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Sammanfattning

Uppsamling av spermier fran bitestikeln post mortem ar en bra teknik for att bevara
viktigt genetiskt material fran individer som &r vardefulla ur avelssynpunkt och/
eller vilda djur. Djur dor dock inte nodvandigtvis i néara anslutning till ett labora-
torium med ratt utrustning och resurser for att ta till vara materialet. Denna studie
syftar darfor till att undersoka vilken effekt forvaring av testiklar har pa bitesti-
kelspermiernas motilitet, viabilitet och kromatinintegritet. Detta for att metoden
skall kunna anvandas som en modell for konservering av spermier fran vilda arter.

Spermieprover samlades vid fyra tillfallen (dag 0; dag 1; dag 2 och dag 3 efter forsta
provtagning) fran bitestiklar ifran 13 tjurar dar en testikel fran varje tjur anvandes
som kontroll och forvarades orérd i 5°C till sista dagen. Prover samlades genom att
med ett skalpellblad gora ett litet snitt i cauda epididymis, spermier samlades upp i
en pipett och spaddes sedan med Optixcell. Samtliga prover utvérderades avseende
motilitet och kinematik med hjalp av datorassisterad spermieanalys (CASA).
Plasmamembranintegritet mattes med en infargningsteknik dar antalet levande, d6-
ende och ddda spermier utvarderades med flodescytometri. Kromatinintegritet mat-
tes med hjalp av metoden spermiekromatinanalys (SCSA) som utvarderades med
hjalp av flodescytometri.

Resultatet visar pa en signifikant minskning av bade total motilitet och progressiv
motilitet (p <0,0001) med tid. Det fanns daremot ingen signifikant skillnad avse-
ende levande och doda spermier da plasmamembranintegritet mattes, daremot hade
antalet déende spermier okat signifikant fran dag 1 och 2 jamfort med dag 3. Det
fanns inte heller nagon signifikant skillnad avseende % DFI, siffrorna var dven laga
vilket visar pa en 1ag andel spermier med skadat DNA. For % HDS daremot kunde
en signifikant 6kning (p <0,0001) med tid iakttas.

Resultatet fran studien indikerar att bitestikelspermier blir paverkade av hur lang
tid testikelvavnaden forvaras post mortem. Uppfdljande studier behovs for att ut-
vardera om spermierna &r kapabla att befrukta oocyter och utvecklas till blastocys-
ter.

Nyckelord: Bitestikel, spermier, tjur, post mortem, motilitet



Abstract

Post mortem recovery of epididymal spermatozoa is a valuable technique to pre-
serve gametes from genetic valuable individuals and/or wild animals. However,
animals do not necessarily die within easy access to laboratories with the equipment
needed to process semen. Therefore, the purpose of this study was to determine the
effect of storage time of tissue post mortem on motility, viability and chromatin
integrity of bull epididymal spermatozoa, as a model for wild species.

Sperm samples from cauda epididymis were collected at four times (Day 0; day 1;
day 2 and day 3 after the first sampling) from 13 bulls where one testis from each
bull were used as a control and was stored untouched in 5°C until the last day of
sampling. Samples were collected by making a small incision in the cauda epididy-
mis with a scalpel blade; epididymal spermatozoa were recovered using a pipette
and then extracted into Optixcell semen extender. All the samples were then evalua-
ted for motility and kinematics using computer assisted sperm analysis (CASA);
plasma membrane integrity, was evaluated with a staining technique evaluating the
numbers of living, dying and dead spermatozoa by flow cytometry. Chromatin in-
tegrity was evaluated in the sperm chromatin structure assay (SCSA) by flow cy-
tometry.

The results show a significant decrease in both total motility and progressive mo-
tility (p<0.0001) with increasing time since slaughter. However, there was no sig-
nificant difference for alive and dead spermatozoa when plasma membrane integ-
rity was evaluated, although there was a significant increase of dying spermatozoa
from day 1 and 2 compared to day 3. There was no difference in the DNA fragmen-
tation index (%DFI); the proportions of spermatozoa with damaged chromatin were
low. For %HDS however there was an increase over time (p<0.0001).

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

Keywords: Epididymis, spermatozoa, bull, post mortem, motility
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Forkortningar

AGF “Accessory sex gland fluids”, Accessoriska konskortel-
vatskor

ALH Amplitude of lateral head displacement

AO Akridin-orange

AR Autoregressiv

ART Assisterad reproduktionsteknik

Al Acrtificiell insemination

BCF Beat cross frequency

Ca®* Kalcium

cAMP Cykliskt adenosinmonofosfat

CASA Datorassisterad spermieanalys

DFI DNA fragmentation index

DNA Deoxiribonukleinsyra

EDTA Etylendiamintetraattiksyra

FSH Follikelstimulerande hormon

GnRH Gonadotropinfrisattande hormon

HCOs Bikarbonat

HDS High DNA stainability

ICSI Intracytoplasmatisk spermieinjektion

IVF In vitro-fertilisering

LH Luteiniserande hormon

LIN Linearity

LSM Minstakvadrat-medelvérde

Na;HPO4 Dinatriumvatefosfat

NaCl Natriumklorid

PBS Fosfatbuffrad saltlosning

PKA Protein kinase A



Pl
SACY

SCSA
SEM
STR

TCJ
TNE
HCL
VAP
VCL
VSL
wOB

Propidiumjodid
Adenylylcyklas

Spermiekromatinstrukturanalys
Medelvéardets medelfel
Straightness

”Tight cell junctions” — tata fogar mellan celler
Tris—sodium chloride—ethylenediaminetetraacetic acid
Saltsyra (Véateklorid)

Average path velocity

Curvilinear velocity

Straight line velocity

Wobble
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1. Inledning

Uppsamling av spermier post mortem ar en viktig teknik for att bevara arvsmassa
fran genetiskt vardefulla djur eller utrotningshotade arter, vilken annars hade kun-
nat ga forlorad (Kaabi et al. 2003; Cocchia et al. 2009). Efter att djuret dor finns
mojligheten att radda genetiskt material i form av spermier fran bitestikeln hos
handjur (Cocchia et al. 2009). Djur dor dock inte nédvandigtvis lattillgangligt till
laboratorier med adekvat utrustning for att ta hand om spermier. Organ kan kylas
och transporteras till laboratorier for behandling, men det &r inte ként vilken effekt
forvaringstiden har pa de spermieprover som extraheras fran dessa organ.

Det finns flera studier om spermieuppsamling fran bitestikeln beskriven pa olika
arter (Fournier-Delpech et al. 1977; Gilmore et al. 1998; Lambrechts et al. 1999;
Hewitt et al. 2001). Likt spermier i ejakulat kan spermier fran bitestikeln bevaras
for att anvandas i assisterad reproduktionsteknik (ART) som artificiell insemination
(Al) (Pavlok 1974; Nagai et al. 1988; Tsutsui et al. 2003), in vitro-fertilisering
(IVF) (Ogawa et al. 1972; Pavlok 1974; Niwa et al. 1985; Nagai et al. 1988;
Lengwinat & Blottner 1994; Blash et al. 2000) och intracytoplasmisk spermiein-
jektion (ICSI) (Bogliolo et al. 2001).

| en studie gjord av Christian et al. (1993) forvarades muskadaver i rumstemperatur
i upp till 24 h varefter uppsamling av spermier fran bitestikel utfordes. Studien vi-
sade att spermier uppsamlade 15 h post mortem var kapabla att befrukta atminstone
25 % av oocyterna in vitro. Majoriteten av de befruktade aggen utvecklades till
blastocyster, vilket kan indikera att spermierna bibehaller sin befruktningsférmaga
en tid efter doden (Christian et al. 1993).

Syftet med denna studie ar att avgora vilken effekt forvaringstiden av testikel-
vavnad post mortem har pa motilitet, viabilitet och kromatinintegritet pa bitestikel-
spermier fran tjur. Detta for att kunna anvandas som en modell for konservering av
spermier for exempelvis vilda arter.
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2. Litteraturoversikt

2.1. Reproduktionsanatomi

2.1.1. Testikel (testis)

Tjurtestikeln &r oftast 4ggformad med l&angsta axeln i dorsoventral riktning (Fayrer-
Hosken 1997). Testiklarna varierar i storlek beroende pa alder, ras och genetik men
ar vanligtvis 8 — 16 cm langa och 5 — 10 cm i diameter. Storleken pa testikeln speg-
lar hur stor spermieproduktionen &r och beddms genom att mata omkretsen, ju
storre omkrets desto hdgre spermieproduktion (Fayrer-Hosken 1997). Dock kan
testikelns omkrets &ven oka till foljd av exempelvis testikelinflammation (Zachary
2017) och hull (Fayrer-Hosken 1997). Om det férekommer mycket fett i scrotum
okar bade omkretsen och det paverkar temperaturregleringen negativt vilket dven
kan ha en negativ paverkan pa spermatogenesen (Senger 2003).

Varje testikel hanger separat i pungen fastsittande med varsin funikel pa testikelns
dorsala pol. Funikeln ar en samling strukturer innefattande sadesledaren, karl och
nerver som ar inneslutna i dubbla lager av peritoneum (Dyce et al. 2017). Funikelns
funktion &r att bidra med vaskular, lymfatisk och neural kontakt till kroppen, bidra
med varmereglering och hysa kremastermuskeln (Senger 2003). Testiklarna sepa-
reras fran varandra med hjalp av en septumvagg bestaende av tunica dartos, vilken
delar scrotum i tva halvor (Fayrer-Hosken 1997). Tunica dartos ar ett glatt muskel-
lager som ligger precis under huden pa scrotum (Senger 2003). Graden av kontrak-
tion i muskeln varierar som respons till fordndrad skrotal hudtemeratur (Senger
2003). Testiklarna tacks av tva lager peritoneum (Figur 1). Det yttersta lagret ar
tunica vaginalis, vilken har ett visceralt och ett parietalt blad och det innersta lagret
ar en tjock fibroelastisk kapsel, tunica albuginea. Tunica albuginea forlanger sig in
i testikeln till mediastinum och bildar lober (Figur 2) (Fayrer-Hosken 1997; Senger
2003). Den inre ytan av tunica albuginea och ’septal division”, vilka tillsammans
formar loberna, &r véal vaskulariserade och kallas darfor tunica vasculosa (Senger
2003).
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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 blad & TA = Tunica albuginea. With permission: Reprinted
from Pathways to Pregnancy and Parturition, 2" ed. from Current Conceptions, Inc. (Senger 2003).

Seminidferous tudbule
Head of (tubular compartment)

Ductus epididymis

deferens

Tunica
vasculosa

Rete Tubulus
tubules rectus

Efferent
ducts

Mediastinum

Body of
epididymis

Tubulus Intersutial
contortus  Compartment

Scrotal sken

Tunica dartos
Scrotal fasca
Parietal vagmal tunc

Tail of epididymis Visceral vagnal tum

Figur 2. Schematisk illustration av scrotum, bindvavsstédjande strukturer och de tubulara vagarna
i den typiska déggdjurstestikeln With permission: Reprinted from Pathways to Preghancy and
Parturition, 2" ed. from Current Conceptions, Inc. (Senger 2003).

2.1.2. Bitestikel (epididymis)

Bitestikeln ar fast kaudomedialt pa tjurens testikel och delas in i tre succesivt 6ver-
gaende delar; huvud (caput), kropp (corpus) och svans (cauda) (Dyce et al. 2017).
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Bitestikelns huvudsakliga funktion ar att bidra med en gynnsam milj6 dér den slut-
giltiga mognaden av spermier kan ske, men &ven att fungera som reservoar for sper-
mier (Senger 2003). Huvudet &r stadigt fast till testikelns kapsel. Dar samlas de
efferenta ductuli (Figur 2), vilka forenas och bildar den bredare bitestikelgangen.
Kroppen &r inte lika kraftigt fast till testikelns yta och bildar ett mellanliggande
omrade kallat testikelbursan. Svansen faster stadigt in till ligamentum proprium och
till det parietala bladet av tunica vaginalis Svansen smalnar sedan av och dvergar i
ductus deferens (Dyce et al. 2017).

Bitestikelgangen &r en enda lang och mycket veckad kanal (Senger 2003). Den &r
omgiven av glatt muskulatur vars rytmiska sammandragningar av kanalen tvingar
spermierna att transporteras langs kanalen mot bitestikelsvansen (Senger 2003).

Bitestikeln &r inte bara ansvarig for lagring och mognad av spermier utan &ven att
spermierna ska kunna lamna det hanliga reproduktionsorganet (Senger 2003). Nar
sexuell stimulering intraffar borjar den glatta muskulaturen i den distala bitestikel-
svansen att kontrahera kraftigt, vilket forflyttar spermier in i ductus deferens. Aven
utan sexuell stimulering behover bitestikeln avge spermier for att forhindra Over-
fyllnad med ett formodat hogt tryck som paféljd. Avlagsnandet av spermier sker
genom periodvisa kontraktioner av bitestikel och ductus deferens, vilket resulterar
i att spermier gradvis forflyttas fran svansen, genom ductus deferens, vidare via
ampulla som &r en forstoring av ductus deferens, ut i urinréret dar de sedan utsénd-
ras i samband med urinering (Senger 2003).

2.1.3. Accessoriska konskortlar

Avsondringen fran de accessoriska konskortlarna ar essentiellt for initieringen av
spermiernas motilitet samt bistar med en stodjande och nutritionsrik miljo for sper-
mierna (Fayrer-Hosken 1997). De accessoriska konskortlarna pa tjur bestar av sa-
desblasor, prostata, ampulla och bulbourethralkértlar (Figur 3). Sadesblasorna ar
multilobulara kortlar belagna lateralt pa intrapelviska delen av urinréret kranialt om
prostatan. Sadesblasorna ar vanligtvis 8-15 ¢cm langa och 2-4 c¢m i diameter, dock
ar storleken relaterad till alder pa tjuren. Prostatan &r en rund kortel belagen i slutet
pa den intrapelviska delen av urethra (Fayrer-Hosken 1997). Bulbourethralkort-
larna &r pariga belagna pa var sida om intrapelviska urethra nara backenbotten
(Senger 2003). Ampulla &r en forstoring av ductus deferens vilken sedan mynnar
direkt in i intrapelviska delen av urethra (Senger 2003).
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Figur 3. Dorsal och ventral vy pa accessoriska konskortlar. A = Ampulla, BP = Penisens bas, CS
= Colliculus seminalis, DD = Ductus deferens, IcM = Ischiokavernds muskel, PG = Prostata, PU
= Intrapelviska urethra, RPM = Retraktormuskel, UB = Urinblasa, UM = Urethralis muskel & VG
= Sadesblasor. With permission: Reprinted from Pathways to Pregnancy and Parturition, 2" ed.
from Current Conceptions, Inc. (Senger 2003).

2.2. Spermatogenes

Spermatogenesen defineras av den sammanlagda processen av spermatocytogenes
och spermiogenes (Fayrer-Hosken 1997). Spermatocytogenesen ar nar primara och
sekundara spermatocyter bildas fran spermatogonier. Fran spermatocyterna bildas
darefter spermatider. Spermiogenes ar bildningen av spermier fran spermatider
(Fayrer-Hosken 1997).

Spermatogenesen ar den grundlaggande processen for hanlig reproduktion, vilken
resulterar i produktion av spermier (Noakes et al. 2018). Processen pagar i sades-
kanalerna i den mogna testikeln och bestar av tre huvudprocesser: mitotisk replike-
ring av spermatogonier, meios och postmeiotisk differentiering till spermier. Pro-
cesserna aterspeglas i den funktionella morfologin av sadeskanalerna. Sadesepitelet
bestar av koncentriska lager av spermatogonier, spermatocyter och spermatider,
med karakteristiska sammanséttningar mellan cellgenerationer genom hela sa-
desepitelet (Noakes et al. 2018; Staub & Johnson 2018). Detta sker da nya genera-
tioner av spermieceller gar fran spermatogonier till spermier och fortsatter genom
den inre ytan av sadeskanalernas membran, utan att invanta att foregaende genera-
tioner slutfor sin utveckling och forsvinner in i kanalernas lumen (Staub & Johnson
2018). Cellgenerationernas sammanséattning klassificeras generellt i tva typer. Typ
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| dar tva generationer av priméara spermatocyter och en spermatid finns narvarande
samt Typ Il dar enbart en generation av spermatocyter men tva spermatider fore-
kommer (Noakes et al. 2018). Overgangen mellan Typ | och Typ Il intraffar efter
mognadsfasen. Typ Il 6vergar till Typ I da frisattning av spermier sker i samband
med ankomsten av en ny generation spermatocyter fran den senaste spermatogonala
uppdelningen. Varje generation av spermatogenetiska celler ar lankade med cy-
toplasmatiska bryggor, sa att utvecklingsstadierna ar synkrona mellan varje gene-
ration sa att vissa omraden av sadesepitelet uppvisar celler vid ett liknande utveck-
lingsstadium. Fibroblaster och myoida celler omger sédeskanalernas basalmembran
utvandigt. Blodforsorjningen begrénsas av basalmembranet och passerar inte in i
sjélva kanalen. Inuti kanalen finns somatiska sertoliceller och de olika stadierna av
spermatogenetiska celler, vilka tillsammans bildar sédesepitelet (Noakes et al.
2018).

Sadeskanalen delas in i basala och luminara avdelningar av sa kallade tata fogar
(Tight cell junctions, TCJ) mellan intilliggande sertoliceller. Dessa fogar bildar
blod-testisbarriaren, vilken uppratthaller den specialiserade miljon i tubuli semini-
feri och separerar meiotiska och postmeiotiska (haploida) celler fran immunsyste-
met (Noakes et al. 2018).

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

Follikelstimulerande hormon (FSH) och testosteron &r essentiella for sertoliceller-
nas normala aktivitet, men det huvudsakliga hormonet for uppratthallande av sper-
matogenesen i det postpubertala djuret ar testosteron (Noakes et al. 2018).

Primordiala konsceller borjar utvecklas tidigt i embryonalstadiet dar ett litet antal
migrerar fran gulesacken till konslisten. Dar avslutar de sin migration, aggregerar
tillsammans och paborijar en period av mitotisk celldelning samt differentieras till
spermatogonier (Wilhelm et al. 2007; Noakes et al. 2018). I det vuxna djuret delas
spermatogonier in i A-, intermedidra och B-klasser, vilka ytterligare delas in i un-
derklasser beroende pa morfologi och grad av differentiering. Hos tjur finns Ao, Ay,
Az, As, intermedidra, B och B, spermatogonier. A-klassen ar de spermatogonier
som &r minst differentierade och bildar en reservoar av stamceller i sddeskanalerna.
Alla spermatogonier bibehaller sin kontakt med basalmembranet, men kontaktytan
ar avsevart mindre for B-spermatogonier. Den sista mitotiska celldelningen av sper-
matogonierna ger upphov till de priméra spermatocyterna (Figur 4) och cytoplas-
man hos sertolicellerna intervenerar mellan basalmembranet och de primara sper-
matocyterna.
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Under den forsta meiotiska delningen genomgar cellerna tva kansliga faser, zygo-
ten- och pachytensteget. Pachytensteget ar sarskilt kansligt for skadlig paverkan
som hdg testikeltemperatur eller otillracklig hormonell tillforsel. Under den forsta
meiotiska delningen forflyttar sig cellerna djupare in i sddesepitelet och sertolicel-
lernas TCJ bildas under spermatocyterna samt bryts ner ovanfor dem. Detta sa att
cellerna effektivt kan passera genom blod-testisbarridren. De sekundéra spermato-
cyterna vilka blir produkten av den forsta meiotiska delningen, flyttas fran basal-
membranet till det luminala “facket” av sddesepitelet och separeras darefter fran
den allménna vavnadsvéatskans avdelning.

Den andra meiotiska delningen producerar spermatider vilka inte delar sig ytterli-
gare. | slutet av meiosen &r spermatiderna runda celler med en rund kérna. Dérefter
genomgar de stora forandringar i cellfunktion och morfologi under differentie-
ringen till spermier, vilket bendmns spermiogenesen (Noakes et al. 2018).
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Figur 4. Spermatogonier (A1-A4, | och B) genomgar en rad mitotiska delningar (Mit), dar sista
mitotiska delningen ger upphov till primara spermatocyter vilka pabérjar meiosen. Denna serie av
mitotiska delningar mojliggor fortsatt proliferation av spermatogonier. Efter meiosen differentierar
haploida sféariska spermatider till spermier. Varje generation av celler sitter sammanlankade med
intercellulara cytoplasmatiska bryggor. Varje generation delas darfér synkront i grupper. Vissa
celler (svarta) degenerera under processen. Talen indikerar ett teoretiskt antal celler genererade
av varje delning. With permission: Reprinted from Pathways to Pregnancy and Parturition, 2" ed.
from Current Conceptions, Inc. (Senger 2003).
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2.2.1. Spermiogenes

De runda spermatiderna som bildas genom den andra meiotiska delningen, genom-
gar flera steg av cytologiska forandringar vilket resulterar i bildandet av spermier
(de Kretser et al. 1998). Spermiogenesen &ven kallad differentialfasen (Senger
2003) &r en cellulér transformation i 4 steg dar huvud, mellanstycke och svans pa
spermien bildas och dar den slutgiltiga produkten ar en spermiecell med ett huvud
med en akrosom, ett mellanstycke med en mitokondriehelix och en svans med
axiellt filament (Fayrer-Hosken 1997). Det sker ingen ytterligare delning under
denna fas (Senger 2003; Staub & Johnson 2018).

De fyra stegen i differentieringen bestar av golgifasen, capfasen, akrosomfasen och
mognadsfasen (Figur 5) (Senger 2003). | golgifasen bildas akrosomen (Senger
2003). Forst bildas proakrosomiska vesikler vilka sedan sammansmalter till en
storre vesikel vid sidan av karnan (Senger 2003; Dunleavy et al. 2019). Vesikeln
innehaller tatt packat akrosomgranulat. Sma golgivesikler tillkommer varvid akro-
somvesikeln vaxer ytterligare. Samtidigt migrerar centriolerna fran cytoplasman till
karnans bas. Den proximala centriolen utgor sedan platsen for implantationsappa-
raten vilken mojliggor for flagellen att féasta till kdrnan (Senger 2003).

Under capfasen formas akrosomen till en distinkt hatt (cap) 6ver den framre delen
av karnan. Golgiapparaten som slutfort packningen av akrosomen flyttar sig nu bort
fran karnan mot spermatidens kaudala del for att sedan forsvinna helt. En primitiv
flagell (svans) som bildats fran den distala centriolen borjar véxa ut fran sperma-
tiden mot lumen pa séadeskanalen.

Akrosomen fortsatter att sprida sig tills den tacker ungefar tva tredjedelar av kar-
nans framre del. Detta sker under akrosomalfasen. Kéarnan borjar bli elliptisk till
formen och forflyttas mot kanten i cellen. Under akrosomalfasen baddas sperma-
tiderna in djupt i sertolicellerna med svansarna utstickande i sadeskanalernas lu-
men.

Under mognadsfasen migrerar och samlas mitokondrierna runt flagellen, fran kér-
nans bas till svansens 6vre tredjedel. Mitokondrierna formerar sig spiralformat och
bildar mittendelen av den fardigutvecklade spermien. Flagellens téta yttre fibrer och
det fibrosa holjet bildas och spermiens uppbyggnad ar da komplett (Senger 2003).
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The Cap Phase

Figur 5. De tre sista stegen (capfasen, akrosomfa-
sen och mognadsfasen) under differentieringen av
spermatiden. With permission: Reprinted from
Pathways to Pregnancy and Parturition, 2" ed.
from Current Conceptions, Inc. (Senger 2003).

2.3. Kapaciteringsprocessen

Spermier fran daggdjursejakulat behdver befinna sig i det honliga reproduktions-
organet i flera timmar innan de forvarvar formagan att befrukta ett agg (Austin
1952; Ickowicz et al. 2012). Spermierna behdver genomga en serie molekylara for-
andringar innan de blir fertila vilket kallas for kapaciteringsprocessen (Breitbart
2002; Stival et al. 2016).

Aktivering av spermiemotilitet ar ett tidigt steg av kapaciteringen (Visconti 2009).
Spermier lagras i cauda epididymis och forbrukar dar syre i hdg omfattning, dock
ar de fortfarande inte motila, utan det sker forst nér spermierna kommer i kontakt
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med seminalplasman vilken innehaller hdg koncentration av bikarbonat (HCO3")
och kalcium (Ca?"). | samband med kapaciteringen sker en intracellular pH-6kning,
till foljd av transcellular forflyttning av HCO3™. Bade HCO3™ och Ca?* &r viktiga for
stimuleringen av adenylylcyklas (SACY) vilket i sin tur reglerar metabolismen for
cykliskt adenosinmonofosfat (CAMP). De Okade intracellulara nivaerna av cAMP
leder i sin tur till aktivering av Protein kinase A (PKA). Protein kinase A &r ansvarig
for fosforylering av flera mottagarproteiner vilka antas initiera flera signalvégar i
spermierna vilket leder till en 6kad motilitet som bendmns hyperaktivitet (Visconti
2009). Hyperaktiva spermier tros underlatta for kontakten mellan spermie och
oocyt (Senger 2003). Spermiernas plasmamembran som ligger 6ver akrosomen har
specifika proteiner pa ytan vilka binder specifikt till zona pellucidas proteiner.
Dessa zonabindande proteiner pa plasmamembranet maste exponeras under kapaci-
teringen innan en bindning till zona pellucida kan ske. N&r bindningen mellan sper-
mien och zona pellucida sker initieras akrosomreaktionen (Senger 2003).

2.4. Akrosomreaktionen

Akrosomen och dess tillhérande plasmamembran ar viktiga for interaktionen mel-
lan spermie och oocyt (Fayrer-Hosken 1997). Akrosomen mojliggor aven for sper-
mien att penetrera zona pellucida pa oocyten (Fayrer-Hosken 1997).

Det finns tva syften med akrosomreaktionen. Reaktionen mojliggor for spermien
att penetrera zona pellucida och exponerar spermiens ekvatoriella segment vilket
senare smélter samman med oocytens plasmamembran (Senger 2003).

Akrosomreaktionen initieras direkt efter att priméar bindning mellan spermie och
oocyt skett (Gadella et al. 2001). Spermiens plasmamembran bildar da flera fu-
sionsplatser med det yttre akrosommembranet (Gadella et al. 2001; Senger 2003).
Nar de tva membranen sammansmalter bildas flera vesiklar och detta benamns ve-
sikuleringen. Darefter skingras akrosomens innehall och spermiens karna ar kvar,
omsluten av det innersta akrosommembranet. Genom porerna passerar akrosomens
enzymer vilka gor det mojligt for spermien att penetrera zona pelucida (Senger
2003).

2.5. Kdnsmognad

En tjur blir kénsmogen mellan 7-18 manaders alder (Senger 2003). Puberteten star-
tar da Gonadotropinfrisattande hormoners (GnRH) neuroner kan svara pa positiv
och negativ feedback. Hos det hanliga djuret sker enbart en negativ feedback av
mestadels dstrogen och till viss del dven testosteron, som genom aromatisering i
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hjarnan konverteras till dstrogen. Hos handjuret blir GnRH-neuronen mindre kans-
liga for den negativa feedbacken av testosteron och dstrogen nér puberteten narmar
sig. Det innebdar att 6kande méngd testosteron och 6strogen behdvs for att hdmma
GnRH-neuronerna. Med den minskade kansligheten for den negativa feedbacken
svarar hypotalamus genom att producera mer GnRH och darmed dven mer luteini-
serande hormon (LH) och FSH. Handjuret nar i detta skede puberteten (Senger
2003).

Starten av puberteten kan definieras pa flera satt (Senger 2003), exempelvis som
aldern da beteenden relaterade till kénsmognad uttrycks, aldern vid forsta ejakulat-
ionen, aldern da spermier forekommer i ejakulatet, aldern da spermier forekommer
i urinen eller aldern da ejakulatet innehaller ett visst antal spermier (Senger 2003).
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3. Material och metoder

3.1. Litteraturgenomgang

Genomgang av relevant litteratur genomférdes genom anvandning av s6kmotorer
som Pubmed, google scholar och SLU-bibliotek (primo). For att soka relevant lit-
teratur fran de senaste 70 aren anvéandes olika kombinationer av ord och begrepp
(pa engelska) som; Bitestikel, spermier, tjur, post mortem, spermatogenes, motilitet,
anatomi med flera.

3.2. Uppsamling av testiklar

| denna studie anvandes 26 testiklar frdn 13 slaktade tjurar av raserna svensk
Holstein (tva st.) och SRB (11 st.). Dessa upphamtades fran slakteriet i tre om-
gangar (5 st. + 5 st. + 3 st. par) och placerades i kyllada for transport och forvarades
dér i ca en timme tills dess att provtagning kunde ske. Under hela experimentet
forvarades testiklarna vid en temperatur av 5°C.

3.3. Spermieextraktion

Spermieprover fran bitestikeln samlades genom att ett litet snitt anlades i cauda
epididymidis med ett skalpellblad. En droppe spermier fran bitestikeln tillvaratogs
genom att applicera tryck mot bitestikelns bas med en pipett. Totalt gjordes fyra
provtagningstillfallen pa en av tjurens testiklar vid flera tidpunkter efter slakt med
foljande intervall; Dag O (vid ankomst till laboratoriet), dag 1 (efter 24h), dag 2
(48h) och dag 3 (72h). Vid sista provtagningstillfallet (dag 3) togs prov fran bada
testiklarna fran respektive tjur for att kunna jamfora om vavnaden paverkats av
upprepade provtagningar i samma testikel och i sin tur affekterat spermierna nega-
tivt (kontroll).
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Efter varje provuppsamling skyddades incisionen med Opsite-spray (Smith &
Nephew, London, United Kingdom) och organen placerades i en bagare med fos-
fatbuffrad saltlésning (PBS) for vidare forvaring i kyl (5°C).

3.4. Behandling av spermieceller

Extraherade spermier spaddes under en del av studien i tva provror och i en del i ett
provror dar ena spaddes med 1 ml Optixcell (IMV Technologies, I’Aigle, France)
och den andra med 1 ml mjolkspadningsvétska bestaende av fruktos och mjolk-
pulver. En mindre méngd provmaterial fordes Over till ett nytt ror for analys av
flodescytometern. Provrdren placerades i en inkubator i 38°C for aktivering. Pro-
verna analyserades sedan efter bade 20 och 30 minuters inkubation med datorassi-
sterad spermieanalys (CASA).

En omgang prover (n=5) fran dag 0 utgick pa grund av byte av spadningsvatska och
inkubationstid. Kontrolltestikel nr 13 utgick dessutom pa grund av for lag koncent-
ration av spermier i provet for att kunna matas.

3.5. Spermieutvardering

Samtliga spermieprover utvarderades avseende motilitet, plasmamembranintegritet
och kromatinintegritet med hjélp av datorassisterad spermieanalys (CASA) och fl6-
descytometri med tva olika infargningstekniker.

3.5.1. Datorassisterad spermieanalys (CASA)

Spermiernas kinematik utvarderades med Datorassisterad spermieanalys (CASA),
varvid proportionen av motila spermier och spermiernas motilitetsmonster mattes
med fasmikroskop vid temperaturen 38°C. Det inkuberade spermieprovet blanda-
des varefter en droppe med volymen 5 pl applicerades pa ett objektglas. Eventuella
bubblor punkterades s& gott det gick och ett tackglas placerades ovanpa droppen.
Spermiernas motilitet och motilitetsmonster mattes pa 8 synfalt i varje prov (Figur
6).
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Figur 6. Motiliteten matt med Datorassisterad spermieanalys (CASA). Samma synfalt visat fére och
efter analys. Tekniken upprepas pa 8 slumpmaéssigt valda synfalt for att fa ett medelvarde. Stillbild
tagen pa spermier i rorelse (a), bild tagen efter analys (b.)

Forkortningarna for rorelsemonstren som méattes med CASA var problematiska att
oversatta till svenska och beholls darfor pa originalspraket engelska. De inklude-
rade rorelsemonstren var; Curvilinear Velocity (VCL: medelhastigheten for sper-
mien matt efter cellens faktiska vag fran punkt till punkt), Straight Line Velocity
(VSL: medelhastigheten for spermien métt som en rak linje fran borjan till slutet av
banan), Average Path Velocity (VAP: medelhastighet for medelvédgen mellan VCL
och VSL, Straightness (STR: Medelvardet av forhallandet mellan VSL/VAP), Li-
nearity (LIN: Medelvérdet av férhallandet mellan VSL/VCL), Wobble (WOB: den
genomsnittliga svangningen av den krokta banan - VAP/VVCL), Amplitude of Late-
ral Head Displacement (ALH: vidden av laterala forflyttningen av huvudrorelser)
och Beat Cross Frequency (BCF: frekvensen av hur ofta spermiehuvudet korsar
spermiens genomsnittliga vag).

3.5.2. Flodescytometri

Alla prover utvarderades med tva fargningstekniker for flodescytometri dar plasma-
membranintegritet och kromatinstruktur undersoktes.

Plasmamembranintegritet

Plasmamembranintegritet utvérderades genom att farga med SYBR®14 och propi-
diumjodid (PI) frén Live/Dead® Sperm Viability Kit L-7011 (Thermofisher, In-
vitrogen™ Molecular Probes™, Eugene, Oregon, USA). Spermierna spaddes till
koncentrationen 2x10%/ml med Cellwash (BDBiosciences, San José, CA, USA).
Dérefter tillsattes 1 pl SYBR-14, spadd 1:50 i Cellwash samt 3 pl PI. Proverna
inkuberades 10 minuter i 37 °C. Gron och rod fluorescens utvarderades med en
FACSVerse flodescytometer (BDBiosciences). Gron fluorescens detekterades med
ett FL1 band-pass filter (527/32 nm), medan rdd fluorescens méttes med hjélp av
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ett FL3 band-pass filter (700/54 nm). Darefter klassificerades spermierna enligt fol-
jande (Se &aven figur 7 och 8):

Levande, (SYBR®14-positiv/PI-negativ)
D&d, (SYBR®14-negativ/Pl-positiv)

Ddende, (SYBR®14-positiv/ Pl-positiv)

Figur 7. Fluorescensmikroskopibilder av spermier dar gron fluorescens motsvarar SYBR14-positiv,
levande och rod fluorescens motsvarar Pl-positiv, dod.
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Figur 8. Exempel pa graf fran flodescytometrimétning, dar Gate 2 motsvarar andel levande, Gate
3 motsvarar andel déende och Gate 4 motsvarar andel doda. Gron fluorescens pa X-axeln, rod
fluorescens pa Y-axeln.

Spermiekromatinstrukturanalys - SCSA

SCSA utfordes genom att anvanda en alikvot fran varje spermaprov, vilka spaddes
1:1 med Tris—sodium chloride—ethylenediaminetetraacetic acid (TNE) buffert (0,5
M natriumklorid (NacCl), 0,01 M Tris-saltsyra (HCI), 1 mM Etylendiamintetra-at-
tiksyra (EDTA); pH 7,4) och darefter omedelbart frystes i flytande kvave och
forvarades i -80°C fram till utvardering. Vid analys tinades proverna pa krossad is;
en alikvot av provet blandades med TNE-buffert (0,5 M NaCl, 0,01 M Tris-HCL,
1 mM EDTA,; pH 7,4) till en koncentration av ~2x10° spermier/ml. Sedan tillsattes
200 pl av en sur lésning innehallande HCI och Triton X-100 (0,17% Triton X-100,
0,15 M NaCl och 0,08 M HCI; pH 1,2), vilken fick verka i 30 sekunder innan 600
ul av akridinorangeldsning (AO) (6 pg/ml i 0,1 M citronsyra, 0,2 M Dinatrium-
vatefosfat (Na2HPO4), 1 nM EDTA, 0,15 M NacCl; pH 6,0) tillsattes. Proverna ana-
lyserades inom 3 - 5 minuter med flédescytometri (FACSVerse). Gron och rod
fluorescens utvarderades. Alla spermieceller har en viss del gron respektive rod
fluorescens, men nagot férenklat motsvarar normal gron fluorescens oskadade sper-
mier och rod fluorescens motsvarar skadade spermier. Likadana filter som for
plasmamembranintegritet anvandes. De insamlade filerna utvérderades med
FCSExpress (DeNovo software, Glendale, CA, USA) dar Deoxiribonukleinsyra
(DNA)-fragmentations index (% DFI) beréknades (Figur 10), dvs forhallandet mel-
lan celler med denatuerat, enkelstrangat DNA och totala antalet celler. Aven ande-
len omogna spermiekarnor med hdg gron fluorescens (High DNA stainability; %
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HDS) utvarderades (Figur 9), vilket beskriver graden av spermiekromatin-konden-
sation.

1a 200930 fcs compensated I

262144
/ — i
/7 Tl
;oo 92_84%
] // . /%
196484} // o
! Y/
s 14
O i 7. HIGREEN
5130825_ . o 7.0.-190/0- .-

65165 ieu\
1. N
. -
L =
495 ~fmmme—e e ————————————
475 65120 130835 196489 26214

PerC:P-CivA R-A

Figur 9. Exempel pa graf for flodescytometri avseende SCSA. Gron fluorescens pa Y-axeln, rod
fluorescens pa X-axeln.
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Figur 10. Exempel pa histogram fran flodescytometri, SCSA, for utvarderingen av %DFI

3.5.3. Statistisk analys

Resultaten sammanstélldes forst i en Excelfil (Microsoft Excel, 2018, New Mexico,
U.S.A). Alla statistiska analyser utférdes med SAS®-programvara (version 9.4;
SAS Institute Inc., Cary, NC). Beskrivande statistik (medelvérde, standardavvi-
kelse, median) berédknades med anvéndning av FREQ-proceduren i programvaran.

Mixed proceduren for linjdra modeller anvandes for att analysera insamlade data.
Uppgifterna analyserades som data om upprepade varden. Den fasta delen av mo-
dellerna inkluderade effekten av dag, spadningsvitska (bara for 5 prover fran dag
0) och inkubationstid (bara for 5 prover fran dag 0). Tjur sattes som en slump-

27



massig faktor (random effect). Forhallandet mellan tidpunkter for varje parameter
modellerades med hjélp av autoregressiv AR (1) kovariansstruktur. Frihetsgraderna
bestdamdes enligt Kenward & Roger (1997).

Alfavardet for detta experiment valdes till 5 % (experimentet ar sakert pa 95 %)
och p-vérden jamfordes baserat pa det valda alfavardet.

Scheffe post hoc test (eftertest) anvandes for att kontrollera risken for Typ | fel.
Resultaten representeras som minstakvadrat-medelvéardet (least squares means;
LSM) £ medelvérdets medelfel (standard error of the mean; SEM). Om p <0,05
ansags resultaten vara signifikanta. Skillnader mellan 0,05 <p < 0,10. betraktades
som tendenser.
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4. Resultat

4.1. CASA

4.1.1. Motilitet

En signifikant (p <0,0001) skillnad kunde observeras mellan mj6lkspadningsvats-
kan och Optixcell for samtliga dagar samt kontroll avseende total- och progressiv
motilitet (Figur 11 och 12). | Optixcell hade spermierna signifikant hogre motilitet
an i mjolkspadningsvatskan samtliga dagar. Dag O ar undantagen da enbart prover
med mjélkspéadningsvatskan férekom och ingen jamforelse kunde goras.

35 p<.0001
30
25
20

15

Motilitet (%)

p<0.05 p<0.02
10 S
- 1 i o

Mjolk Optixcell Mjolk Optixcell| Mjolk Optixcell Mjolk Optixcell

(6]

1 2 3 Kontroll
Dag (Spadningsvatska)

Figur 11. Total motilitet (LSMeans +SEM; %) i tva olika spadningsvatskor under en tredagarspe-
riod. Kontroll &r gjord Dag 3 vilket rektangeln illustrerar.
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Figur 12. Progressiv motilitet (LSMeans +SEM; %) i tva olika spadningsvatskor under en treda-
garsperiod. Kontroll &r gjord Dag 3 vilket rektangeln illustrerar.

Da inkubationstiderna 20 respektive 30 minuter jamfordes kunde ingen signifikant

skillnad ses for varken motilitet eller progressiv motilitet for bada spadningsvats-
korna (Figur 13 och 14).

20
18
16
14

o

20 min 30 min 20 min 30 min

Motilitet (%)

O N M O

Mijolk Optixcell
Spadningsvatska (tid)

Figur 13. Total motilitet (LSMeans +SEM; %) for 2 olika inkubationstider i tva olika spadnings-
vatskor.
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Figur 14. Progressiv motilitet (LSMeans +SEM; %) for 2 olika inkubationstider i tva olika spad-
ningsvétskor.

En signifikant (p <0,0001) minskning av motilitet och progressiv motilitet kunde
observeras (Tabell 1), vilka succesivt sjonk ju langre tid forvaringen av testiklarna
fortlopte (tabell 1). Det fanns en signifikant minskning for bade total motilitet och
progressiv motilitet efter dag 2 och 3 jamfort med dagen for insamling (dag 0) och
dagen efter (dag 1). Kontrollerna visade ocksa en signifikant minskning av total och
progressiv motilitet efter tre dagars lagring jamfort samtliga dagar. Dock fanns
ingen skillnad mellan kontroll och dag 0 och dag 1.

Tabell 1. Motilitet och progressiv motilitet (LSMeans £SEM) for dag 0 - dag 3 + kontroll. Skillna-
der i variabler anges med likadana bokstdver (p <0,05). Kontroll ar gjord dag 3.

Dag 0 1 2 3 Kontroll p-
vérde

Motilitet 39,3 4,8 305 +45° 178 45 16,1 4,5 18,7 +4,6*° <.0001
Progressiv. 352 #4,1* 253 +39° 139 +39*° 128 +39* 148 +3,9* <0001

Avseende spermiernas kinematik fanns signifikanta resultat for samtliga parametrar
forutom for ALH (Tabell 2). Det var en signifikant skillnad mellan dag 0 och kont-
rollen samt mellan dag 1 och kontrollen avseende VCL. Fér STR fanns en signifi-
kant skillnad mellan dag 2 samt dag 3 mot kontrollen. For LIN fanns en signifikant
skillnad mellan dag 2 och kontrollen samt mellan dag 3 och kontrollen. Fér BCF
fanns en signifikant skillnad mellan dag 1 och dag 3.
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Tabell 2. Kinematik (LSMeans £SEM) fér Dag 0 - dag 3 + kontroll, dér dag 3 och kontroll analy-

serades samma dag.

Dag 0 1 2 3 kontroll p-vérden
CASA

VAP (um/s) 564 + 50% 525 + 44 50,3 + 44 454 + 44 412 + 457 0,02
VCL (um/s) 1040 + 50* 987 + 85° 927 + 85 840 * 85 722 + 873 <0,01
VSL (nm/s) 408 + 344 31 + 30 326 + 30 304 = 30 293 + 3,00 0,03
STR 07 =+ 01 06 + 004" 06 =+ 004 06 =+ 004 06 =+ 0,044 <0,001
(VSL/VAP)

LIN 04 + 004 03 =+ 003 03 + 003 03 =+ 003 04 =+ 003 <0001
(VSL/VCL)

WOB 05 + 005 05 + 0044 05 + 004 05 + 004 05 =+ 004" 0,03
(VAP/VCL)

ALH (um) 39 = 04 40 =+ 04 42 =+ 04 36 = 04 32 + 04 0,06
BCF (Hz) 230 + 18* 207 + 15* 190 + 15 17,3 + 15 176 + 15 <0,01

Skillnader mellan variabler anges med samma bokstéver (smé bokstaver p<0.05, stora bokstdver 0,05<p <0,10)

4.2. Flodescytometri

4.2.1. Plasmamembranintegritet

Ingen signifikant skillnad kunde ses mellan dagarna for levande och déda spermier.
Enbart signifikanta varden for déende spermier kunde ses, dar det var en signifikant
6kning mellan dag 1 mot dag 3 och mellan dag 2 mot dag 3. (Figur 15)
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Figur 15. Plasmamembranintegritet (LSMeans £SEM; %). Andelen levande, déende och déda sper-
mier mattes med flédescytometri. Kontroll provtogs och analyserades dag 3, vilket rektangeln illu-
strerar. Signifikanta (p<0,05) skillnader inom samma parameter anges med likadana bokstéver.

4.2.2. SCSA

Det forekom ingen signifikant skillnad mellan dagar och kontroll avseende % DFI.
Resultatet visade en generellt 1&g procent av spermier som hade skadat DNA (%
DFI) i forhallande till totala antalet celler. Antalet omogna spermieceller (% HDS)
hade okat signifikant mellan dag 0 och dag 3 samt mellan dag O och kontroll, det

var aven en signifikant 6kning mellan dag 1 och kontroll samt mellan dag 2 och 3.
(Figur 16)
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Figur 16. SCSA. % DFI och % HDS mattes och jamfordes (LSMeans +SEM; %) &ver tid. Kontroll
undersoktes dag 3, vilket rektangeln illustrerar. Signifikanta (p<0,05) skillnader inom samma para-
meter anges med likadana bokstaver.
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5. Diskussion

Syftet med denna studie var att undersoka vilken effekt forvaringstiden av testiklar
i kylt tillstand (5°C) hade pa bitestikelspermiers motilitet, viabilitet och kromatin-
integritet. Detta for att kunna anvandas som en modell for konserveringen av sper-
mier fran vilda arter. Metoden som anvandes fungerade tillfredstallande, men for-
battringspotential finns. Effekten av lagringstiden pa spermiefunktionen utvar-
derades med hjélp av CASA och flédescytometri. Analyser gjordes vid fyra tid-
punkter; vid ankomst till laboratoriet (dag 0), dag 1, dag 2 och dag 3. Betydande
skillnader observerades i total och progressiv motilitet och % HDS. Men plasma-
membranintegritet och DNA-fragmentering visade inte nagon skillnad 6ver tid.

Studier dar bitestikelspermiers fertila formaga har utvarderats, har tidigare utforts
pa andra djurslag (Ogawa et al. 1972; Pavlok 1974; Kann & Raynaud 1982;
Christian et al. 1993; Lengwinat & Blottner 1994; Blash et al. 2000). | en studie
Christian et al. (1993) undersoktes befruktningsformagan hos spermier fran bitesti-
keln fran muskadaver vilka forvarats i rumstemperatur i upp till 24h, dar atminstone
25 % av oocyterna blev befruktade in vivo da uppsamlingen av spermier skedde
15h post mortem. Detta kan indikera att spermierna har en férmaga till befruktning
aven en tid efter déden (Christian et al. 1993). Mdssen i tidigare ndmnd studie for-
varades i rumstemperatur, det ar kant att vavnadsnedbrytning gar fortare vid hogre
temperaturer. Exempelvis ndmns det att inom organtransplantationer kan den skad-
liga anaeroba metabolismen i organen minskas avsevart om vavnaderna forvaras
hypotermiskt (ca 4°C) (Hoffmann & Minor 2015). Det kan darfor antas att om moj-
ligheten att kyla organen finns och darmed minska forruttnelsen av vévnaderna, kan
potentialen for att spermierna dverlever langre forbattras.

Under normala omstandigheter blandas bitestikelspermier vid en ejakulation med
vatskor fran accessoriska konskortlarna sa kallad seminalplasma. In vitro studier av
Henault et al. 1995 har visat att spermier fran cauda epidymidis som inkuberats i
accessoriska konskortelvatskor (accessory sex gland fluids, (AGF) uppvisade en
okad formaga att penetrera oocyter fran notkreatur. En annan studie visar att in vitro
fertiliseringsgraden &ar hogre for bitestikelspermier an for spermier i ejakulat
(Brackett et al. 1978 se Way et al. 2000). Medan andra studier visar att det inte
forekommer nagon skillnad pa befruktningsformaga mellan ejakulerade spermier
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och bitestikelspermier in vivo (Lardy & Ghosh 1952 se Way et al. 2000; Amann &
Griel 1974) och in vitro (Hosoi et al. 1981). Det kan darfor vara mojligt att den
huvudsakliga funktionen for sekretionen fran de accessoriska kénskortlarna &r som
transportmedel for spermierna i de honliga reproduktionsorganen och att kompo-
nenter i AGF inte &r essentiella for befruktning in vivo (Way et al. 2000). Dock har
det visats i in vitro studier att nar tjurspermier fran cauda epidymidis med lagre
fertilitet inkuberas med AGF fran en tjur med hogre fertilitet forbattras penetra-
tionen av oocyterna (Henault et al. 1995). Detta kan anvéndas som argument for
betydelsen av AGF inom notkreaturs reproduktion (Way et al. 2000). Dessutom ar
AGF viktig for att aktivera spermiernas motilitet. | bitestikeln &r spermierna oror-
liga men nar de kommer i kontakt med AGF bdrjar svansarna rora sig kraftigt
(Visconti 2009).

Som vantat sjonk bade total motilitet och progressiv motilitet signifikant ju langre
tid forvaringen av testiklarna fortlopte i denna studie. Daremot fanns det ingen sig-
nifikant minskning mellan dagarna avseende levande spermier da plasmamembran-
integritet mattes. Det fanns inte heller nagon signifikant skillnad i % DFI vilket
tyder pa att antalet spermier med skadat DNA forblivit oforandrat under forvarings-
tiden. Procent DFI kan anvéandas for att undersdka graden av skadat DNA hos sper-
mierna och kan direkt associeras med fertilitet (Yang et al. 2019). Daremot finns
en signifikant skillnad for % HDS i denna studie vilket innebar att omogna sper-
mieceller dkade signifikant dag 3 jamfort med dag 0. Aven i kontrollen ¢kade an-
delen omogna spermieceller signifikant fast vid jamforelse med dag 1. Detta var
ovantat da antalet omogna spermier inte borde oka vid forvaring. | en nyligen pub-
licerad studie av Mohammadi et al. (2020) undersoktes huruvida % HDS verkligen
mater det man tidigare trott, det vill sdga graden av omogna ké&rnor hos spermier.
Resultatet i den studien visade att HDS tycks vara en opalitlig indikator for att mata
omogna spermiekarnor. Den tidigare ndmnda studien av Mohammadi et al. (2020)
kan darfor styrka att den signifikanta 6kningen som sags i denna studie inte beror
pa omogna spermier, utan har matt ndgot annat, vilket lamnar utrymme for nya
studier inom omradet. Att spermierna i hog grad ar levande i flera dagar och att
DNA-skadorna ar fortsatt laga kan antas vara positivt for anvandbarheten i assiste-
rad reproduktionsteknik. Dock minskar motiliteten dver tid vilket skulle kunna tala
emot detsamma.

Motiliteten hos spermier ar den mest anvédnda metoden for att utvérdera sperma-
kvalité (Graham 2001; Morrell et al. 2018). Enligt Senger (1997) bor inte motilite-
ten faststallas fran endast ett ejakulat. For att fa en battre bild av motiliteten hade
darfor utvardering av mer dn ett spermieprov per dag och bitestikel varit att foredra.
I en annan studie gjord av Morrell et al. (2018) sag man att spermiernas motilitet i
CASA:n inte var signifikant relaterad till draktighet hos nét. Enligt Graham (2001)
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kan motiliteten anvandas for att avgora om ett spermaprov har en lag befruktnings-
formaga (om motiliteten &r lag), men det gar daremot inte att avgéra om provet
kommer vara fertilt. Exempelvis kan alla motila spermier i ett prov ocksa ha ska-
dade akrosomer och &r da infertila och bidrar da till att sambandet mellan motilitet
och fertilitet kan vara lagt (Graham 2001).

For att ytterligare kunna utvérdera anvéndbarheten av spermier i enlighet med
denna studie behéver man &ven undersoka andelen spermier med avvikande morfo-
logi, till exempel huvud och svans avvikelser vilket inte gjorts har. Exempel pa
sadana defekter kan vara karnséckar, ihoprullad eller vikt svans etc. (Senger 2003).
| ett ejakulat kan en viss andel (5 — 15%) defekta spermier forekomma, vilket anses
acceptabelt, men nedsatt fertilitet anses uppsta da andelen defekta spermier uppgar
till 20 % och mer (Senger 2003).

Studien har en del forbattringspotential. Ett annat satt att forsluta snitten hade varit
att foredra, da Opsite som anvéndes i detta projekt latt lossnade fran vavnaden da
testiklarna forvarades i vatska (PBS). Huruvida ofullstandigt forslutna snitt i bite-
stikeln har haft negativ paverkan pa resultatet ar svart att saga. Forslagsvis hade
vavnadslim varit ett béttre alternativ men det ar dyrare. | det initiala skedet av stu-
dien anvéandes en mjolkbaserad spadningsvétska vilken innehaller fruktos och
mjolkpulver. Spermiernas motilitet och kinematik visade sig paverkas negativt var-
for spadningsvatskan byttes ut mot Optixcell. Vid en jamforelse kunde en signifi-
kant 6kning av bade total och progressiv motilitet ses hos prover spadda med
Optixcell jamfort med mjolkspadningsvatskan. Daremot hade mjolkspadnings-
vatskan inte nagon negativ effekt pa spermieprover fran ejakulat undersokta pa la-
boratoriet (A. Cojkic, personligt meddelande), vilket kan tyda pa att spadningsvats-
kan ar olamplig for spermier fran bitestikeln. Spermiers formaga att réra sig och
andelen levande spermier i provet ger inte en fullstandig forutsagelse for huruvida
spermierna har formagan att befrukta oocyter eller inte. Darfor skulle ett uppfol-
jande forsok for att undersoka om oocyter befruktade med bitestikelspermier fran
tjur kan utvecklas till blastocyster vara ett lampligt nésta steg.
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6. Konklusion

Sammanfattningsvis sjonk spermiemotiliteten relativt snabbt 6ver tid, vilket dven
kunde ses for flera kinematiska parametrar i CASA. Daremot var plasmamembran-
integriteten fortsatt htg under hela studien och en hdg andel levande spermier
kunde ses. Det forekom inte heller nagon skillnad i DNA fragmentationsindex som
hade laga nivaer under hela forsoket. Det kunde daremot ses en 6kning i spermie-
kromatinkondensation (% HDS). Sammantaget skulle motiliteten kunna indikera
att spermierna kan ha mindre chans att befrukta en oocyt, ju langre tid som gar fran
djurets dod fram tills spermieextraktion sker. Plasmamembranintegriteten och
DNA-fragmentationsindexet ar daremot intakta. For att kunna undersoka detta vi-
dare hade en uppféljande studie som undersoker huruvida spermierna &r kapabla att
befrukta en oocyt och utvecklas till en blastocyst vara en bra ide.
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Popularvetenskaplig sammanfattning

Uppsamling av spermier fran bitestikeln efter doden ar en vardefull teknik for att
kunna bevara viktigt genetiskt material fran djur som antingen &r vardefulla avels-
djur eller tillhor utrotningshotade arter. Genetiskt material som annars hade kunnat
ga forlorat. Daremot dor inte djur nodvandigtvis lattillgangligt till laboratorier med
ratt utrustning for att kunna ta till vara spermier. Som alternativ kan organen kylas
och transporteras till laboratorier d&r spermier kan tas tillvara. Denna studie syftar
pa att undersoka vilken effekt forvaringstiden av tjurtestiklar efter doden har pa
bitestikelspermiernas rorelseformaga, overlevnad och DNA-sonderfall. Detta for
att kunna anvandas som en modell for att bevara spermier fran vilda arter.

Tjurens testikel ar aggformad och ar placerad med sin langsta axel i lodrat riktning.
Testikelns storlek varierar beroende pa alder, ras och genetik och speglar hur stor
spermieproduktionen &r. Spermieproduktionen bedéms genom att méta omkretsen,
ju stérre omkrets desto hogre spermieproduktion. Spermier bildas inuti testikel-
vavnaden vilket kallas for spermatogenesen och forflyttar sig senare vidare till bi-
testikeln.

Fast mellan testikelns bada poler sitter bitestikeln som ar uppdelad i tre otydligt
avgransade delar. Bitestikeln delas in i huvud, kropp och svans, dar huvudet sitter
pa testikelns pol som ar uppat, svansen ar fast pa testikelns pol som &r nedat och
kroppen ar delen daremellan. Bitestikelns huvudsakliga funktion ar att bidra med
en gynnsam miljo dér spermiernas sista steg av mognad kan ske, men dessutom att
fungera som en forvaringsplats for spermier. Inuti bitestikeln gar en enda lang vind-
lande kanal som kallas for bitestikelkanalen. Bitestikelkanalen & omgiven av glatt
muskulatur vilket mojliggor att kontraktioner kan forflytta spermier framat i kana-
len.

I denna studie undersoktes hur spermierna paverkades av forvaring da organen upp-
samlats efter doden. Till studien anvandes 26 testiklar fran 13 slaktade tjurar fran
ett narliggande slakteri. Testiklarna forvarades i kyllada i ca 1 timme vid en tempe-
ratur av 5°C under hela projektet. Spermieprover samlades sedan fran bitesti-
kelsvansen och spermier utvarderades avseende rorlighet, dverlevnadsgrad och
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DNA-fragmentering. Provtagningen upprepades pa samtliga testiklar i 4 fort-16-
pande dagar enligt foljande intervall; vid ankomst till laboratoriet (dag 0), efter 1
dag, 2 dagar och 3 dagar.

Resultatet visade pa en minskad spermierorlighet dver tid. Daremot kunde det inte
observeras nagon skillnad i 6verlevnad mellan de olika dagarna. Det forekom inte
heller nagon skillnad i DNA-fragmentering och nivaerna av detta var laga samtliga
dagar. Daremot kunde en 6kning i antalet omogna spermieceller observeras over
tid.

Slutligen kan resultatet fran studien indikera att bitestikelspermier blir paverkade
av hur lang tid testikelvavnaden forvaras efter doden. Uppféljande studier behovs
dock for att utvardera om spermierna ar kapabla att befrukta honliga kdnsceller
(4ggceller) och utvecklas vidare.

45



