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SAMMANFATTNING

Anvandningen av kyld transportsperma har Okat de senaste aren, den okade
anvandningen har skett till priset av samre draktighetsresultat. | en studie fran
2006 visar Dahlsten att draktighetsprocenten per brunst for kyld sperma var
53,9%, medan den var 65,6% for farsk sperma. Skillnaden kan bero pa flera
faktorer, en av dessa kan vara att spermierna utsétts for oxidativ stress under
transport och forvaring. Vid oxidativ stress bildas reaktiva syreforeningar (ROS)
som paverkar celler bade positivt och negativt. Laga nivaer ROS ér involverade i
cellernas signaloverforing, medan hoga nivaer ar toxiska och kan skada DNA,
RNA samt initiera apoptos. De viktigaste ROS &r superoxid, vateperoxid och
hydroxylradikaler. Vid metabolismen av syre satts elektrontransportkedjan igang,
nar det blir elektronlackage frdn denna bildas superoxid. Superoxid har lag
reaktivitet, men kan omvandlas till vateperoxid som ar hogtoxiskt for celler. Bade
superoxid och vateperoxid kan i sin tur omvandlas till hydroxylradikal som &r
extremt reaktiv. Flera studier har undersokt hur ROS paverkar spermiernas
funktion. Normalt &r reaktiva syreforeningar involverade i signaldverforing under
kapaciteringen, men nar de utsatts for oxidativ stress kommer ROS paverka
motiliteten, men paverkar den membranintegriteten som i sin tur leder till
minskad spermiefunktion.

Transportspermadoser skickades fran Flyinge till Uppsala for att darefter
analyseras inom 24 h, totalt analyserades 45 prover. Till proverna tillsattes de
fluorescerande  fargdmnena SYBR-14  (viabilitetsprov), propidiumjodid
(viabilitetsprov), Hoechst 33258 (viabilitet i ROS prov), hydroethidine (ROS-
prov), divatedichlorofluoresceindiacetat (ROS-prov). | ROS proverna kunde dven
vateperoxidproduktion urskiljas. Fran varje transportspermados analyserades ett
viabilitetsprov och tva ROS prover, varav ett av ROS proverna fick tillsats av
menadione, som inducerar ROS produktion. Analyserna utférdes vid Oh och 2h
(inkubation i 37°C). Proverna kordes i flédescytometer och resultaten
presenterades i dataprogrammet CellQuest. Aven total motilitet, progressiv
motilitet, morfologi, koncentration och kromatinstabilitet bestdimdes, men endast
for det ursprungliga transportspermaprovet. Draktighetsresultaten fran hela
sédsongen (total dréaktighetsprocent och dréaktighetsprocent transportsperma)
erholls fran Flyinge. Resultaten verfordes till Excelfiler och statistisk analys
gjordes med hjalp av SAS.

Den totala motiliteten var starkt korrelerad till dréktighetsprocent for
transportsperman, r = 0,8 (p 0,0009). Vid jamforelse med den progressiva
motiliteten och dréaktighetsprocent for transportsperma var r = 0,77 (p 0,002).
Halten ROS och vateperoxid varierade mellan hingstar, det var &ven variation
mellan de olika transportspermadoserna fran samma hingst framst med avseende
pa vateperoxidhalt. Generellt sags en 6kning av ROS + efter inkubering i 2 h,
dock blev det ingen hdgre halt ROS i de inducerade proverna efter 2 timmars



inkubering. Ett samband mellan total motilitet och hur stor skillnad mellan
provernas grundproduktion av ROS och inducerad ROS produktion sags. Negativ
korrelation med statistisk signifikans mellan total draktighetsprocent och
inducerad % ROS + observerades. Korrelation mellan koncentration och
inducerad % ROS + vid 2 h var r = 0,81 (p 0,0004) samt mellan koncentration och
inducerad % vateperoxid produktion fran levande spermier var r = 0,62 (p 0,017).
Slutsatser som kan dras av examensarbetet ar att kvalitetsbedémning av sperma ar
svart och flera olika faktorer spelar in. Statistiken visar att det finns flera samband
med statistisk signifikans mellan de olika variablerna och detta kan vara till stor
hjalp i framtida avelsarbete.



SUMMARY

The use of chilled transport sperm has increased in recent years, the increasing use
has been at the expense of poor pregnancy rate. In a study from 2006 Dahlsten
showed that the pregnancy rate for chilled semen was 53.9%, while it was 65.6%
for fresh semen. The difference may be due to several factors, one of them being
that sperm could be exposed to oxidative stress during transportation and storage.
The oxidative stress produce reactive oxygen species (ROS), affecting cells both
positively and negatively. Low levels of ROS are involved in cell signaling,
whereas high levels are toxic and can damage DNA, RNA and initiate apoptosis.
The major ROS is superoxide, hydrogen peroxide and hydroxyl radicals. During
the metabolism of oxygen the electron transport chain starts and when it leaks
electrons superoxide form. Superoxide has low reactivity, but can be converted
into hydrogen peroxide which is highly toxic to cells. Both superoxide and
hydrogen peroxide can in turn be converted to hydroxyl radical which is
extremely reactive. Several studies have examined how ROS affect sperm
function. Typically, ROS are involved in signal transmission during capacitation,
but when exposed to oxidative stress, ROS will affect motility, but also affects the
membrane integrity, which in turn leads to reduced sperm function.

Transport semen doses from Flying were sent to Uppsala and then analyzed
within 24 h, a total of 45 samples being analyzed. The fluorescent dyes SYBR-14
(viability), propidium iodide (viability), Hoechst 33258 (viability of ROS
samples),  hydroethidine  (ROS  detection), it dihydrogendichloro-
fluoreseindiacetate (ROS detection) were added to different samples. From each
semen dose one viability examination and two ROS samples were analyzed, one
of ROS samples being with the addition of menadione, which induces ROS
production. Analyses were carried out at Oh and 2h (incubation at 37 ° C).
Samples were run in the flow-cytometer and the results were presented in the
software program Cell Quest. Total motility, progressive motility, morphology,
concentration and chromatinstability were also analyzed, but only for the initial
transport semen sample. Gestation results from the entire season were obtained
from Flyinge (total pregnancy rate and pregnancy rate transported sperm). The
results were transferred to Excel files and statistical analysis was done using the
SAS.

Total motility was strongly correlated with conception rate for the transport
sperm, r = 0.8 (p 0.0009). When the progressive motility was compared with the
conception rate for the transport sperm, the correlation was r = 0.77 (p 0.002). The
production of ROS and hydrogen peroxide varied between stallions, there was
also variation between the different transport semen doses from the same stallion,
particularly for hydrogen peroxide. Generally there was an increase in ROS +
after incubation for 2 h, however the ROS levels in the induced samples after 2 h
of incubation were not higher compared to ROS levels at 0 h. The results shows
that the higher the difference between the basic production and ROS-induced
production, the higher the motility. A negative correlation with statistical
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significance between the overall conception rate and induced % ROS + was
observed. The correlation between concentration and induced % ROS + at 2 h was
r = 0.81 (p 0.0004), concentration and induced % hydrogen peroxide production
from live sperm was r = 0.62 (p 0.017). A conclusion to be drawn from this study
is that evalutation of semen quality is difficult and many factors affect the semen.
Statistics show that there are several correlations with statistical significance
between the different variables and this can be very helpful in future horse
breeding.






INTRODUKTION

Anrtificiell insemination (Al) med farsk sperma introducerades i Sverige i slutet av
sjuttiotalet, transportsperma och fryst sperma borjade anvdndas i mitten av
attiotalet. (Soderquist, 2004) Sedan dess har anvandningen av Al inom hastaveln,
framforallt svenska halvblod och varmblodiga travare, successivt dkat. Andel Al
av totalt antal betackta ston var ar 2009 97 % for varmblodiga travare (STC) och
94 % for svenska halvblod (ASVH). Kyld transportsperma anvénds i storst
utstrackning, medan anvandningen av fryst sperma &r mer sparsam (SOderquist,
2004). Flera studier visar att den 6kade anvandningen av transportsperma inom
hastaveln har skett pa bekostnad av samre draktighetsresultat (Demick et al.,
1976, Dahlsten, 2006).

For att erhalla transportsperma maste de samlade ejakulaten spadas med
spadningsvatska innehallande energisubstrat (mjdlkproteiner eller aggula),
antibiotika och antimykotika. Det &r allmént vedertaget att seminalplasma skadar
spermierna under forvaring, for att minska denna process spads sperman ut med
spadningsvatska. For att minska metabolismen hos den utspadda sperman kyls
den langsamt ned till ca +5°C. Transportsperman packas i emballage som bevarar
temperaturen och skickas till seminstationen, dar insemination bor ske inom 12 h
(Soderquist, 2004).

Fordelarna med kyld sperma & manga till exempel férhindrande av
smittspridning, effektivare anvandning av sperman (ett ejakulat delas upp i flera
doser) och mojlighet till battre kontroll av spermakvaliteten pa stuterier
(Soderquist, 2004). Samtidigt som anvandningen av transportsperma Okat har
folningsprocenten minskat (Demick et al., 1976, Dahlsten, 2006). | en pilotstudie
fran 2006 undersoktes bland annat skillnaden i draktighetsprocent mellan farsk
och kyld sperma. Resultaten fran studien visade att draktighetsprocenten per
brunst for kyld sperma var 53,9%, medan den var 65,6% for farsk sperma
(Dahlsten, 2006). En anledning till skillnaden &r att alla hingstar inte har férmagan
att producera sperma ldmpat for kylning. Ett annat problem é&r att tiden for
inseminering relativt till &gglossning inte alltid blir optimal med kyld
transportsperma (Loomis, 2001). Kraven pa spermakvaliteten okar med Okad
anvandning av transportsperma for att uppnd det basta draktighetsresultatet.
Eftersom dagens hastar inte ar avlade efter reproduktionsformaga utan efter
prestationsférmaga ar det extra viktigt att kunna utvéardera spermiernas kvalitet.

Forvaring av hingstsperma i kylt tillstand (transportsperma) ar mycket kanslig och
fertiliseringsperioden ar kort. For transportsperma i Sverige ar intervallet fran
samling till insemination minst 15 timmar men oftast ett dygn (Soderquist, 2004).
Den framsta orsaken till kansligheten ar bildning av reaktiva syreféreningar som
paverkar spermiernas membranintegritet negativt (Alvarez et al., 1987, Griveau et
al., 1995). Det har lange varit kant att oxidativ stress paverkar spermiernas
normala funktioner (Aitken, 1995). Kommande avsnitt tar upp reaktiva
syreforeningar samt deras positiva och negativa paverkan pa spermier.



For att bedoma spermakvaliteten hos hingst finns flera olika metoder, bade
kvantitativa och kvalitativa. VVanliga parametrar som anvénds &r koncentration,
spermiemorfologi samt total och progressiv motilitet. Pa senare tid har det
publicerats studier gjorda pd kromatinstabilitet som ocksa kan vara till hjalp for
spermabedomningen, det maste dock finnas tillgang till flodescytometer vid dessa
analyser (Hammar, 2007). Felaktigheter i spermiernas kromatin kan leda till
misslyckad befruktning eller felaktig embryoutveckling. Vid oxidativ stress bildas
stora mangder reaktiva syreforeningar som i sin tur kan skada DNAt (Halliwell &
Gutteridge, 1989). Déarfor ar det viktigt att bedéma kromatinstabilitet samtidigt
som man utvérderar produktion av reaktiva syreforeningar.

LITTERATUROVERSIKT
Fria radikaler och reaktiva syreféreningar

Alla levande celler i aeroba miljéer ar beroende av syre samtidigt som
metabolismen av syre ar skadligt pa grund av bildning av fria syreradikaler.
Balansen mellan fria radikalers produktion och nedbrytning i en vavnad kallas
oxidativ stress (Baumber et al, 2000). Definitionen av en fri radikal enligt
Halliwell och Gutteridge (1989) ar ett oberoende komplex innehallande en eller
flera oparade elektroner, vilket gor de fria radikalerna extremt reaktiva. De flesta
fria radikaler &r reaktiva syreforeningar. Enligt definitionen ovan &r inte heller alla
reaktiva syreforeningar fria radikaler. | litteraturen hanférs de reaktiva
syreféreningarna till reactive oxygen species (ROS). Exempel pa ROS ér
vateperoxid (H»0;), superoxid (O,) och hydroxylradikal (OH’). 1 lag
koncentration ar ROS involverade i cellernas fysiologiska signalsystem, medan
storre mangder orsakar skador pa RNA, DNA och initierar apoptos. (Halliwell &
Gutteridge, 1989)

| de flesta aeroba celler kommer superoxid framfor allt frAn mitokondriernas
elektrontransportkedja och endoplasmatiska retiklet. For att kunna generera energi
till att driva ATP-syntesen oxiderar mitokondrierna bland annat NADH i
elektrontransportkedjan. Superoxid bildas nar elektronlackage sker fran olika
komponenter i kedjan och da framst vid oxidering av NADH (Halliwell &
Gutteridge, 1989). Superoxid har lag reaktivitet i levande celler (Bileski et al.,
1983), kort halveringstid och passerar i de flesta fall inte cellmembran (Halliwell
& Gutteridge, 1989). Né&r superoxid har bildats kan enzymatisk dismutation
(superoxid dismutas, SOD) eller spontan omvandling till vateperoxid ske
(Floreani et al., 2002, de Lamirande & Gagnon, 1992). Figur 1 (modifierad fran
Myers & McGavin, 2007) visar en forenklad 6versikt pa ROS bildning och figur 2
visar de exakta reaktionerna som dr involverade i generation och
omhandertagande av ROS.
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Figur 1. Bildning av reaktiva syreforeningar sker i cellernas mitokondrier,
plasmamembran, peroxisomer, cytosol och endoplasmatiska retiklet. Vid elektronléckage
fran elektrotransportkedjan bildas superoxid (O,), darefter kan omvandling till
vateperoxid (H,0,) ske via superoxid dismutas (SOD). Superoxid katalyserar
fentonreaktionen som bildar hydroxylradikal (OH®) fran viteperoxid. Glutathion
peroxidas oskadliggor hydroxylradikalen genom omvandling till vateperoxid, som i sin
tur kan éverga till vatten via katalas (Myers & McGavin, 2007).

SOD: 207 + 2H — H02 + Oz

Katalas: IH:02 — 2ZH:20 + Oz

Glutathion peroxidas: H:02 + G-SH — 2H:0 + G-S-5-G
Haber-Weiss: Oy + HO, + H — OH' + H:0 + O

Fentonrealtion: H:0: + Fel* + H — OH' + H:0 + Fe*

Figur 2. Superoxid dismutas (SOD), glutathion peroxidas och katalas ar de framsta
antioxiderande systemen. SOD tar hand om superoxid (O;), men om mangd O,
Overstiger SODs kapacitet initieras Haber-Weiss reaktion och hydroxylradikaler (OH*)
bildas. OH* kan dven bildas genom fentonreaktion, som katalyseras av O, .
Oskadliggdrande av OH® sker via glutathion reaktion ddr reducerat glutathion (GSH)
reagerar med OH* och H,0, via glutathion peroxidas och bildar vatten samt oxiderat
glutathion (GSSG). Glutathion reduktas aterskapar GSH fran GSSH (Myers & McGavin,
2007, Halliwell & Gutteridge, 1989).

Véteperoxid agerar som ett oxiderande @mne och har férmaga att inaktivera vissa
enzymer samt har antibakteriella egenskaper. Bildning av vateperoxid stimuleras i
narvaro av leukocyter for att understodja det mikrobiella skyddet (Halliwell &
Gutteridge, 1989). Syreforeningen ar hogtoxiskt dven i mindre doser (de
Lamirande & Gagnon, 1995). Om hdga nivaer vateperoxid bildas sker inhibition
av glykolysen och darefter eventuell ATP-forbrukning. Neutralisation av
vateperoxid sker med hjalp av katalas samt peroxider som glutathionperoxidas (se
figur 2). Peroxider forekommer i flera subcelluldra komponenter som

mitokondrier och k&rnan, medan katalas finns i cytoplasma och peroxisomer
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(Weydert & Cullen, 2010). Eftersom vateperoxid &r oladdat underléttar det
passage genom cellmembran. Inne i celler kan vateperoxid reagera med tvavart
jarn (Fentonreaktionen) och generera den extremt reaktiva hydroxylradikalen.
Den syre-syre bindning som finns i véateperoxid &r svag vilket underlattar bildning
av hydroxylradikal vid ndrvaro av energi (Halliwell & Gutteridge, 1989).

Hydroxylradikalen ar den mest reaktiva radikalen och attackerar de flesta @mnena
sa fort radikalen bildats. Hydroxylradikaler kan reagera direkt med DNA, men
den maste ha bildats i direkt narhet till nukleinsyran om den ska kunna skadas
direkt (Marnett, 2000). Sekund&ra radikaler med olika reaktivitet skapas vid
attackerna. Det ar mycket svart att undersoka och mata halter av radikalen pa
grund av dess hoga reaktivitet. Vid joniserande stralning bildas hydroxylradikaler
fran vatten och som ar ansvariga for mycket av skadan pA DNA som uppstar vid
stralning (Halliwell & Gutteridge, 1989).

Spermier och ROS

Spermien bestar av tre huvuddelar; huvud, mittstycke och svans. | huvudet finns
cellkdarnan, sma mangder cytoplasma och akrosomen, som innehdller de viktiga
enzymer som kravs for att spermien ska kunna penetrera &ggets zona pellucida.
Mittstyckets mitokondrier forser spermierna med energi. Liksom alla
cellmembran innehaller spermiens plasmamembran fettsyror (fosfolipider,
kolesterol, glykolipider). Kompositionen av fettsyrorna varierar mellan olika
daggdjur (Gadella et al., 2001). Spermiernas plasmamembran har en hég halt
flerométtade fettsyror och begrénsade reparationsmekanismer (Aitken &
Clarkson, 1987), som medfor att spermierna l6per hogre risk att skadas av
oxidativ stress (Bileski et al., 1983, Halliwell & Gutteridge, 1989).

Spermien och dess rorelse (Gadella et al., 2001) bildar laga intracelluldra nivaer
av superoxid och véteperoxid (Gadella et al., 2001), vilka bidrar till spermiernas
signaldverforing vid bland annat normal kapacitering (Baumber et al., 2000, de
Lamirande et al., 1997, Baumber, 2003). Bildningen av ROS sker framst i
plasmamembranen (Aitken & Clarkson, 1987, Aitken et al., 1989), men laga
nivaer produceras dven i mitokondrierna (Koppers et al., 2008, Sabeur & Ball,
2006). Det finns membranbundet NADPH oxidas, som bildar superoxid fran
NADPH (Sabeur & Ball, 2006, Aitken & Clarkson, 1987, Aitken et al., 1989).

De tre enzymen superoxid dismutas (SOD) (Alvarez et al., 1987), glutathion
peroxidas (Li, 1975) och katalas (Jeulin et al., 1989) finns i seminalplasma och
skyddar spermierna fran ROS aktivitet (for reaktionsformler se figur 2). Speciellt
har man hittat hoga halter SOD i seminalplasma hos hingstar (Aurich et al., 1997).
Dessutom finns det ett flertal andra &mnen med antioxiderande effekt t.ex.
askorbinsyra (Baumber et al., 2000).

En av mekanismerna bakom minskad befruktningsformaga hos spermier efter
forvaring ar aktivitet fran lipidperoxider (Alvarez et al., 1987, Griveau et al.,
1995, Ortega Ferrusola et al., 2009). Oxidativ degradering av fleroméattade



fettsyror i cellmembran kallas for lipidperoxidation. Det uppstar nar fria radikaler
fangar elektroner fran fetterna i cellmembranet och darmed paverkas
membranfunktionen. Hydroxylradikaler reagerar med véatemolekyler fran
fettsyrornas metylengrupper (-CHy-). Resultatet blir bildning av vatten och
instabila fettsyreradikaler, som leder till en kedjereaktion i membranen (Halliwell
& Gutteridge, 1989). De instabila spermiemembranen leder till férlorad
membranintegritet och dédrmed minskad spermiefunktion och spermiemoatilitet
(Alvarez et al., 1987, Griveau et al., 1995). Enligt studier pa humansperma &ar
SOD det enzym som spelar storst roll i skyddet mot lipidperoxidation och &r
kopplat till nar spermierna forlorar sin motilitet (Alvarez et al., 1987). Néar
méangden superoxid Overstiger SODs kapacitet att omvandla superoxid till
vateperoxid bildas hydroxylradikaler genom Haber-Weiss reaktionen (se figur 2)
(Aitken et al 1989). Aven bestamda koncentrationer askorbinsyra kan ha
hammande effekt pa peroxidation under forvaring (Aurich et al., 1997).

I livmodern kommer spermierna i kontakt med ROS och utsétts for oxidativ stress
under sin forflyttning mot oocyten (Gadella et al., 2001). Mild lipidperoxidation
gynnar kapacitering genom stimulering av cAMP-beroende protein kinas och
tyrosinkinaser (Leclerc et al., 1997). Kapaciterade spermier har ett mycket
instabilt plasmamembran, vilket gor dem mycket kénsliga for miljoforandringar.
Om temperaturen sanks fran 38 grader till 30 grader kan den kapaciterade
spermien genomga spontan akromsomreaktion (Gadella et al., 2001). | samband
med lipidperoxidation induceras dven hyperaktivering hos spermierna (de
Lamirande & Gagnon, 1995).

Vateperoxid fororsakar mer direkta cytotoxiska skador pa spermier jamfort med
superoxid (Griveau et al., 1995, Baumber et al., 2000, Awda et al., 2009). |
studien av Baumber et al (2000) tillsattes ROS-inducerare till farsk hingstsperma,
vilket resulterade i motilitetsminskning samt okade nivaerna av superoxid och
véteperoxid. Dock kunde ingen detekterbar viabilitetsminskning, minskning av
akrosomintegritet eller 6kning av lipidperoxidation pavisas (Baumber et al.,
2000). Vid tillsatts av katalas motverkades motilitetsminskningen, ingen
motsvarande reaktion sags vid tillsatts av SOD (Baumber et al., 2000, Guthrie &
Welch, 2006, Griveau et al., 1995) Resultaten tyder pa att vateperoxid ar den
framsta motilitetshammaren och att motiliteten ar ett mer sensitivt matt pa
oxidativ stress an lipidperoxidation (Baumber et al., 2000). Lipidperoxidation sker
under oxidativ stress och efter det att vateperoxid har paverkat spermierna
(Griveau et al., 1995). Neild et al (2005) sag liknande resultat som Baumber et al
(2000), men upptéckte &ven att hingstsperma var anmarkningsvart resistent mot
oxidativ stress. Den minskade motiliteten beror troligen pa en ROS-inducerad
skada i utnyttjandet av ATP eller i spermiesvansens kontraktila apparat (Guthrie
et al., 2008).
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Farger som kan anvandas for att studera ROS

| forsok for att studera ROS kan farger med fluorescerande egenskaper anvandas
och som sedan kan avldsas i flodescytometer. Fargerna som anvandes for att
undersoka viabilitet var SYBR-14 och propidiumjodid (Garner & Johnson, 1995).
For att kontrollera forekomst av reaktiva specifika syreféreningar och viabilitet
anvandes hydroethidine, divatedichlorofluoresceindiacetat (Guthrie & Welch,
2006) och Hoechst 33258 (Garner & Johnson, 1995, Garner et al., 1994). Hoechst
33258 anvandes for att utvardera viabilitet i ROS proverna eftersom bade
hydroethidine och propidiumjodid fluorescerar med rod farg och darfor skulle
stdra varandra i analyserna.

SYBR-14/Propidiumjodid

SYBR-14 Green ar ett fargdmne som tranger in genom intakt cellmembran och
binder till cellens DNA. Nar fargdmnet binder till DNA kan detta upptackas
genom att komplexet avger ett fluorescerande gront ljus (Garner & Johnson, 1995,
Garner et al., 1994). For att kunna detektera doende och doda celler anvéndes
propidiumjodid (PI). PI binder till DNA, men endast hos celler som har forlorat
membranintegritet. Nar dessa celler utsétts for synligt ljus avges fluorescerande
rott ljus. (Garner et al., 1994). Vilka celler och hur de féargas in visas i tabell 1
nedanfor, uppgifterna ar hamtade fran Garner & Johnson (1995).

Tabell 1. Vilka celler som fargas in med SYBR-14 och Pl

Férgning
SYBR-14 Pl
Levande spermier + -
Doende spermier + +
Ddda spermier - +

Hoechst 33258

Hoechst 33258 &r en bisbenzimid (Garner et al., 1994) som specifikt binder till
DNA och speciellt till de segment som innehaller flera AT-baspar (Bazhulina et
al., 2009). Fargningen anvands for att utvardera viabilitet och DNA innehall i
spermierna. Hoechst 33258 tranger in i celler med skadat cellmembran, men kan
aven komma in i celler med intakt cellmembran i Iag grad (de Leeuw et al., 1991).
Déa Hoechst 33258 stimuleras med ultraviolett ljus kommer en fluorescens med
blatt ljus att avges (Garner et al., 1994, Bazhulina et al., 2009, de Leeuw et al.,
1991). Forsok har tidigare gjorts for att jamfora antal celler fargade av Hoechst
33258 och propidiumjodid i sperma. Pintado et al 2000 kom fram till att PI
fargade in fler celler &n Hoechst i galt och tjursperma. Dock har det inte varit
signifikant skillnad mellan de bada fargerna i undersokning av kyld hingstsperma
(Papaioannou et al., 1997).
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Hydroethidine

Hydroethidine (HE) anvands for att detektera superoxid i celler. HE &r ett &mne
som har fri permeabilitet in i celler. Nar HE kommer i kontakt med superoxid
oxideras HE till ethidium, som ger en DNA-bindande fluorofor (Benov et al.,
1998). Ethidium kommer att fluorescera med rétt ljus (Zhao et al., 2003). HE har
visat sig vara ett bra matt pa superoxidproduktion i spermier enligt Burnaugh et al
(2007). Benhov et al (1998) rekommenderar att HE endast ska anvandas som ett
kvalitativt matt pa halten superoxid eftersom HE kan katalysera dismutation av
superoxid.

Divatedichlorofluorescindiacetat

Divatedichlorofluorescindiacetat (H,DCHFDA) anvédnds for att detektera de
intracellulara halterna av reaktiva syreféreningar och da framst vateperoxid.
DCHFDA ér lipofil och korsar cellmembran genom passiv diffusion. Med hjalp
av intracellulara esteraser klyvs acetatgruppen och DCHF fangas inne i cellerna.
Om det forekommer véteperoxid i cellerna kommer DCHF att oxideras till DCF,
som ar starkt fluorescerande med gron farg. Styrkan pa fluorescensen bestams av
hur mycket vateperoxid som finns i cellerna (Loetchuntinat et al., 2005, Bass et
al., 1983).

Amnen som inducerar produktion av fria syreradikaler

| de flesta studier som gjorts pa ROS anvands amnen som inducerar processen, for
att undersoka hur cellerna paverkas av 6kad halt radikaler. Denna typ av @mnen
anvands dven for att undersdéka om spermier verkligen kan producera ROS. Det
finns flera olika &mnen som har anvants for att framkalla bildning av ROS. |
denna studie anvandes menadione (2-metyl-1,4-naphthoquinone). Kinon ingar i
menadione och &r det huvudsakliga amnet som genererar fria radikaler. Det finns
flera olika reduktionsenzymer bl.a. i mitokondrierna som metaboliserar kinoner.
Nar kinon genomgar en elektronreduktion bildas en ostabil molekyl som gar in i
en redoxcykel i nérvaro av molekylart syre (Criddle et al., 2006). Resultatet blir
en bildning av fria radikaler och da framst superoxid. Superoxid kan spontant eller
enzymatiskt omvandlas till véateperoxid i mitokondriemetabolismen (Floreani et
al., 2002).

SYFTE MED STUDIEN

Kvalitetsskillnaden mellan farsk sperma och transportsperma kan till en del vara
att spermierna utséatts for oxidativ stress under kylning och forvaring. Morrell et al
(2007) visade att bade morfologi och kromatinstruktur ar viktiga parametrar for
att kunna forutspa hingstars fertilitet. Som tidigare namnts har hog foérekomst av
reaktiva syreféreningar inverkan pa kromatinstruktur och  morfologi
(akromsomdefekter och akromsomfel). Aven motilitet berors av hoga ROS halter
genom att paverka membranstabiliten via lipidperoxidation (Alvarez et al., 1987,
Griveau et al., 1995). Syftet med studien var att undersoka férekomst av reaktiva
syreforeningar i transportsperma 24 h efter samling och sétta det i relation till
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kromatinstabilitet, viabilitet, morfologi, motilitet samt dréktighetsresultat. Hur
halten reaktiva syreforeningar varierar mellan olika hingstar ingick ocksa i
studien. Det finns inga studier gjorda pa kyld transportsperma om ROS-
produktion varierar mellan hingstar, men har daremot utforts pa fryst
hingstsperma (Ortega Ferrusola et al, 2009).

MATERIAL OCH METODER

Transportsperma skickades fran Flyinge till Uppsala och analyserades inom 24
timmar efter spermasamling. Flodescytometrianalyserna utférdes pa Institutionen
for anatomi, fysiologi och biokemi SLU Uppsala, medan 6vriga analyser utfordes
pa Institutionen for kliniska vetenskaper avd for reproduktion SLU Uppsala.

Hingstmaterial

| studien ingick 15 avelsgodkanda hingstar stationerade pa Flyinge. Av dessa var
14 av halvblodstyp och en av ponnytyp. Aldern p& hingstarna varierade mellan 3
och 26 ar. Varje hingst samlades 3 ganger, vilket sammanlagt gav 45 prover.
Provtagningen pagick tre veckor i slutet av april och boérjan av maj 2010.
Ejakulaten samlades med artificiell vagina (Missouri eller Colorado beroende pa
vilken som fungerade bdast for hingsten) och som efter koncentrations- och
motilitetsbedomning spaddes med INRAOG6 till transportdoser innehallande totalt
en miljard progressivt motila spermier per dos.

Laboratorieanalys av viabilitet och ROS

Utforandet gjordes i tva steg. Forst preparerades prov som skulle komma att
utgora grunden till analyserna. 500 pl transportsperma fran vardera hingst mattes
upp i provror och 2500 pl Cellwash tillsattes. Proven centrifugerades i 400 x g 10
minuter i 20 °C . Supernatanten togs bort och 500 pl cellwash tillsattes pa nytt i
samtliga provrdr. Spermieblandningen anges nedan som grundprovet.

30 ul fran grundprovet tillsattes till 270 pl cellwash. For varje hingst tillreddes 3
provror med olika kombinationer av farger enligt tabell 2. | prov 1 utvarderades
endast viabilitet med tillsats av SYBR-14 och Propidiumjodid (Live/Dead®
Sperm Viability Kit L-7011; Invitrogen™, Inc., Eugene, OR, USA). SYBR-14
spaddes 1:50 i cellwash till en slutkoncentration pa 0,4 uM. For detektion av ROS
tillsattes Hydroethidine  (Invitrogen™, Inc., Eugene, OR, USA) och
Divatedicholorofluoresceindiacetat (Invitrogen) i prov 2 och 3. Hoechst 33258
(Invitrogen) anvéndes i ROS proverna for att utvardera viabiliteten. Induceraren
Menadione (Sigma-Aldrich Chemicals, St Louis, MO, USA) tillsattes till prov 3.
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Tabell 2. Schema 6ver alla tillsatsers koncentrationer(konc) och méngder.
Slutkoncentrationen anges for P, HE, DCFDA, Hoechst 33258, menadione och SYBR-
14.

Tillsats Konc Méngd
Prov 1 SYBR-14 0,4 uM 0,6 ul
(Viabilitet) Pl 24 uM 3 ul
Prov 2 Hoechst 33258 1,2 uM oul
(ROS) HE 1,2 uM oul
DCFDA 60 UM gul
Prov 3 Hoechst 33258 1,2 uM o ul
(Inducerad ROS) HE 1,2 uM o ul
DCFDA 60 uM gul
Menadione 200 uM 3ul

Prov 1 inkuberades 10 min i 37° C. Prov 2 och 3 inkuberades 30 min i 37° C.
Grundproven sattes 2 timmar i 37° C, darefter preparerades 2h-proverna pa
samma satt som Oh-proverna. Proverna anges i resultaten som 0 och 2 timmars
prov.

Efter inkubering analyserades proverna i LSR flodescytometer med standardoptik
fran BDBiosciences (Becton Dickinson, San José, CA, USA). Flodescytometern
detekterade de fluorescerande spermierna och bearbetning av data gjordes med
programmet CellQuest (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). Med hjélp av
ljusspridningsegenskaper (forward scatter och side scatter) kunde cellernas debri
urskiljas. | viabilitetsproverna réknades 50 000 events (spermier) och i ROS-
proverna raknandes spermier under 90 sekunder. Resultaten presenteras i diagram
med punkter, dér en enskild spermie representeras av en punkt. | prov 1 delades
resultatet in i levande (SYBR+/PI-), déende (SYBR+/PI+) och ddda (SYBR-/PI+)
spermier. Figur 3 visar ett exempel pa ett diagram med SYBR/PI fargade celler.
Resultatet fran prov 2 och 3 delades in ROS- (HE-/DCFDA-), ROS+ (HE+/-/D+/-
), ROS ddda (Hoechst+/HE+/-/D+/-), levande ej H,O, (Hoechst-/DCFDA-),
levande H,0, (Hoechst-/DCFDA+), ddda ej H,0, (Hoechst+/DCFDA-) och dbda
H,0, (Hoechst+/DCFDA+). Resultaten fran prov 3 gavs tillaggsbokstaven M
(menadione). Exempel pa hur diagram for ROS och véteperoxidproverna sag ut
visas i figur 4.
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Figur 3. Resultatet fran SYBR-14/P1 presenterades i CellQuest som ovanstaende figur.
Resultatet visade procentsats av antalet raknande spermier och delades in SYBR
Levande, SYBR Ddda och SYBR Dodende.
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Figur 4. Resultatet fran ROS proverna presenterades som ovanstaende figurer. R2
(ROS-), R3 (ROS+), R4 (ROS Déda), R5 (Hoechst-/DCFDA-), R6 (Hoechst-/DCFDA+),
R7 (Hoechst+/DCFDA-) och R8 (Hoechst+/DCFDA+).
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Koncentration, motilitet, morfologi och kromatinstabilitet

Alla transportspermadoser undersoktes med avseende pa koncentration,
kromatinstabilitet och motilitet utom morfologin dar endast ett prov fran varje
hingst utvarderades. Bestamning av koncentration och motilitet utférdes av Jane
Morrell, SLU Uppsala, avd for reproduktion. Kromatinanalyser genomférdes av
Anders Johannisson och Jane Morrell pa Inst. for anatomi, fysiologi och biokemi,
SLU Uppsala. Morfologiundersokning  gjordes av  personalen  pa
Spermalaboratoriet, SLU Uppsala. Nucleocounter SP-100 (Chemometec,
Denmark) anvéndes for bestamning av koncentration. 50 pl fran varje spermados
tillsattes till 5 ml S100 (reagent), blandningen kordes i en kassett med
propidiumjodid.  Totalantalet celler detekterades med hjadlp av en
fluorescensdetektor (Morrell et al, 2010). For att bestamma total motilitet (%) och
progressiv. motilitet (%) anvandes Qualisperm™ (Biophos AG, Switzerland)
(Morrell et al, 2009b). Kromatinstabilitet méttes med Sperm Chromatin Structure
Assay (SCSA), som med hjélp av flodescytometri analyserar andel spermier med
intakt kromatin. Celler med intakt DNA fluorescerar med gron farg samtidigt som
celler med skadat DNA fluorescerar rétt. Hur manga procent av spermierna som
har skadat DNA anges som DFI (DNA Fragmentation Index). Resultatet
presenterades i % DFI, Mean_DFI, CV (Coefficent of variation) och SD_DFI
(standardavvikelsen av DFI). Morfologin bestdmdes med hjalp av ett fixerat
utstryk i formalin-saltlésning samt ett ofixerat prov med Williams féargning
(Morrell et al, 2009a). Morfologiresultaten presenterades i andel normala
spermier samt vilka defekter som férekom i procent.

Draktighetsresultat

Den sammanlagda dréktighetsprocenten fran hela betackningssasongen 2010
erholls fran Flyinge AB hosten 2010. Det var inte mojligt att fa dréaktighetsresultat
med hansyn till vilken betackningsmetod som anvandes. Tillgang fanns endast till
hur stor andel av semineringar som utfordes med TAl, fryst Al samt Al.

Statistisk analys

Resultatet fran CellQuest &verfordes till Microsoft Excelfiler (Microsoft
Corporations, USA). Alla siffror som anvandes i resultaten var procentsatser av
det totala antalet raknade spermier i flodescytometern. | Excel rdknades aven hur
stor andel av ROS och H,0, som var positiva (ex (ROS +) / (ROS- + ROS+) = %
ROS +), liknande berdkningar gjordes med de prover som behandlats med
inducerare. Tre prover uteslots fran excelfilerna pd grund av kraftigt avvikande
resultat eller felaktig hantering. Darfor finns endast 2 prover for hingst 4, 11 och
13.

Insamlad data hanterades med hjalp av SAS-programmet (SAS Inst. Inc., Cary,
NC). De statistiska analyserna genomfordes med hjalp av variansanalys (PROC
MIXED). Den statistiska modellen inkluderade de fixa effekterna av hingst, tid
(tid Oh och tid 2h) samt samspelet mellan hingst och tid. Den slumpmassiga
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effekten av ejakulat inom hingst inkluderades ocksa i modellen. For variablerna
ROS och H,0,, analyserades ocksa differensen mellan inducerad produktion och
icke inducerad produktion. Korrigerade medeltal (LSmeans) berdknades och
signifikans for skillnader mellan dessa medeltal skattades med hjalp av t-test. Fran
det korrigerade medeltalet utférdes korrelations berdkningar (PROC CORR) for
att fa fram Pearsons korrelations koefficienter. Samtliga variabler (totalt 58)
ingick i korrelationsberakningarna. Resultat med ett p-varde < 0,05 ansags vara
statistiskt signifikanta.

RESULTAT

Hingstarna har namngivits med siffrorna 1-15. Resultaten presenteras genom att
dela in dem i kategorierna; grundreproduktionsparametrar (draktighetsprocent,
motilitet, koncentration, morfologi), kromatinstabilitet, ROS och véteperoxid.
Flera av resultaten visas i tabeller déar korrelation (r) och signifikans (p) anges.
Signifikanser upp till p 0,09 har inkluderats i resultaten om dessa anses relevanta.
Om ingen signifikant korrelation finns anges det som NS (non significant) i
tabellerna.

Grundreproduktionsparametrar

Det totala draktighetsresultatet (DR%) fran 14 av de provtagna hingstarna
aterfinns i tabell 3. Da en av hingstarna som provtogs togs ur avel senare pa
sésongen finns endast draktighetsresultat for 14 hingstar tillgangligt. Den hingst
som togs ur aveln har namngivits med siffran 15. Fran alla hingstar, med undantag
fran hingst nummer 12, hade kyld transportsperma (TAI) anvénts till 6ver 60 % av
de betackta stona. | tabell 3 aterfinns &ven dréaktighetsresultatet med
transportsperma (DR% TAI) for alla hingstar med undantag for hingst nummer 15
och 12.
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Tabell 3. Draktighetsresultat fran betackningssasongen 2010

Hingstnummer  Antal ston Total DR % Andel TAIli % DR% TAI
1 34 76,5 85,3 77,8
2 162 86,4 72,8 87,8
3 63 81 66,7 80
4 38 47,4 71,1 37,5
5 24 83,3 87,5 85
6 90 81,1 76,7 85,7
7 33 81,8 87,9 81,4
8 46 84,8 76,1 85,7
9 14 92,9 71,4 90
10 15 80 86.7 70
11 28 78,6 71,4 77,8
12 10 90 40 -
13 39 76,9 69,2 70,3
14 14 85,7 85,7 90,9

Sambanden mellan total draktighetsprocent (Tot DR%), draktighetsprocent
transportsperma (DR% TAI), morfologi (Morf), koncentration (konc), total
motilitet (Tot mot) och progressiv motilitet (Prog mot) visas i tabell 4. Total
dréktighetsprocent hade hogst korrelation med progressiv motilitet, r = 0,58 (p
0,03). Forhallandet mellan draktighetsprocenten for transportsperma och motilitet
visar statistisk signifikans. Aven morfologi var signifikant korrelerad till total
dréktighetsprocent.

Tabell 4. Samband mellan grundreproduktionsparametrar

Totmot  Prog mot Konc Morf  Tot DR % DR% TAI
Tot mot 1 r=0,84 NS NS r=0,46 r=0,80
(p <0,0001) (p 0,0996) (p 0,0009)
Prog mot 1 NS NS r=0,58 r=0,77
(p 0,03) (p 0,002)
Konc 1 NS r=-0,48 NS
(p 0,093)
Morf 1 r=0,53 r=0,51
(p 0,05) (p 0,077)
Tot DR % 1 r= 0,96
(p <0,0001)
DR% TAI 1
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Stark korrelation sags mellan motilitetsparametrarna och SYBR Levande (positiv
korrelation) samt SYBR Ddda (negativ korrelation). | tabell 5 presenteras r och p
varden for sambanden.

Tabell 5. Korrelationer mellan viabilitet och motilitet

SYBR Levande SYBR Doda SYBR Doende
Tot mot r=0,77 r=-0,81 NS
(p 0,0008) (p 0,0003)
Prog mot r=0,75 r=-0,71 NS
(p 0,0015) (p 0,003)

Kromatinstabilitet

Till korrelationerna anvandes % DFI, Mean DFI, SD och CV eftersom
parametrarna hade en stark koppling till varandra visas endast korrelationer med
% DFI i resultaten. % DFI var starkt kopplat till viabilitetsparametrarna SYBR
Levande (negativt korrelation) och SYBR Ddda (positiv korrelation). Forhallandet
mellan DR% TAI och % DFI var r = -0,56 (p 0,045), liknande resultat fanns inte
for Tot DR%. Korrelation sags aven mellan % DFI och motilitet, det starkaste
sambandet var med total motilitet r = - 0,669 (p 0,0064). Jamforelse mellan %
DFI och progressiv motilitet var r = -0,5 (p 0,058).

ROS

Variationen ROS+ mellan hingstar visas i figur 5. Medelvardet for alla ROS+ Oh
prov var 24,4 motsvarande siffra for 2h var 29,5. Medelvérdet for inducerad ROS
+ var 43,3 for Oh proven och 33,1 fér 2h proven, variationen mellan hingstar ses i
figur 6. Alla variabler for grundreproduktion, viabilitet och kromatinstabilitet
jamférdes med samtliga ROS parametrar. De variabler som visade korrelationer
med signifikans visas i tabell 6. Samband sag framst i Oh proverna, men de
korrelationer som sags i tvatimmarsproven presenteras i tabell 7. Notera de starka
sambanden mellan koncentration och ROS- M samt % ROS + M i 2h-proverna (se
tabell 7 for p och r varden).

19



60

Medelvirde
ROS+

123456 7 8 9101112131415

Hingsthummer

Figur 5. ROS variation mellan hingstar. Figuren visar skillnaden mellan 0 och 2 timmars
proven. Notera hingst nummer 3, 5 och 12 dar ROS-produktion &r hogre vid Oh &n vid
2h.
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Figur 6. Inducerad ROS variation mellan hingstar. Figuren visar skillnaden mellan 0 och
2 timmars proven.
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Tabell 6. Korrelationer galler for ROS undersokning vid tid 0 h. ROS- och % ROS + &r
exkluderade i tabellen da inget signifikant samband fanns.

ROS+ ROSDoda ROS-M ROS+M %ROS+ ROS Ddda

M M

Tot DR % NS r=0,65 NS r=-0,67 r=-0,59 r=0,51

(p 0,009) (p0,006)  (p0,02) (p 0,05)
DR % NS r =-0,53 NS r=0,485 NS r=-0,51
TAI (p 0,064) (p 0,092) (p 0,073)
Tot NS r=-0,7 NS r=0,63 r=0,47 r=-0,62
motilitet (p 0,004) (p 0,012) (p 0,07) (p 0,01)
Prog NS r=-0,71 NS r=0,45 NS r=-0,61
motilitet (p 0,003) (p 0,094) (p 0,015)
Konc NS NS r=0,57 NS NS NS

(p 0,032)

Tabell 7. Korrelation for ROS undersokning vid tid 2 h. ROS- och % ROS + &r
exkluderade i tabellen da inget signifikant samband fanns.

ROS + ROS ROS-M ROS+M %ROS+ ROS Ddda

Ddda M M
Tot DR % NS NS NS NS NS NS
DR % NS NS NS NS NS NS
TAI
Tot r=0,52 NS NS NS NS NS
motilitet (p 0,047)
Prog r=0,49 NS NS NS NS NS
motilitet (p 0,063)
Konc r=0,46 NS r=-0,79 r=0,055 r=081 NS

(p 0,096) (p 0,0008) (p 0,0537) (p 0,0004)
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Figur 7. Samband mellan grundproduktionen av ROS och skillnaden i 6kning med
inducerare (M) vid tid Oh. Punkterna motsvarar varje hingsts korrigerade medelvarde for
ROS+ och (ROS+M)-(ROS+). r = -0,56 (p 0,03).
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Figur 8. Samband mellan total initial motilitet och skillnaden i 6kning av ROS med
inducerare (M) vid tid Oh. Punkterna motsvarar varje hingsts korrigerade medelvarde for
ROS+ och (ROS+M)-(ROS+).r = 0,61 (p 0,02). Liknande figur ses om total motilitet byts
ut mot progressiv motilitet, dock med mindre positiv korrelation.

Vateperoxid

Resultatet for vateperoxiden presenterades som levande ej H,O, producerande
(Levande H,0,-), levande H,0, producerande (Levande H,0; +), procent levande
H.0, producerande (% Levande H,0, +), doda ej H,O, producerande (Déda H,0,
-), déda H,0, producerande (Déda H,0, +), procent déda H,O, producerande (%
Doda H,0, +) samt parametrar for induktion med menadione (M). | tabell 8 ses
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korrelationer mellan vateperoxid och grundreproduktionsparametrar vid tid O och
i tabell 9 resultaten for 2h proverna. Observera att tydliga samband sags mellan
koncentration och vateperoxid vid 2h och da framst vid tillsatts av menadione.

50
40
DODA 30 = Oh
Vateperoxid + 20
2h

Hingstnummer

Figur 9. Skillnaden mellan déda spermier som &r véateperoxidproducerande vid tidpunkt
Oh och 2h. De atta hingstar som ar representerade i figuren hade varden fér Doda H202
som inte hade en betydlig variation mellan de olika transportspermadoserna, vilket gor
dessa medelvarden mest tillforlitliga.
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Figur 10. Skillnaden mellan levande spermier som ar vateperoxidproducerande vid
tidpunkt Oh och 2h. De atta hingstar som ar representerade i figuren hade varden for
Levande H202 som inte hade en betydlig variation mellan de olika
transportspermadoserna, vilket gor dessa medelvarden mest tillférlitliga.

Tabell 8.Vateperoxidparametrar jamfort med grundreproduktionsparametrar vid tid O h.
Har ej tagit med Levande H,0,+, % Levande H,0,+, Déda H,O,+, % Ddda H,0, +

Déda H,0, - M, % Doda H,0, + M da ingen korrelation fanns.

Levande Ddda Levande Levande % Doda
H,0, - H,0, - H,O0, - M H,0, + M Levande H,O, + M
H,0,+ M
Tot DR NS NS NS NS NS NS
%
DR % NS NS NS NS NS NS
TAI
Tot r=0,59 r=-0,52 NS r=0,66 r=0,71 r=-0,57
motilitt  (p0,03)  (p0,05) (002  (p0,009)  (p0,06)
Prog r=0,59 r=-0,64 NS NS NS NS
motilitet (p 0,03) (p 0,01)
Konc NS NS r=0,51 r=0,58 r=0,53 NS
(p 0,08) (p 0,06) (p 0,09)

Morf NS NS NS NS NS NS
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Tabell 9. Vateperoxidparametrar jamfért med grundreproduktionsparametrar vid tid 2 h.
Har ej tagit med Déda H,O,+, % Déda H,0, + och % Ddéda H,0, + M da inget samband
sags.

Levande Levande % Levande % Doda Ddéda
H202 - H202 + Levande HzOg - Levande HzOg — HzOg +
H,O, + M H,O,+ M M
M
Tot NS NS NS NS r=-052 r=057 r=-0,52
DR % (p 0,056) (p0,087) (p0,086)
DR % NS NS NS NS NS NS r=-0,52
TAI (p 0,099)
Tot NS NS NS NS NS NS NS
mot
Prog NS NS NS NS NS r=0,59 NS
mot (p0,072)
Konc r=-049 r=0,51 r=056 r=-059 r=0,62 NS NS
(p0,088) (p0,077) (p0,038) (p0,025) (p0,017)
Morf NS NS NS NS NS NS r=-0,49
(p 0,089)

Tabell 10. Vateperoxidparametrar jamfort med kromatinstabilitetsparametrar vid tid 0.
Korrelation for % DFI sags och anges i tabellen. Har ej tagit med Levande H,O,+, %
Levande H,0,+, Déda H,0,+, Déda H,0, - M, % Doéda H,0, + M da inget samband
sags.

Levande Ddda Levande Levande % Doda
H202 - H202 - H202 - M H202 + M Levande H202 + M
H,O,+ M
% DFI r=-0,54 NS NS r=-0,60 r=-0,71 r=-0,57
(p 0,04) (p 0,04) (p 0,02) (p 0,06)
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Tabell 11. Vateperoxidparametrar jamfort med ROS vid tid Oh.

Levande Levande Ddda Doda Levande Levande Doda
H202 = H202 + H202 = H202 + HZOZ' H202 + HZOZ +
M M M
ROS r=056 r=-0,56 NS NS NS NS NS
- (p (p
0,039) 0,048)
ROS r=0,64 NS NS NS NS NS NS
+ (p
0,020)
ROS r=-0,83 NS r=0,82 r=0,60 NS r=-064 r=0,74
Déda (p (¢ (p (P (¢
0,0003) 0,0002) 0,041) 0,025) 0,0096)
ROS NS NS NS NS r=060 r=-0,58 r=0,62
-M (P (P (P
0,024) 0,049) 0,042)
ROS NS NS NS r=-0,66 NS r=0,72 r=-0,89
+M (p 0,02) (P (P
0,009) 0,0002)
ROS r=-0,83 NS r=063 r=0,69 NS r=-0,65 r=-092
Déda (p (p (¢ (P (P
M 0,0003) 0,012) 0,013) 0,021) <,0001)
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Figur 11. Hur stor andel av ROS som ar vateperoxid vid tid Oh visas i figuren. Vardet for
vateperoxid togs fram genom att addera parametrarna Déda H,O, + och Levande
H,O,+. De atta hingstar som ar representerade i figuren hade véarden for Levande H,O,
som inte hade en betydlig variation mellan de olika transportspermadoserna, vilket gor
dessa medelvarden mest tillforlitliga.

DISKUSSION

De flesta studier som har gjorts pa ROS i sperma har utfort pa fryst och tinad
sperma, trots att de flesta inseminationer gors med transportsperma. Det gor det
svart att hitta liknande studieresultat att jamfora resultatet fran denna studie med. |
arbetet har korrelationer som inte visat statistisk signifikans tagits med i resultaten
for att visa att det finns indikation pa samband. Bedomning av spermiekvalitet &r
mycket komplext och da &r det viktigt att aven ta hansyn till analysresultat som
inte &r statistiskt signifikanta.

Kvaliteten pa de olika ejakulaten varierar hos den enskilda hingsten, somliga
spermadoser har samre kvalitet medan andra har battre. Variationen ar del av
verkligheten vilket gor det mojligt att inkludera den totala draktighetsprocenten i
studien. Viktigt att ha i atanke ar att stoets draktighetsformaga inte bara beror pa
spermiekvaliteten, utan det &r manga olika faktorer som spelar in.
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Figur 12. Oversikt 6ver hur de olika parametrarna ar kopplade till varandra, observera
att koncentrationen har uteslutit ur figuren.
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Figur 12 ger en 6versikt dver de resultat som kom fram under arbetets gang. Att
onormalt kromatin och motilitet paverkade draktighetsresultatet ar sedan tidigare
kant och det var forvantade resultat. Motiliteten, framst den progressiva
motiliteten, ar den vanligaste metoden som anvands for att kvalitetsbedéma
sperma. De 6vriga resultaten samt resultaten for koncentration diskuteras vidare i
nedanstaende text.

Tanken med att anvanda induceraren menadione var fran borjan att undersoka
spermiernas formaga att bilda ROS och darmed fa mer tillforlitliga reslutat for
grundproduktionen av ROS. Med andra ord om en ldg ROS produktion var
verkligt 1ag eller om den var lag for att spermierna inte hade formaga att
producera ROS. Vid tillsats av menadione sags hos samtliga hingstar, utom hingst
nummer 10, att halterna ROS var hogre i Oh an i 2h proven (se figur 6).
Spermierna &r initialt mer mottagliga att induceras till ROS produktion, vid
inkubation i 2h dr grundproduktionen ROS hdgre och spermierna har inte
formagan att generera annu mer ROS vid stimulering. Det &r viktigt att tanka pa
att ROS produktion med induktionshjélp &r tidsberoende om man i framtida
studier vill studera hur héga ROS halter (med induktionshjalp) paverkar
exempelvis motilitet.

Efter hand som korrelationer gjorts har det visats att det finns flera signifikanta
samband med parametrar i de inducerade proven medan samma samband inte sags
med de icke inducerade proven. Ett viktigt sadant exempel ar det positiva
sambandet mellan total motilitet och ROS+ M vid Oh. Det kan finnas flera
forklaringar till detta, en &r att spermier med hdg motilitet har hogre metabolism
vilken gor dem mer mottagliga till att stimulera ROS produktion. Ytterligare en
forklaring som skulle kunna klargéra sambandet &r ju hogre grundproduktion
ROS en spermie har desto mindre 6kning av ROS sker med induktion. Omvént
blir det en hogre o©kning av ROS med inducerare om spermien har lag
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grundproduktion av ROS (se figur 5). Desto hogre skillnad mellan
grundproduktion ROS och inducerad ROS produktion &n hogre motilitet, vilket
visas i figur 6. Lag grundproduktion av ROS vid Oh har positiv inverkan pa
motiliteten. | tvatimmarsproven ses inga liknande samband, daremot finns en
positiv korrelation mellan motilitet och ROS+. Detta kanske kan bero pa att
spermier med hdg motilitet har hog flagellaktivitet som bildar intracellulara nivaer
av ROS (Gadella et al, 2001). Spermierna utsatts for oxidativ stress under
inkubation vilket tillsammans med den fysiologiska intracellulara ROS
produktionen vid flagellaktivitet kan ge sa héga ROS varden att det ses som ett
positiv samband mellan motilitet och ROS+.

Samma tankesétt kan anvéndas till att forklara sambandet det starka sambandet
mellan total motilitet och % levande H,0, + med menadione vid Oh (se tabell 8).
Det blir daremot lite mer komplicerat nér véateperoxidparametrarna ska analyseras
eftersom det inte var mojligt att fa enbart en vateperoxidhalt s& som var mojligt
med ROS parametrarna. Det ar darfor svart att siaga om korrelation med
vateperoxidparametrar beror pa om det ar doda/levande spermier eller
vateperoxidhalt. Ett exempel pa det ar den positiva korrelationen mellan ROS
Ddda Oh och Doda H,0, — Oh (se tabell 11), dar sambandet uppstatt eftersom bada
innefattar doda spermier. | tabell 10 jamfors kromatinstabilitet med véteperoxid,
tabellen ar ett bra exempel pa svartolkade resultat. | tabellen ses negativt samband
mellan alla méjliga kombinationer inom gruppen vateperoxidparametrar.

De studier som har gjorts pa motilitet och inducerad ROS produktion har
undersokt motiliteten i de prover som har inducerats. En sadan studie fran 2000
undersokte hur farsk hingstsperma paverkades av tillsats av ROS inducerare. Efter
inkubation i 30 minuter sags en signifikant minskning av % total motilitet och
progressiv motilitet i ndarvaro av inducerare jamfort med kontroller (Baumber et
al, 2000). Guthrie et al (2008) visade att tillsats av menadione samt véteperoxid i
galtsperma minskade motiliteten med 90 % efter 60 minuters inkubation. Med hog
sannolikhet hade sambanden sett annorlunda ut i var studie om korrelation mellan
ROS och motilitet efter inkubation samt induktion utforts. Dock kan resultaten
fran studien koppla ihop ett ejakulats grundegenskaper (t.ex. motiliteten) med dess
formaga att bilda ROS och stimuleras till ROS produktion.

Ett intressant samband mellan motiliteten och draktighetsresultaten var att DR%
TAI hade starkare koppling till total motilitet an progressiv. motilitet. Den
progressiva motiliteten &ar ju framst den parameter som undersoks och utvarderas
vid kvalitetskontroll av sperma. Resultatet visar att en storre vikt bor laggas pa
den totala motiliteten framst vid transportsperma. Det kan tyda pa att det kan vara
indikerat att 6ka totala antalet motila spermier i transportspermadoserna. Ett annat
alternativ kan vara att tillsatta mer antioxidanter till exempel katalas for att
motverka motilitetsminskning (Baumber et al., 2000, Guthrie & Welch, 2006,
Griveau et al., 1995).
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Aven negativ korrelation mellan kromatinstabilitet och inducerad ROS produktion
vid Oh sdgs. Sambandet kan mojligtvis forklaras pa liknande satt som med
motiliteten. Ett lagt % DFI varde betyder att spermierna har bra kromatinstabilitet
(hog kvalitet), vilket kan tolkas som att de har lattare till att stimuleras till ROS
produktion. En liknande forklaring kan vara att spermier med lagt % DFI har en
lag grundproduktion av ROS och darmed kan stimuleras till hogre ROS
produktion.

Koncentrationen kan ha hogre koppling till kvaliteten pa sperman an vad man
tidigare trott. Som tidigare ndmnts justeras antalet progressivt motila spermier i
transportproverna vilket leder till varierande koncentration av spermier beroende
pa hur motila de ar. Om en hingst endast har 40 % progressivt motila spermier
maste transportsperman ha en hogre koncentration spermier an den hingst som har
70 % motila spermier for att nd en miljard motila spermier i insemineringsdosen.
Nér ett ejakulat kraver hogre spermiekoncentration har det samre progressiv
motilitet och darmed lagre draktighetsprocent. Korrelationerna mellan dessa tre
parametrar ses i tabell 4. Det fanns negativa samband mellan Levande H,0, —
(frémst i de inducerade proven) och koncentration vid 2h samt positiva samband
mellan Levande H,O; + (frdmst i de inducerade proven) och koncentration vid 2h.
Resultaten visar att ju hogre koncentration desto hégre inducerad ROS och
vateperoxid produktion (2h). Detta beror troligen pa att ett prov med hogre
spermiekoncentration har fler déende eller defekta spermier som har storre
kapacitet att stimuleras till att bilda ROS och véteperoxid. Vid tid Oh fanns dock
ett positivt samband mellan koncentrationen och halten spermier som inte bildat
ROS med inducerare. Sambanden tyder pa att effekten av induceraren é&r
tidsberoende. Det finns inga studier gjorda som bekréftar sambandet mellan
koncentration och induktion av ROS.

Som finns beskrivet i litteraturéversikten ar det vateperoxid som ger flest negativa
effekter pa spermierna. Resultaten for vateperoxidparametrarna visade stor
variation mellan olika prover frdn samma hingst. Vardena korrigerades for att fa
ett s& sant medelvéarde som mojligt, vilket resulterade i att flera hingstar inte fick
nagot medelvarde for flera av vateperoxidparametrarna. Figur 11 visar hur stor
andel av ROS + som é&r véteperoxid vid Oh. I figuren ses en stor variation mellan
hingstar och kanske kan ytterligare studier med utokat material underséka om
hingstar med hogre halt vateperoxidproduktion relativt till superoxid har sdmre
spermiemotilitet.

En viktig komponent i forhindrande av produktion av ROS dr komponenterna i
seminalplasman. Som tidigare nd&mnts skadar seminalplasman spermierna och
spadningsvatska tillsatts for att forhindra skadan (Sodergvist 2004). Risk och
nytta med att tillsatta spadningsvatska kan diskuteras om det ses ifran ett ROS
perspektiv. Om spadningsvatska tillsatts minskar proportionen seminalplasma och
antalet spermier per ml minskar. Nar spermier dér hamnar ROS extracellulért och
da finns det inte lika hog koncentration av antioxidanter eller skyddande
enzymsystem som kan oskadliggéra ROS. Det finns studier som visar att
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spermiernas motilitet minskar vid total avsaknad av seminalplasma (Jasko et al,
1992). Detta talar for att det maste vara bra balansgang mellan halt seminalplasma
och mangd spadningsvatska.

Vid tolkningen av resultaten &r det viktigt att inte glomma bort att spermierna
vistats i en pafrestande miljo under inkubation, utan tillgang till spadningsvatska
och seminalplasma dar skyddande faktorer (enzymsystem och antioxidanter)
finns. Man ska dven ha i atanke att proverna som analyserades for motilitet,
kromatinstabilitet och morfologi inte inkuberades.

SLUTSATS

Att bedoma kvaliteten pa sperma ar svart och flera olika faktorer spelar in. |
arbetet visas att det &r fler faktorer & vad man tidigare trott som samspelar och
paverkar spermakvaliteten. Statistiken visar att det finns flera samband med
statistisk signifikans mellan de olika variablerna och detta kan vara till stor hjélp i
framtida avelsarbete. Mer forskning beh6vs pa omradet, men resultaten tyder pa
att man med hjalp av flera av de undersokta parametrarna kan forutspa en hingst
draktighetsprocent.
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