o

SLU

Effekt av tid mellan avlivhing och
spermieextraktion

I om spermiekvalitet hos tjurens
bitestikelspermier

Effect of time between euthanasia and sperm extraction on
sperm quality of bull epididymal sperm

Alexandra Walfridsson

Sjalvstandigt arbete A 30 hp
Sveriges lantbruksuniversitet, SLU
Fakulteten for veterindrmedicin och husdjursvetenskap

Veterinarprogrammet
Uppsala 2021







Effekt av tid mellan avlivning och spermieextraktion T om
spermiekvalitet hos tjurens bitestikelspermier

Effect of time between euthanasia and sperm extraction on sperm quality of bull

epididymal sperm

Alexandra Walfridsson

Handledare:

Bitr. handledare:
Bitr. handledare:
Bitr. handledare:

Examinator:

Omfattning:

Niva och foérdjupning:

Kurstitel:

Kurskod:
Program/utbildning:
Kursansvarig inst.:

Utgivningsort:
Utgivningsar:

Omslagsbild:

Nyckelord:

Theodoros Ntallaris, Sveriges lantbruksuniversitet, Institutionen for
kliniska vetenskaper

Jane Morrell, Sveriges lantbruksuniversitet, Institutionen for kliniska
vetenskaper

Anders Johannisson, Sveriges lantbruksuniversitet, Institutionen for
kliniska vetenskaper

Prof Eduardo Aisen, Theriogenology Laboratory, National University of
Comahue, Argentina

Ann-Sofi Bergqvist, Sveriges lantbruksuniversitet, Institutionen for
kliniska vetenskaper

30 hp

A2E

Sjalvstandigt arbete i veterindrmedicin
EX0869

Veterindrprogrammet

Institutionen for kliniska vetenskaper

Uppsala
2021

Michaela Osterman

Tjur, bitestikel, motilitet, spermier, post mortem.

Sveriges lantbruksuniversitet

Fakulteten for veterindarmedicin och husdjursvetenskap

Institutionen for kliniska vetenskaper

Avdelningen for reproduktion



Publicering och arkivering

Godkanda sjalvstandiga arbefemamensarbeten) vid SLU publiceras elektroniskt.
Som student &ger du upphovsratten till ditt arbete och behdver godk&nna publice-
ringen. Om du kryssarJiA, sa kommer fulltexten (peflen) och metadata bli syn-
liga och sokbarga internet. Om du kryssaiNEJ, kommer endast metadata och
sammanfattning bli synliga och stkbara. Fulltexten kommer dock i samband med
att dokumentet laddas upp arkiveras digitalt.

Om ni ar fler &n en person sahrivit arbetetsa galler krysset for alla forfattare,
ni behdver alltsa varadverens Las om SLU:s publiceringsavtal har
https://wwwslu.se/site/bibliotek/publicerach-analysera/reqistrerach-publi-
cera/avtaffor-publicering/

'H JA, jag/vi ger harmed min/var tillatelse till att foreliggande arbete publiceras
enligt SLU:s atal om Overlatelse av ratt att publicera verk

n NEJ,jag/vi ger inte min/var tilldtelse att publicera fulltexten av foreliggande
arbete. Arbetet ladda$ock upp for arkivering och metadata och sammanfattning
blir synliga och sokbara.


https://www.slu.se/site/bibliotek/publicera-och-analysera/registrera-och-publicera/avtal-for-publicering/
https://www.slu.se/site/bibliotek/publicera-och-analysera/registrera-och-publicera/avtal-for-publicering/

Sammanfattning

Uppsamling av spermierdn bitestikelrpost mortenér en bra teknik for att bevara
viktigt genetiskt material framdivider som ar vardefullar avelssynpokt och/
eller vilda djur. Djur dor dock inte nédvandigtvis i nara anslutning till ett labora
torium med réatt utrustning och resurser for att ta till vara materia&ina studie
syftar darfor till att undersokailken effekt forvaring av testiklar har phitest
kelspermiernas motilitet, viabilitet och kromatinintegritBletta for attmetoden
skall kunna anvandas som en modellk6nservering av spermier fraiida arter.

Spermiepover samladegid fyratillfallen (dag0; dag 1 dag 2ochdag 3efter forsta
provtagning)fran bitestiklarifran 13 tjurardar en testikel fran v tjur anvandes
som kontroll och forvarades ordr8°Ctill sista dagenProver samlades genom att
med ett skalpellblad goratditet snitti cauda epididymisspermier samladesgop i

en pipett och spaddes sedan med Optix8alntliga prover utvarderades avseende
motilitet och kinematik med hjélp adatorassisterad spermieanalf@ASA).
Plasmamembranintegritetattesnedeninfargningsteknikdar antalet levande, d6-
ende och dddspermiemtvarderades med flodescytometri. Kromatinintegritet méat-
tes med hjalp av metodepermiekromatinanalyéSCSA somutvarderades med
hjalp av flodescytometri.

Resultatet visar pén signifikant minskning av bade total motilitet och progressiv
motilitet (p <0,0001)med tid Det fanns daremot ingen signifikant skillnad avse-
ende levande och déda spermier d& plasemabramtegritet matts, daremot hade
antalet déende spermier okat signifikant fran dag 1 och 2 jamfort med Beg 3.
fanns inte heller nam signifikant skillnad avseende % DFI, siffrorna var aven laga
vilket visar pa en lag andel spermier med skadat DNA. FBID% daremot knde

en signifikant 6kning (p <0,0001)ed tidiakttas

Resultatet fran studien indikerar att bitestikelsperrhlgrpaverkadeav hur lang
tid testikelvavnaden forvargsost mortemUppféljande studier behovs for att ut-
vardera om spermierna ar kapablabatiruktaoocyter ochutveckladill blastocys-
ter.

Nyckelord:Bitestikel,spermier tjur, post mortem, motilet



Abstract

Post mortenrecoveryof epididymal spermatozoa is a valuable technique to pre-
serve gametes from genetic valuable individuals and/or wild anifHalsever,
animals do not necessarily die within easy actmsboratories with the equipment
neededd process semefhereforethe purpose of this studyasto determine the
effect of storage time of tissymst morterron motility, viability and chromatin
integrity of bull epididymal spermatozoa, as a model for wild species.

Sperm samples from caudadigiymis were collected at four time®ay0; day %

day 2andday 3after the first sampling) from 13 bulls where one testis from each
bull were used as a control and was stored untouichBtC until the last day of
sampling. Samples were collected by imgla small incision in the cauda epididy-
mis with a scalpel blade; epididymal spermatozeaewecoveredisinga pipette
and then extracted into Optixcell semen extender. All the samples were ther evalua
ted for motility and kinematicsisingcomputer assied sperm analysiSCASA);
plasma membrane integrityas evaluated with a staining technique evaluating the
numbers ofiving, dying and dead spermatozow flow cytometry. Chromatin in-
tegrity wasevaluated in theperm chromatin structure ass®CSA by flow cy-
tometry.

The resuls show a gynificant decreasén both total motility and progressive mo-
tility (p<0.0001)with increasing time since slaughtelowever,there was no sig-
nificant difference for alive andedd spermatozoa when plasmembrane intg-

rity wasevaluatedalthoughthere was a significant increase of dying spermatozoa
from day 1 and 2 comparéalday 3.There was no differende the DNA fragmen-
tation index%DFI); theproportions of spermatozoa with damaged chronvegire

low. For %HDShowever there wasiancrease over time (p<@O01).

The results of this study indicate that epididymal spermatozoa are affected by the
storage time of tissupost mortem Additional studies are needed to evaluate
whether the speratozoaare capable of fatlizing an oocyte and developing into a
blastocyst.

Keyword: Epididymis, spermatozoa, bupjost mortem, motility
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1. I nl e

Uppsamling av speri@r post mortendr en viktig teknik for att bevara arvsmassa
fran genetiskt vardefulla djur eller utrotningshotade awtighen annars hade kun-
nat ga forloradKaabiet al. 2003; Cocchiaet al. 2009) Efter att djuret dor finns
mojligheten att radda genetiskt material i form av sperinan bitestikeln hos
handjur(Cocchiaet al. 2009) Djur dér dock inte nédvandigtvis lattillgangligt till
laboratorier med adekvat utrustning for tathand onspermer. Organ kan kylas
och transportesatill laboratorier fotbehandling men det ar inte kant vilken effekt
forvaringstiden har pa de spdaproversomextraheras fran dessa organ

Det finns flera studieom sperrnieuppsamling fran bitestikeln beskrived olika
arter(FournierDelpechet al. 1977; Gilmoreet al. 1998; Lambrehtset al. 1999;
Hewitt et al. 2001) Likt spermier i ejakulat kan spernier fran bitestikeh bevaras
for att anvandas i assisterad reproduktionsteknik (Afmartificiell insemination
(Al) (Pavlok 1974; Nagaet al. 1988; Tsutsuket al. 2003) in vitro-fertilisering
(IVF) (Ogawaet al. 1972; Pavlok 1974; Niwat al. 1985; Nagaiet al. 1988;
Lengwinat & Blottner 1994; Blasht al. 2000) och intracytoplasmisk spermiein-
jektion (ICSI)(Bogliolo et al.2001)

| en studiggjordav Christianet al.(1993)férvarades muskadaver i rumstemperatur
i upp till 24 h vaefteruppsamling av sperier fran bitestikelutférdes Studien vi-
sade att sperier uppsamlade 15 jpost mortenvar kapabla atbefruktadtminstone

25 % av oocyternan vitro. Majoriteten av ddefruktadedaggen utvecklades till
blastocystervilket kan indikera att spermierna bibehaller sefruktning$ormaga

en tid efter dédefChristianet al. 1993)

Syftet med denna studie ar att avgora vilken effekt férvaringstiden aketesti
vavnadpost mortentar pa motilitet, viabilitet och kromatinintegritet piestiket
spermier fran tjur. Detta ©r att kunna anvandas som en modelkfimservering av
spermierfor exempelvisvilda arter
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2. L1 tter at

21. Reproduhktat oms a

21.1. Tesdlitkest i s)

Tjurtestikeln &r oftast &ggformad med langsta axeln i dorsoventral riKtraryger
Hosken 1997)Testiklanavarierar i storlek beroende pa alder, ras och genetik men
ar vanligtvis 8§ 16 cm lan@och 5i 10 cm i diameterStorleken pa testikeln speg-
lar hur stor spermproduktionen ar och bedoms genom att mata omkrejsen
storre omkrets desto hogre speapnoduktion (FayrerHosken 1997)Dock kan
testikelns omkrets aven 6kl foljd av exempelvis testikelinflammatiq@achary
2017)och hull (FayrerHosken 1997)Om det forekommer mycket fetscrotum
okar bade omkretsen odetpaverkar temperaturregleringen negatilket aven
kanha en negatipaverka paspermatogenesd®enger 2003)

Varje testikel hanger separat i pundastsittandenedvarsinfunikel pa testikelns
dorsala pol. Funikeln &n samling strukturer innefattande sadeskea@rl och
nerversomar inneslutna i dubbla lager peritoneum{Dyceet al.2017) Funikelns
funktion ar att bidra med vaskular, lymfatisk och neural kontakt till kroppen, bidra
med v@mereglering och hysa kremastermusk@enger 2003)Testiklarna sepa
reras fran varandmaedhjalp av en septumvagg bestaenddumica dartos vilken
delarscrotumi tva halvor(FayrerHosken 1997)Tunica dartosir ett glatt muskel-
lager som ligger precis under huderspéotum(Senger 2003)Graden av kontrak

tion i muskeln varierar som respons till forandrad skrotal hudtemei@emger
2003) Testiklarna tacks av tva lagperitoneum(Figur 1). Det yttersta lagreér
tunica vaginalis vilken har ett visceralt och ett parietalt btazh det innersta lagret

ar en tjock fibroelastisk kapsélinica albugineaTunica albugineddrlanger sig in

i testikelntill mediastinumoch bildar lobe(Figur 2) (FayrerkHosken 1997; Senger
2003) Den inre ytan avunica albugineo c h 0 s e p t, dilka tilldammans i on 0
formar lobernaar val vaskianserade och kallas darféunica vasculosg§Senger
2003)

12



Figur 1. Testikel med dess hinnor och Oversiktliga delar. CM = Kremastermuskel, DD= Ductus
deferens, T = Testikel, PVT = Tunica vaginalis parietala blad, EB =Bitestikelkropp, ET = Bitestikel
svans, VVT = Tunica vaginalis viscerala bl&d A = Tunica dbuginea With permissionReprinted

from Pathwayso Pregnancy and Parturition,"2ed from Current Conceptions, IngSenger 2003)

Seminidferous tudbule
Head of (tubular compartment)

Ductus epididymis

deferens

Tunica
vasculosa

Rete Tubulus
tubules rectus

Efferent
ducts

Mediastinum

Vagnal Cavity

Body of
epididymis

Scrotal sken

contortus  Compartment Tk dara
u

Scrotal fasca
Parietal vagmal tunc

Tail of epididymis Visceral vagnal tum

Figur 2. Schematisk illustration av scrotum, bindvavssttdjariesirer och de tubulédra vagarna
i den typiska daggdjursteséiln With permission: Reprinted from Pathwatgs Pregnancy and
Parturition, 2 ed. from Current Conceptions, Inc. (Senger 2003)

21.2.Bi t eteipk @li dy mi s)

Bitestikelnar fastkaudomedialt pa tjurens testikel och delas in strecesivt 6ver-
gaendealelar;huvud (capud, kropp(corpug och svangcauda (Dyceet al.2017)
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Bitestikelns huvudsakliga funktion ar atdbamedengynnsam milj6 dar den slut-
giltiga mognaden av spermier kan skenaven att fungera som reservoar for sper-
mier (Senger 2003)Huvudet arstadigtfast till testikéns kapsel. Dar samlas de
efferentaductuli (Figur 2), vilka forenas och bildar den breddi¢estikelgangn.
Kroppen ar inte lika kraftigt fast till testikelns yta och bildar ett mellanliggande
omrade kallat testikelbursan. Svansen fastatigtin till ligamentum propriunoch

till det parietala bladet awnica vaginalisSvansen smalnar sedan av och évergar i
ductus deferen®yceet al.2017)

Bitestikelganga ar en end#éng ochmycketveckadkanal (Senger 2003)Den &r
omgiven av glatt muskulatwarsrytmiska sammandragningav kanalen tvingar
spermierna att transportsidangs kanalen mot bitestikelsvang&enger 2003

Bitestikeln &r inte bara ansvarig for lagring och mognad av spermier utan aven att
spermierna ska kunna lamna det hanliga reproduktionsor@ferger 2003)Nar
sexuell stimulering intraffar borjar den glatta muskulaturen i den distala bitestikel
svansen att kontrahera kraftigt, vilket forflyttar spermierdnétus deferendéiven
utansexuellstimulering behover bitestikelsvgespermierfor att forhindra Gver-
fyllnad med ett formodt hogt tryck som pafdljdAviagsnandet av spermier sker
genom periodvisa kontraktioner av bitestikel alctctus deferenwilket resulterar

i att spermier gradvisofflyttas fran svansen, genoductus deferenwidare via
ampullasom ar en forstoring aluctus deferensit i urinréret dar de sedansond-

rasi samband med urinerin@enger 2003)

213. Accessoriska k°nske°rtl ar

Avsondringen fran de accessoriska konskortlarna ar esseftidhitieringen av
spermiernas motilitet samt bistar maustédjande och nritionsrik miljo for sper-
mierna(FayrerHosken 1997)De accessoriska konska@nthapa tjur bestar av sa-
desblasor, prostatampullaoch bulbourethralkértla¢Figur 3) Sadesblasorna ar
multilobulara kortlar belagna lateralt jpdrapelviska deleav urinréretkranialt om
prostatan Sadesblasorna ar vanligtvisl® cm langa ochi2 ami diameter, dock
ar storleken relaterad till lder pa tjuren. Prostateen rund kortel belagen i slutet
pa den intrapelviska delen awvethra (FayrerHosken 1997)Bulbourethralkrt
larna arpariga belagna pa var sida om intrapelviska uretiira backenbotten
(Senger 2003)Ampulla ar en forstoring aductus deferengilken sedan mynnar
direkt in i intrapelviska delen awethra(Senger 2003)
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Ventrally Incised

Figur 3. Dorsal och ventral vy pa acssoriska konskortlar. A = Ampulla, BP Benisens bas, CS

= Colliculus minalis, DD = Ductus deferens, IcM = Ischiokavernds muskel, PG = Prostata, PU
= Intrapelviska urethra, RPM = Retraktormuskel, UB = Urinblasa, UNUrethralis muskel & VG

= Sadesblasorwith permission: Reprinted from Pathways to Pregnanay Rarturition, 2% ed.

from Current Conceptions, Inc. (Senger 2003).

22.Sper matogenes

Spermatogenesen defineras av den sammanlagda processen av spermatocytogenes
och spermiogeng§ayrerHosken 1997)Spermatocytogenesar narprimara och
sekundara spermatocyteitdasfran spermatogoniefran spermatocyterna bildas
darefterspermati@ér. Spermiogenes &ildningen av speriar fran spermatider
(FayrerHosken 1997)

Spermatogenesen ar den grundlaggandeepgn for hanlig reproduktion, vilke
resulterar i produktion aspermier(Noakeset al. 2018) Pracessen pagardsades
kanalerna denmognatestikeln och bestar av trevudpraesser: mitotisk replike
ring av spermatogonier, meios och poswohnsk differentiering till sperrer. Pro-
cesserna aterspeglas i den funktionella morfologsaaeskanalerngadesepitelet
bestar av koncentriska lager av spermatogonier, spermatamsit spermatider,
med karakteristiska sammanséttningar meliatigenerationer genom heki-
desepitele(Noakeset al.2018; Staub & Johnson 2018)ettaskerda nya genera
tioner av spermiecellegarfran spermatogonier till speiier och fortsatter genom
den inre ytan agadeskanalernasembranutan att invantatt foregaende genera
tionerslutfor sin utveckling och forsvirarin i kanalernatumen(Staub & Johnson
2018) Cellgenerationernasammansattning klasficeras generellti tva typer. Typ
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| dar tva generationer av primara spermatocyter och en spefinatdarvaande
samtTyp Il dar enbart en generation av spermatocyter men tva spernfatieler
kommer(Noakeset d. 2018) Overgadngen mellan Typ | och Typ Il intréffar efter
mognadsfasen. Typ Il 6vergar till Typ | da frisattning av sperisker i samband
med ankomsten av en ny generation spermatocyter fran den senaste spermatogonala
uppdelningenVarje generation\aspematogenetiskaeller ar lfkade med cy-
toplasmatiska bryggor, sa atttvecklingsstadierna ar synkrona mellanjeaene-
ration sa att vissamraden asadesepitelaippvisarceller vid ett liknande utveek
lingsstadiumFibroblaster och myoida celler gersadeskanalernédssalmembran
utvandigt. Blodforsdrjningen begnsas av basalmembranet och passerar inte in i
sjalvakanalen Inuti kanalerfinns somatiska sertoliceller och de olika stadierna av
spermatogenetiska cellevilka tillsammans bildarsadespitelet (Noakeset al.
2018)

Sadeskanaledelas in i basala och luminara avdelningar av sa katt#tdefogar
(Tight cell junctions TCJ) mellan intilliggande sertolicelleDessafogar bildar
blod-testisbarriarenvilken uppratthaller den specialiserade miljdabuli semini

feri och separerar meiotiska och postmeiotiska (haploida) celler fran immunsyste-
met(Noakeset al.2018)

Hos tjur pagasadesepiteletsykel i 13,5 @gar och den totala durationen av sper-
matogenesen ar 61 dagar, vilket motsvarar 4,5 ganger duratiosédesepitelets
cykel (Staub & Johnson 2018)

Follikelstimulerande hormor~GH) och testosteron ar essentiella for sertoliceller-
nas normala aktivitemen dehuvudsakliga hormonet for uppratthallande av sper-
matogenesen i det postpubertala djuret ar testosfiaakeset al.2018)

Primordiala kdnsceller borjar utvecklas tidigt i eydnalstadiet dar ett litet antal
migrerarfran gulesacketill konslisten Dar avslutade sin migration, aggregerar
tillsammans och paborjar en period av mitotiedelningsamt differentierstill
spermatogoniefWilhelm et al.2007; Noakeet al.2018) | det vuxna djuret delas
spermatogonier in i A intermedidraoch Bklasser, vilka ytterligare delas irun-
deklasser beroende pa morfologi och grad av differentieding.tjur finns A, A,

A2, Az, intermediaraB: och B spermatogonierA-klassen &r de spermatogonier
somar minst differentieradechbildaren reservoar av stamceliesadeskanalerna
Alla spermatogonier bibehaller sin kontakt med basalmembranet, men kontaktytan
ar avsevart mindre fér-BpermatogonieDensistamitotiskacelldelningen av sper-
matogonierna ger upphov till de priméra spermgerna(Figur 4) och cytoplas-
man hos sertolicellernaterveneramellan basalmembranet och de priméra sper-
matocyterna.

16



Under den fésta meiotiska delningen genomgaitlerna tva kansliga faserygo-

ten och pachytenstegePachytensteget ar sarskilt kagsfor skadlig paverkan

somhdg testileltemperatur eller otillracklig hormonédilllférsel. Under den forsta

meiotiska delningen forflyttar sig cellerna djupare gadesepitelatch sertolicel-

lernasTCJ bildas under spermatgternasamtbryts ner ovanfodem. Detta sa att

cellerna effektivt kan passera genom blestisbarriarenDe sekundéara spermato-

cyterna vilka blir produkten av den férsta meiotiska delningen, flyttas fran basal-
membr anet till d estideskepitatebcn separeradérefifrdnet 0 av
denallmannavavnadsvatskans avdelning.

Den andra meiotiska delningen producerar spermatider vilka inte delar sig ytterli-
gare. | slutet av meiosen ar spermatiderna runda celler med en rund karna. Darefter
genomgar de stora forandringar i cellfuokt och morfologiunder differentie-
ringentill spermier, vilket bendmns spermiogeneq&makeset al.2018)
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Figur 4. Spermatognier (A1-A4, | och B) genomgar en rad mitotiska delningait{Mdar sista
mitotiska delningen ger upphov till primara spermatocyter vilka paborjar meiosen. Denna serie av
mitotiska delningamdjliggor fortsatt proliferation av spermatogomieEfter meiosen differentierar
haploida sfariska spermatider till spermiérarje generation av celler sitter sammanléankade med
intercellulara cytoplasmatiska bryggor. Varje generation delas darfér synkrgnipper Vissa

celler (svarta) degenerera under processealenindikerar ett teoretiskt antal celler genererade

av vare delning With permission: Reprinted from Pathways to Pregnancy and Parturitided2

from Current Conceptions, Inc. (Senger 2003).
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221.Sper mi ogenes

De runda spermatidersambildas genom den andra meiotiska delningen, genom-
gar flera steg av cytologiskKarandringarvilket resulterar i bildandet av speian

(de Kretseret al. 1998) Spermiogeneseaven kallad differentialfase(Genger
2003)ar en cellular transformation i 4 steg dar huvme|lanstyckeoch svans pa
spermien bildas och dar den slutgiltiga produkten ar en spermmeeelett huvud
med en akrosom, ethellanstyckemed en mitokondriehelix och en svans med
axiellt filament (FayrerHosken 1997)Det sker ingen ytterligare delning under
denna fagSenger 2003; Staub & Johnson 2018)

De fyra stegen i differentieringen bestargalgifasen capfasen, skrosomfasermch
mognadsfaserfFigur 5) (Senger 2003)l golgifasen bildas akrosomefSenger
2003) Forst bildas proakrosomiska vesikler vilkadansammansmalter till en
storre vesikel vid sidan av karnéBenger 2003; Dunleawt al. 2019) Vesikeln
innehaller tatt packat akrosgnanuld. Sma golgivesikler tillkommer varvid akro-
somvesilkdn vaxerytterligare Samtidigt migrerar centriolerna fran cytoplasman till
karnans bas. Den proximala centriolen utgor seqdiatsen férnimplantationappa-
ratenvilken mojliggor for flagellen att fasta till karnagi®enger 2003)

Undercagdasen formas akrosomen till en distitikttt (cap)6ver den framre delen

av karnanGolgiapparaten som slutfort paakgen av akrosomen flyttar sig nu bort
fran karnan mot spermatidens kaudala del fér att sedan forsvinna helt. En primitiv
flagell (svans) som bildats fran den distala centriolen b&gaaut fran sperma

tiden motlumen pésadeskanalen

Akrosomen fortsdér att sprida sig tills den tacker ungefar tva tredjedelar av kar-
nans framre delDetta skeunder akrosomalfaseKarnan borjar blielliptisk till
formen och forflyttas mot kanten i cellen. Under akrosomalfagelddssperma
tidernain djupt i sertolicdernamed svansaa utstickande isddeskanalersau-
men

Under mognadsfasenigrerar och samlas mitokondrierna runt flagellen, fran kar-
nans bas till svansens Ovre tredjedel. Mitokondrierna formerar sig spiralformat och
bildar mittendelen av den fardigutwdade spermiert-lagellens tata yttre fibrer och

det fibrosaholjet bildas ochspermiens uppbyggnaat dd komplett(Senger 2003)
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The Cap Phase

Figur 5. De tre sista stegen (capfasen, akroson
sen och mognadsfasen) undefatiéntierirgen av
spermatidenWith permission: Reprinted from
Pathways to Pregnancy and Parturitiod2d
from Current Conceptions, Inc. (Senger 2003).

23. Kapaeaiipmrgescessen

Spernier fran daggdjursejakulat behover befinna isiet honliga reproduktiors
organet i flera timmar innan de férvarvar formaganbafiruktaett agg (Austin
1952; Ickowiczet al.2012) Sperniernabehdver genomga en serie molekylara for
andringar innan de blfertila vilket kallas for kapaco#ringgprocesser{Breitbart
2002; Stivalet al.2016)

Aktivering av spermiemotilitet ar ett tidigt steg av kapaciteringggaconti 2009)
Spermier lagras ¢auda epididymisch férbrukar dar syre i hég omfattning, dock
ar de fortfarande inte motila, utan det sker forstap@rmierna kommer i kontakt
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med seminalplasmanrilken innehdller hog koncentration av bikarbonat (HGO
ochkalcium (C&"). | samband med kapaeiingen sker en intracellular pBkning,

till foljd av transcellular forflyttning av HC®. BadeHCOs och C&" ar viktiga for
stimuleringen av adenylylcyklas (SACY) vilket i sin tur reglerar metabolismen for
cykliskt adenosinmonofosfatAMP). De 6kade intracellulara nivaerna av cAMP
leder i sin tur till aktivering av Protein kinase A (PKR)otein kinase Ar ansvarig

for fosforylering av flera mottagarproteiner vilka antas initiera flera signalvagar i
spermierna vilket leder till en 6kad motilimasmbenamnsyperaktivitet(Visconti
2009) Hyperaktiva spermier tros underlatta fkontaken mellan spermie och
oocyt(Senger 2003Spermiernas plasmamembran som ligger 6ver akrosomen har
specifika proteiner pa ytan vilka binder specifikt #ithha pellucidagroteiner.
Dessa zonahiande proteiner pa plasmamembranet maste exponeras under kapaci
teringeninnan en bindning tilkona pellucid&an skeNé&r bindningen mellan sper-
mien ochzona pellucidasker initieras akrosomreaktionédenger 2003)

24. AKkr osomreenakti on

Akrosomen och dess tillhérande plasmamembran ar viktiga for interaktionen mel-
lan spermie och oocyFayrerHosken 1997)Akrosomen mojliggor aven for sper-
mien att penetrerzona pellucidgpa oaxyten(FayrerHosken 1997)

Det finns tva syften med akrosomreaktionen. Realkin mojliggor for spermien
att penetrera zona pellucida och exponsparmiensekvatorella segment vilket
senaresmalter sammamed oocytens plasmamembi@enger 2003)

Akrosomreaktionen initieras direkt efter att primér bindning mellan spermie och
oocyt skett(Gadellaet al. 2001) Spermiens plasmamembran bild# flera fu-
sionsplatser med det yttre akrosommembraii@adellaet al.2001; Senger 2003)

Nar de tvA membranen sammansmaditielas flera vesildr och detta benamns ve-
sikuleringen Darefter skingras aksonensinnehall och spermiens karna ar kvar,
omsluten av det innersta akrosommembrar&nom porerna passerar akrogois
enzymer vilka gor det mojligt for spermien att penetmoaa pelucidaSenger
2003)

25.K° nsmognad

En tjur blir kbnsmogn mellan 718 manaders aldéBenger 2003)Puberteten star-
tar dadGonadotropinfrisattande hormos€GnRH) neuronekan svara pa positiv
och negativ feedback. Hos det hanliga djsletr enbart en negatfeedback av
mestadels 6strogen och till viss del avestosteronsan genom aromateying i
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hjarnan konverteras till dstrogafios handjuret blir GnRkheuronen mindre k&ns-

liga foér den negativa feedbacken av testosteron och éstrogen nar puberteten narmar
sig. Det innebar atikandemangd testosteron och dstrogen behdvs for att hAmma
GnRHneuronerna. Med den minskade kansligheten for den negativa feedbacken
svarar hypotalamugenomatt producera mer GnRH och darmed aven loterni-
serande hormonLH) och FSH. Handjuret nar detta skedepuberteten(Senger

2003)

Starten aypuberteten kan definiergm flera sat(Senger 2003)exempelvissom

aldern da beteenden relaterade till kénsmognagcltr aldern vid forsta ejakulat-
ionen, aldern da spermier forekommer i ejakulatet, aldern da spermier forekommer
i urinenelleraldern da ejakulatet innehalldt eiss artal spermier(Senger 2003)

21



3. Materi al ec

31.Litteraturgenomg-ng

Genomgang av relevant litteratur genomférdes genom anvandning av sokmotorer
som Pubmed, google schobch SLU-bibliotek (primo). For att sdka relevant lit-
teraturfran de senaste 70 aranvandes olika kombinationer avd och begrepp

(pa engelska) som; Bitestikel, spermier, thost mortemspermatogenes, motilitet,
anatomimed flera

32.Uppsamling av testiklar

| denna studie anvande&$ testiklar fran13 slaktade tjurar av raserrsvensk
Holstein (tva st) och SRB(11 st). Dessaupphamtades fran slaktetii tre om
gangar (st + 5 st + 3 st par)och placerades i kylladar transporbch férvarades
dari ca entimmetills dess att provtagning kunde skénder hela experimentet
forvaradestestiklarnavid en temperatur av’g.

3.3.Sper mi kte xotnr a

Spermieprove fran bitestikelnsamlalesgenom attett litet snitt anlades cauda
epididymidismed ett skalpellbladEn droppespernier fran bitestikelrtillvaratogs
genom att applicera tryck mot bitestikelns bas megipet. Totalt gjordes fyra
provtagningstillfallerpa en av tjurens testiklaid flera tidpunkterefter slaktmed
foljandeintervall, Dag O {id ankonst till laboratorie}, dag 1 (efter24h), dag 2
(48h) ochdag 3 72h). Vid sista provtagningstillfallefdag 3)togsprov fran bada
testiklarnafran respektive tjufor att kunna jamfora om vavnaden paverkats av
upprepade provtagningar i samma testda# i sin turaffekteratspermiernanega-

tivt (kontroll).
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Efter varje provuppsamlingkyddales incisionen medOpsitespray (Smith &
Nephew London United Kingdom och organen placeradesn bagare mefbs-
fatbuffrad saltldsning (PBS) for vidare forvaringyl (5°C).

34.Bdandbivngper miecell er

Extraherade sperligr spadies under en del av studierva provréroch i en del i ett

provrordar ena spaddesed 1 mlOptixcell(l MV Technol ogi es, | NjAiT g
och den andra metl ml mjolkspadningsvatska bestaende av fruktos och mjolk

pulver. En mindre méangd provmaterial fordes over till ett nytt ror for analys av
flodescytometernProvrorenplaceralesi en inkubator i 38°Qor aktivering Pro-
vemaanalyseradesedarefter bdde20 och 30 minutes inkitbationmed datorassi-

sterad spermieanalys (CASA)

En omgangprover (=5) fran dag 0 utgick@grund awbyte av spadningsvatskah
inkubationstid Kontrolltestikel nr 13 utgick dessurh pa grund av for lag koncent-
ration av spermier i provédr att kunna méatas

35.Sperwmt va@rdering

Samtliga spermieprover utvarderades avseende motilitet, plasmamembranintegritet
och kromatiitegritetmed hjalp awdatorassisteaspermieanalys (CASA) oclof
descytometri metl/a olikainfargningstekniker.

35.1.Dat orassisteradcAsSpPAer mi eanal ys (

Spermiernag&inematikutvarderades meDatorassisteradpernieanalys(CASA),

varvid proportionen av motila spermier och spermiernas motilitetsmdnstées

med fasmikrekop vidtemperaturer38°C. Det inkuberadespermi@rovet blanda

des varefter en droppe med volymen applicerades pa etibjektglas. Eventuella
bubblor punkterades sa gott det gick och ett tackglas placerades ovanpa droppen.
Spermiernas motilitet och rtilitetsmdénster mattes pa 8 synfalt i varje p(Bigur

6).
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Figur 6. Motiliteten matt med Datorassisterad spermieanalys (CASA). Samma synfalt visat fére och
efter analys. Tekniken upprepas pa 8 slumpmassigt valda symfatt f& ett medelvardéstillbild
tagen pa spermier i rorelse (ild tagen efter analys (p

Forkortningarna for rorelsemdnstren som méattes med CASA var problematiska att
oversatta till svenska och behélls darfor pa originalspraket eng&skimklude-
raderérelsemonstrenar, CurvilinearVelocity (VCL: medelhastighetefor sper-
mien matt efter cellens faktiska vag fran punkt till pupni&traight LineVelocity
(VSL: medelhastigheteidr spermiermatt som en rak linje fran bérjan till slutet av
banar), Average Path Velocity (VAPRmedelhastighet fdmedelvagnmellan VCL
och VSL, Straightness (STRvledelvardet av férhallandet mellM8L/VAP), Li-
nearity(LIN: Medelvardet av férhallandet mellM8L/VCL), Wobble WOB: den
genomsnittligasvangningerav den kdkta banan VAP/VCL), Amplitude of Late-
ral Head DisplacemerfALH: vidden av laterala fdlyttningen avhuvudrérelser
och Beat Cros§&requency(BCF: frekvensen av huofta spermiehuvudet korsar
spermiens genomsnittliga ag

352 Fl °descyt ometri

Alla proverutvarderademedtva fargningsteknikeior flodescytometrdarplasma
membranintegritet och kromatinstrukiumdersokes.

Plasmamembranintegritet

Plasmamembranintegritet utvarderagesom att farga med SYBR®Dbth propi-
diumjodid (PI)fran Live/Dead Spem Viability Kit L-7011 (Thermofishey In-
vitrogerE Molecular Probe& , Eugene, Oregon, USA%permierna spaddes till
koncentrationen 21.0°/ml med Cellwash (BDBioscienceSan José, CA, USA
Darefter tillsattes 1 pul SYBR4, spadd 1:50 i Cellwash samt 3 I Proverna
inkuberades 10 minuter37 °C. Gron och rod fluorescens utvarderades med en
FACSVerse flodescytometer (BDBioscienc&3)on fluorescens detekterades med
ett FL1 bangpass filter (27/32 nm), medan rdd fluorescens méattes med hjalp av
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ett FL3band-pass filter {00/54nm). Darefter klassificeradespermiernanligt fol-
jande(Se aven figuf7 och 8):

Levande(SYBR®14-positiv/Pknegativ)
Dod, (SYBR®14negativ/Pipositiv)

Déende(SYBR®14positiv/ Ppositiv)

Figur 7. Fluorescensmikroskopibilder av spermier dar gron fluorescens motsvarar SYiBRii¢,
levandeoch rdd fluorescens motsvarar-positiv, dod.
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Figur 8. Exempel pa graf fran flodescytometrimatning, dar Gate 2 motsvarar andel levaatke
3 motsvarar andel doende och Gate 4 motsvarar andel doda. Gron fluoresceqaxgn, rod
fluorescens p&-axeln.

Semiekomatinstrikturanalys- SCSA

SCSA utfordes genom att anvanda en alikvot fran varje spermajikavspaddes
1:1 med Trissodum chloridé ethylenediaminetetraacetic acid (TNE) buffert (0,5
M natriumklorid NaCl), 0,01 M Trissaltsyra HCI), 1 mM Etylendiamintetrait-
tiksyra EDTA); pH 7,4) och darefteomedelbart frystes flytande kvave och
forvaradesi -80°C fram till utvardeng. Vid analys tinees provernga krossad is;

en alikvot av proveblandales med TNEbuffert (0,5 M NaCl, 0,01 M TrisHCL,

1 mM EDTA; pH 7,4)till en koncentration a&2x10® spermier/ml Sedartillsattes
200l av en sur losningnnehallande HCoch Triton X-100(0,17% Triton %100,
0,15 M NaCl och 0,08 M HICpH 1,2) vilken fick verka i 30 sekunder inn&00

ul av akridinorangédsning (AO) (6 ug/ml i 0,1 M citronsyra, 0,2 MDinatrium-
vatefosfafNaoHPQs), 1 nM EDTA, 0,15 M NaCl; pH 6,Q)ll sattes Provernaana-
lyseralesinom 3- 5 minuter med flédescytometfFACSVerse). Gron och rod
fluorescens utvarderadeslla spermieceller har en viss del grén respektive rod
fluorescens, men nagot forenklat motsvarar normal gron fluorescens oskadade sper-
mier ot rod fluorescens motsvarar skadade spermikadana filter som for
plasmamembranintegritet anvandd3e insamlade filerna utvarderades med
FCSExpress (DeNovo softwar&lendale, CA, USAdar Deoxiribonukleinsyra
(DNA)-fragmentations index (®FI) berakradesFigur 10), dvsforhallandet mel-

lan celler med denatuerat, enkelstrangat DNA och tatatiaetceller. Aven ande-

len omognaspermid&éarnormed hoggron fluorescengHigh DNA stainability %
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