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Abstract

Semen is a mixture of spermatozoa and seminal plasma, where the ratio and the sperm content
differ between the ejaculate fractions as well as the animal and species. The seminal plasma is
produced in the testes, epididymes and the accessory glands. It influences the spermatozoa
and the environment in the male and female reproductive tract. For example the immune
system, in the female’s genital tract, is affected by seminal plasma, spermatozoa and extender.
The seminal plasma benefits the spermatozoa during copulation but is, in some species,
injurious when used in storage extender. The contents of the semen differs among its
fractions, the protein concentration is at its lowest in the pre-sperm fraction but reaches its
peak in the following, sperm-rich, fraction. As the use of artificial insemination (Al) gets
more widespread the knowledge needs to be increased about the components of seminal
plasma and the needs of the spermatozoa. The possibility to use Al differs due to the anatomic
conditions of the species and also the composition of the seminal plasma. The quality of the
thawed spermatozoa depends on the seminal plasma concentration during storage, which
should be as low as possible, as well as which part of the ejaculate that is used. More studies
about the effects of storage extender and seminal plasma on the spermatozoa during storage
should be done.

Sammanfattning

Sperma bestar av spermier och seminalplasma, vars forhallande liksom spermans innehall
varierar mellan ejakulatets fraktioner, individer och djurslag. Seminalplasma bildas i hanens
testiklar, bitestiklar och accessoriska konskortlar och paverkar spermierna samt miljon i
hanens och honans reproduktionsorgan. Bland annat paverkas immunforsvaret i honans
kdnsorgan av seminalplasma, spermier och spadningsmedium. Vid naturlig betdckning
gynnas spermierna av seminalplasmans narvaro men under lagring har denna, for vissa arter,
aven en negativ inverkan. Spermans koncentrationer av olika &mnen skiljer sig mellan
ejakulatets fraktioner, d&r den totala proteinkoncentrationen ar lagst i forsta delen, innan
spermier finns, och hogst i den efterféljande fraktionen, som &ven ar den mest spermierika.
Ett okat anvandande av artificiell insemination (Al) kraver en djupare forstaelse for
spermiernas behov och seminalplasmans roll i detta. Forutsattningar for Al skiljer sig mellan
djurslag beroende pa djurens olika anatomi och arternas olika sammansittning av
seminalplasma. Vid lagring paverkar seminalplasmans halt spermierna, generellt bor halten
vara sa lag som majligt, dessutom paverkar vilken av ejakulatets fraktioner som anvands pa
olika satt. Vidare forskning pa lagringsmedier, seminalplasmans komponenter och hur dessa
paverkar spermier vid lagring bor bedrivas.

Introduktion

| samband med ejakulation blandas spermierna med sekret (seminalplasma) (Rodriguez-
Martinez, et al., 2009) fran testiklarna, bitestiklarna samt de accessoriska konskortlarna
(Kareskoski et al., 2010). Till de accessoriska kdnskortlarna hor ampullan, sadesblasan,
prostatan samt bulbourethralkértlarna (Kareskoski, 2011). Seminalplasman bestar av
proteiner, enzymer, hormoner, joner, lipider och kolhydrater. Organens sekretion sker i en
bestdmd ordning vilket gor att kompositionen varierar mellan utlésningens olika fraktioner.
Seminalplasman paverkar spermiernas 6verlevnad och funktion positivt vid betackning, men



tycks verka negativt pa spermierna vid lagring (Kareskoski et al., 2010). De accessoriska
konskortlarnas sekret &r basiskt och paverkar miljon i hanens urinrér samt honans kénsorgan.
Pa detta vis 0kas spermiernas dverlevnadsformaga (Sjaastad et al., 2003), rérelseformaga och
fertilitet, vilket paverkar morfologi samt akrosomfunktion (Yue et al., 2009). Ejakulatets
forsta del innehaller granulocyter, framst neutrofiler vilka ar en del av det ospecifika
immunforsvaret, och darmed renas uterus pa patogener infor spermiernas intrade (Rodriguez-
Martinez, et al., 2009). Seminalplasmans fysiologiska roll & dock inte helt kartlagd
(Kareskoski & Katila, 2008). Spermiernas vitalitet under och efter frysférvaring kan bland
annat matas med hjéalp av dessas rorlighet (Rodriguez-Martinez, et al., 2008). Spermien
erhaller sin rorelseenergi fran fruktos, som ar dess framsta energikalla, via adenosintrifosfat
(ATP) (Sjaastad et al., 2003).

Artificiell  insemination (Al) & en ofta anvand reproduktionsmetod inom
animalieproduktionen. Metoden &r beroende av att sperma forvaras pa ett satt som minimerar
eventuella skador pa spermierna. Al 6ppnar méjligheter for en effektivare djurhallning, bland
annat da lantbrukarna inte behdver halla handjur for avel pa den egna garden och da
avelsframstegen kan bli storre. Att inte halla handjur minskar lantbrukarens arbetsbelastning,
sakerhetsrisker och kostnader. For att bibehalla mojligheterna att anvanda och vidareutveckla
tekniken bor kunskapen fordjupas om seminalplasmans paverkan pa spermier och fertilitet.

Denna litteraturstudie sammanfattar och diskuterar seminalplasmans bestandsdelar och hur
den paverkar spermiens éverlevnad vid lagring.

Lagring av spermier

Vid lagring av spermier anvands vanligen frysforvaring eller kylférvaring (Rodriguez-
Martinez, et al., 2009). Vilket medium som bor anvandas beror pd om och hur mycket
seminalplasma provet innehdller (Kareskoski, 2011). Uppsamling av sperma bor ske pa ett
satt som ger djuret minsta majliga sexuella stimulans for att fa ett ejakulat med hogre andel
spermier, 1ag koncentration av seminalplasma och farre bakterier. Kyllagring ar ett vanligt satt
att forvara hastsperma som har optimal lagringstemperatur pd 5 °C. Vanligen anvands da
mjolkbaserade medium vilket ger en jamnare och mer palitlig kvalitet pa spermierna, jamfort
med andra medium (Aurich, 2008). Frysningsmedium innehaller &ggula, buffert, salter,
antibiotika och kolhydrater sdsom glukos, laktos, raffinos, sackaros and trehalos (Barbas &
Mascarenhas, 2009). Vid sjalva frysningen anvands flytande kvave som har en temperatur pa
-196°C. Spermiernas frysbarhet varierar mellan arter, raser och individer (Haugan et al., 2007)
och paverkar spermiernas kvalitet vid befruktning. Den individuella skillnaden &r mest
pataglig bland getter (Barbas & Mascarenhas, 2009). Fryslagring erbjuder, till skillnad fran
kyllagring, internationell spridning av genetiskt material utan att djur behover transporteras,
forlangd lagringstid vilket gynnar bevarandet av genetiskt material samt 6kar mojligheterna
att testa sperman for patogener innan insemination (Rodriguez-Martinez, et al., 2009) och
darigenom Oka biosdkerheten bland besattningarna (Garcia et al., 2010).

Den vanligaste fryslagringen ar langsam jamviktsfrysning (slow equilibrium freezing), dar det
ar viktigt att frysningen varken ar for snabb eller langsam. Om processen gar for fort kommer
inte vattnet att ga ur spermierna tillrackligt snabbt for att en jamvikt ska uppnas, och
spermierna riskerar da att frysa intracellulart, vilket ar letalt. Om processen istallet gar for
langsamt kan spermierna skadas av en dehydrering. Tva andra vanliga tekniker vid fryslagring
ar frystorkning av spermier och vitrifikation (Dinnyes et al., 2007). Frystorkning innebér att
sperman fryses varpa trycket sanks, darmed sublimerar sperman vilket innebér att vattnet
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overgar i gasform och kondenserar. Proceduren upprepas tills sperman &r fri fran vatten (Tang
& Pikal, 2004). Spermierna ar konventionellt sett doda efter en frystorkning da dessa sjalva
varken kan rora sig eller befrukta ett 4gg. Daremot, om en av dessa spermier injiceras direkt i
oocyten kan denna ge upphov till avkomma. Férdelarna med denna teknik ar att férvaringen
ar billig da spermierna kan forvaras i rumstemperatur eller kylskap, vilket dven underlattar
transport av spermierna. Risken ar dock, precis som vid jamviktsfrysning, att spermierna
skadas i samband med nedfrysningen. | och med frysning 6vergar spermiernas membran fran
att vara i en biologiskt aktiv flytande fas till att bli i gelfas. Vitrifikation av sperma &r en sorts
frysforvaring utan att iskristaller bildas, materialet omvandlas istéllet till ett glaslikt tillstand.
Detta mojliggdrs genom att blanda sperman med hdga koncentrationer CPA (cryoprotective
agent) och att blandningen sedan snabbt kyls ner. CPA ar ett sockerbaserat medium, till
exempel glycerol, etylenglykol eller propylenglykol, som skyddar spermierna fran frysskador
men kan skada spermierna vid for hdga koncentrationer. Det anvéands bade vid vitrifikation
och vid den langsamma jamviktsfrysningen. Innan inseminering, med frysforvarade spermier,
tas detta medium bort och spermierna rehydreras. Spermiernas membran gar da igenom &nnu
en fasomvandling. Vitrifikation kraver ingen dyr utrustning och gar snabbare, jamfort med
ovriga frysmetoder. Resultatet av metoden paverkas dock av cellernas storlek, da stora
spermiehuvuden forsamrar frysningen, samt cellernas halter av makromolekyler (Dinnyes et
al., 2007).

Ejakulatets fraktioner

Spermans koncentrationer av olika amnen skiljer sig mellan ejakulatets fraktioner,
(Rodriguez-Martinez et al.,, 2009; Kareskoski et al., 2011) dar den totala
proteinkoncentrationen ar lagst i forsta delen, innan spermier finns, och hdgst i den
efterfoljande fraktionen, som &ven ar den mest spermierika (Koskinen et al., 2002). Ejakulatet
fran gris har stor volym (Rodriguez-Martinez et al., 2010) och kan delas upp i tre
huvudfraktioner, som &r enkla att urskilja; forsats, spermierik fraktion och den efter-
spermierika fraktionen. Grisens forsats bestar av sekret fran kortlar i anslutning till urinroret,
bulbourethralkértlarna och prostata (Rodriguez-Martinez et al., 2009). Forsatsen ar vattnig
och innehaller, tillskillnad fran resten av ejakulatet, inga spermier. Den spermierika delen kan
delas upp i ytterligare tva delar, den forsta som &r rik pa vatska, vari spermierna simmar, fran
bitestikeln och den andra fran sadesblasan vars sekret har en hogre proteinkoncentration. Den
delen av ejakulatet som kommer efter den spermierika fraktionen har ag
spermiekoncentration, men innehaller mer vatska fran sadesbldsan, prostata och é&ven
bulbourethralkortlarna &n 6vriga ejakulatet (Siqueira et al., 2011).

Hingstens ejakulat bestar av sex till nio fraktioner, dar 70 % av spermierna finns i de tre
forsta. | samband med en ejakulation bérjar bulbourethralkortlarna att producera sekret, det ar
denna véatska som formar forsatsen (Kareskoski & Katila, 2008). Hingstspermans forsta
fraktion innehaller framst amnen fran bitestikeln och ampullan, méjligen aven fran prostata.
Innan ejakulationen startar kommer ampullan och prostatan att producera sekret, detta sker i
samband med att spermier och seminalplasma utséndras i urinréret (Kareskoski et al., 2011).
Sédesblasans tomning inleds i samband med att prostatan avbrutit sin produktion, detta utgor
den sista fraktionen och slutet av ejakulationen. Sekretion fran bulbourethralkortlarna under
ejakulationen har inte kunnat pavisas (Kareskoski & Katila, 2008).



Seminalplasmans komponenter
Proteiner

Vid ejakulation binder proteiner fran de accessoriska konskortlarna till spermierna
(Gwathmey et al., 2006), manga proteiner ar dven bundna till olika typer av sackarider
(Liberda et al., 2002). Seminalplasma innehaller naturligt hoga koncentrationer av protein
(Dinnyes et al., 2007) vilka samspelar med spermiens yta och med olika &mnen, bland annat
sura polysackarider av heparintyp (Liberda et al., 2001). For de flesta domesticerade djur
liknar proteinerna i seminalplasma de i blodplasman, detta galler for till exempel albumin,
transferrin, o-, B- och y-globuliner samt immunoglobuliner (Kareskoski, 2011). Grisens
ejakulat bestar till stor del av proteiner varav 80-90 % bildats i sadesblasan. Dessa bestar
huvudsakligen av spermadhesiner. Spermadhesiner ar glykoproteiner med manga olika
uppgifter, bland annat binder dessa till heparin men de &r dven viktiga vid stabilisering av
spermiemembranen, kapacitering och i interaktionen mellan spermie och agg (Rodriguez-
Martinez et al., 2010). Heparinbindande proteiner med lag molekylvikt utgér den storsta delen
av proteininnehallet i sdval sperma fran tjur som galt och hingst. Dessa proteiner tycks dock
vara obeslaktade, strukturellt sett, mellan arter vilket tyder pa att de heparinbindande
proteinerna som verkar vid kapacitering ar artspecifika. Det finns &ven proteiner i lagre
koncentrationer, kopplade till spermiens bindning till &ggcellen, vilka &r strukturellt
konserverade mellan daggdjursarter (Calvete et al., 1994).

Proteinerna i hingstsperma delas ofta upp i tre grupper; proteiner med tva eller fyra
fibronektin typ Il moduler (Fn-2 proteiner), cysteinrika sekretoriska proteiner (CRISP) samt
spermadhesiner. Hos manga arter, inklusive hast, ar Fn-2-proteiner de mest forekommande.
Vanligen bildas de sma proteinerna, med enbart tva Fn-moduler, i ampullan medan de storre
bildas i bitestikeln (Kareskoski & Katila, 2008). | samband med ejakulation binder Fn-2-
proteinerna till spermiemembranens fosfolipider vilket &ndrar membranets struktur. Hingstars
seminalplasma-proteiner (HSP) kan vidare delas in i atta typgrupper. De flesta proteintyperna
ar av lag molekylvikt, 14-30 kDa, och bildar tillsammans storre proteinaggregat. Fn-2-
proteinerna HSP-1 och HSP-2 utgdr tillsammans 70-80% av alla proteiner, binder till heparin
och tros spela en roll i kapaciteringen (Kareskoski, 2011). Brandon et al. (1999) delade upp
héastens seminalproteiner (SP) i 14 grupper och fann att SP-1, SP-2, SP-3 samt SP-4 &r
kopplade till avelsmeriter hos hast. Baserat pa molekylvikt foreslog Brandon et al (1999) att
SP-3 och SP-4 kan vara samma proteiner som HSP-1 och HSP-2. HSP-3 ingar i gruppen
CRISP vilket framst bildas i ampulla och sadesblasa. CRISP tycks skydda levande spermier
mot bindning till granulocyter och hjalper dven spermierna att Overleva och rora sig i
aggledaren. HSP-7 dr det enda identifierade spermadhesinet i hingstsperma och har en viktig
roll i spermiens bindning med &ggcellens zona pellucida. | galtens sperma finns tva icke-
heparinbindande spermadhesin, seminalplasmaproteinerna I och 11, vilka har positiv effekt pa
utspadda spermiers livsduglighet beroende pa dos och tid. Dessa proteiner har inte visats ha
nagon paverkan pa spermiernas Gverlevnad efter upptining (Kareskoski, 2011) men hos gris
sanker dessa spermiers férmaga att penetrera aggceller in vitro (Caballero et al., 2004).

De tre vanligaste bovina seminalplasmaproteiner (BSP) ar PDC-109, BSP-A3 och BSP-30-
kDa. De &r sma sura proteiner med en molekylvikt pa 15-16 kDa for PDC-109 och BSP-A3
samt 28-30 kDa for BSP-30-kDa (Gwathmey et al., 2006). Proteinet PDC-109 i tjursperma
m0ojliggor spermiens bindning till dggledarens epitel och ansvarar darigenom for bildningen
av spermiereservoaren (Gwathmey et al., 2006; Liberda et al., 2002) samt spermiens mognad
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genom att avlagsna lipider fran cellmembranet, framst kolesterol och fosfatidylkolin (Tannert
et al., 2007). Gwathmey et al. (2006) har visat att &ven BSP-A3 och BSP-30-kDa bidrar till
spermiernas bindning till aggledarens cellmembran.

Vissa proteiner har en tydligare koppling till fertilitet &n andra. Det har till exempel visats att
tjurar med hog fertilitet har hoga halter av osteopontin, producerad i ampulla och sadesblasan,
samt hogre halt prostaglandin-D,-syntas fran testiklar och bitestikeln (Kareskoski & Katila,
2008).

Enzymer

Aktivitet av surt fosfatas (ACP), basiskt fosfatas (AP), aspartataminotransferas (AST) och y-
glutamyl transferas (GGT) i seminalplasma ar negativt korrelerade med spermavolym och
positivt korrelerade med spermakoncentration. Detta tyder pa att dessa enzymer producerats i
testiklarna och bitestikeln, dar AP dven har hogst aktivitet. Hogst koncentration av AP och
ACP finns i den spermierika delen av ejakulatet. AP kan bland annat anvéndas till att
upptacka om det blivit nagon form av avbrott i ejakulatets bildning (Kareskoski & Katila,
2008). Hos galt finns aktivt AP i sekretet fran sadesblasan, enzymet finns dven hos not dar
aktiviteten ar sasongsbunden. AP-aktivitet har dessutom hittats i flertalet daggdjurs
prostatavatska dar aven hoga halter ACP har hittats hos hund, apa och manniska men laga
halter hos noét. Genom att mata ACP-koncentrationen i en hunds ejakulat kan prostatans
funktion varderas (Kareskoski, 2011). Aktivitet och koncentration av AST paverkar
spermiernas frysbarhet (Kareskoski & Katila, 2008).

Laktatdehydrogenas (LDH) é&r starkt korrelerad med spermavolym, spermiekoncentration,
andelen levande spermier samt patomorfologi. Enzymet har antagits ha en stor paverkan pa
spermiens funktioner och metabolism. LDH och GGT paverkar dven spermiernas totala samt
framatriktade rorelse (Kareskoski & Katila, 2008).

Prostaglandiner och cytokiner

Prostaglandin E (PGE) tros produceras i sadesblasan (Shore et al., 2003) och séanker
immunfdrsvaret i honans vagina och ékar darmed spermiernas chanser att dverleva (Denison
et al., 1999). Shore et al. (2003) har konstaterat att tjurar med lag spermiemotilitet och
kryptorkism har sperma med lagre PGE-koncentration. Forsoket visade dven att sperma fran
tjurar med ensidig kryptorkism och sperma som kasserats pa grund av kryptorkism innehaller
lagre halter testosteron och hogre halter 6strogen jamfort med normala tjurar. Djur vars
spermier hade god rorlighet hade dven signifikant hogre PGE-koncentration i sperman &n hos
de med lagre rorlighet. Dock fann forskargruppen ingen korrelation mellan PGE och
spermiekoncentration, volym eller livsduglighet (Shore et al., 2003).

Delar av immunforsvaret i honans konsorgan, till exempel rekryteringen av neutrofiler,
hdmmas av seminalplasma men aktiveras av spermier och spadningsmedium.
Tillvéxtfaktorerna, transforming growth factor, (TGF)-p1 och TGF-B2 &r tva cytokiner som
finns i galtens seminalplasma och tycks reglera honans immunsvar i livmodern mot de hanliga
patogenerna (Jiwakanon et al., 2011). Vera et al. (2003) fann att cytokiner paverkar
spermiekvaliteten hos tjur och att halten av cytokinet interleukin (IL)-10 hos en individ &r
korrelerat med spermiernas rorlighet. | ett annat forsok observerade Denison et al. (1999) att
seminalplasma och dess prostaglandiner stimulerar frisattningen av den proinflammatoriska



cytokinen IL-8. D&remot inhiberades IL-8-sekretionen av sperma i in vitro-odling av perifert
blod, medan mangden av det anti-inflammatoriska cytokinet IL-10 6kar. Detta skulle kunna
forklaras av att 1L-10-utsondringen, i blodkulturen, stimuleras av seminalplasma och eftersom
inhiberingen av IL-8- och IL-10-frisattningen motsvarar varandra kan detta vara orsaken till
den mindre mangden IL-8 (Denison et al., 1999). Ett liknande forhallande har hittats pa tjur,
dar méngderna IL-6 och IL-10 &r negativt korrelerade (Vera et al., 2003). Madej et al. (2011)
inkuberade i ett forsok endometriala stromaceller i olika volymer av seminalplasma fran gris
under tre timmar. FoOrsoket visade en okning i produktionen av IL-6, oavsett mangd
seminalplasma i provet. Vidare fann forskargruppen att epitelceller fran bovint endometrium
som inkuberats i seminalplasma under tre timmar Okade IL-6-frisattningen, dock var denna
okning lagre efter 24 timmars inkubering (Madej et al., 2011).

D-fruktos

Seminalplasma fran flertalet arter, bland andra nét, innehaller D-fruktos inte bara som
energikalla utan det paverkar aven befruktningsprocessen. Det har visats pd manniska att D-
fruktos inhiberar proteaset akrosin och blockerar fullstandigt spermiernas penetration genom
aggets cellmembran. Monosackarider, sasom D-fruktos, har dessutom en méjlig funktion vid
interaktionen mellan plasmaproteiner och polysackarider i tjursperma (Liberda et al., 2001).

Elektrolyter och sparamnen

Méngden oorganiska &mnen i seminalplasma skiljer sig mellan de olika fraktionerna.
Magnesium, kalcium och oorganiskt fosfat har hodgst koncentration i hingstspermans
spermierika delar fran bitestiklar och ampulla. Ejakulatets volym &r positivt korrelerat med
forekomst av kalcium, bade det totala och det joniserade, vilket tyder pa att det framst ar de
accessoriska konskdortlarna som tillfor kalcium till seminalplasman (Kareskoski & Katila,
2008). Pa far ar antalet levande spermier i ejakulatet positivt korrelerat med kalium- och
kalciumhalten och negativt korrelerat med fosforshalten (Abdel-Rahman et al., 2000). |
hingstsperma ar 60-75 % kalcium joniserat, vilket skiljer sig fran forhallandet hos manniskan
dar endast 2-4 % av allt seminalt kalcium &r i joniserad form. Kalcium &r en av de mest
undersokta bestandsdelarna i seminalplasma, da grundamnet ingar i manga fysiologiska
reaktioner i reproduktionssteg. Bland annat reglerar extracellulart kalcium spermiernas
kapacitering genom att minska méngden tillgdngligt ATP intracellulart. Kalcium ar dven
viktigt for hyperaktiveringen av spermierna och de akrosomala reaktionerna (Kareskoski,
2011).

Koncentrationerna av jarn, zink och koppar ér, till skillnad fran kalcium, negativt korrelerade
med ejakulatvolym och spermiekoncentration (Kareskoski & Katila, 2008). Det har visats att
hingstspermans innehall av koppar och jarn skiljer sig mellan normala spermaprover och de
med sankt spermiekvalitet (Pesch, 2005). Forsatsen innehaller hogre andelar natrium och klor
an ovriga fraktioner, nagot som tros kunna paverka spermiernas lagringsformaga. Det finns
aven en individuell variation i koncentrationerna av kalcium, magnesium och koppar, dock
har inga skillnader i zinkférekomst hittats. Variationerna har inte kunnat forklara spermiernas
rorlighet efter frysning f6ljt av upptining (Kareskoski & Katila, 2008). Zink paverkar bland
annat spermiernas kromatin och rorlighet (Kareskoski, 2011).

Hos hast och not &r jarn- och zinknivaerna positivt korrelerade. Halter av olika grundamnen i
seminalplasma varierar dock mellan arter. Till exempel har gris hogre zinkhalt 4n bade not



och hast, men koppar- och jarnhalterna i fars seminalplasma ar hogre an hos hast och gris.
Kalcium och magnesium &r negativt korrelerade med spermiekoncentration hos hést, men
positiv hos far (Kareskoski, 2011).

Seminalplasmans effekt pa spermien efter ejakulation

De olika fraktionerna i seminalplasman paverkar spermiernas Overlevnad pa olika satt
(Rodriguez-Martinez et al., 2008). Innehallet i seminalplasman beror delvis pa var i honan
sperman deponeras vid betackning, vilket sker i livmodern pa hast och gris men i kons vagina.
Detta gor att olika krav stélls pa hingst- och galt- respektive tjursperma, for att spermierna ska
kunna ta sig till befruktningsplatsen. Hos de arter dar sperman lamnas i vagina innehaller
seminalplasman komponenter som hjalper spermierna att ta sig forbi cervix. Hos de arter som
lamnar sin sperma direkt i livmodern reducerar seminalplasman kemotaxis, fagocytos och
komplementaktivering. Det finns dven dmnen i seminalplasman som paverkar spermiernas
funktion i dggledarna och som tar spermierna genom utherotubal junction, vilket krdvs oavsett
vart spermierna deponerats och darfér binder dessa till spermierna pa liknande sétt oavsett art
(Alghamdi et al., 2009). Aven foder paverkar seminalplasmans komponenter och spermiernas
livslangd, hogt intag av antioxidanter och flerométtade fettsyror okar spermiekvalitén for ett
flertal arter (Aurich, 2008). Spermiernas formaga att behalla sitt DNA intakt under
miljomassig, intern saval som extern, stress varierar stort mellan olika arter (Mukhopadhyay
etal., 2011).

Gris

Mer an 99 % av all Al pa gris i véarlden gors med flytande sperma (Rodriguez-Martinez et al.,
2009) i en temperatur pa 15 °C (Aurich, 2008). Fryst sperma ar ovanligt eftersom endast cirka
40 % av galtspermierna 6verlever och de dverlevande har en forkortad livslangd (Rodriguez-
Martinez et al., 2009). Detta i sin tur leder till mindre kullstorlekar och att en mindre andel av
de betdckta suggorna grisar an vid anvandning av flytande sperma (Garcia et al., 2010).
Fryslagringens fordelar har gjort avelsforetagen mer intresserade av att utveckla denna teknik
aven for gris (Rodriguez-Martinez et al., 2009).

Vid naturlig parning blandas spermier med seminalplasma i begransad utstrackning da det
mesta av seminalplasman ejakuleras efter spermierna. Spermier fran den spermierika delen av
ejakulatet kan forvaras i rumstemperatur i upp till 20 timmar utan att sénka spermiernas
frysbarhet eller formaga att penetrera aggets cellmembran. En sadan lagring okar dock
mangden reaktiva syreforeningar (ROS) intracellulart vilket orsakar spermierna oxidativ
stress och Okar dddligheten (Rodriguez-Martinez et al., 2008). Garcia et al. (2010) visade
tydligt att seminalplasma kan ha en positiv effekt pa spermiekvaliteten in vitro, beroende pa
dos, men in vivo var svaren mindre uppenbara. Tidigare forsok har visat att spermiens
aldrande och kapaciterings-liknande processer, som sker i samband med frysning och
upptining, kan forhindras om tinade spermier inkuberas i 10 % seminalplasma. Denna effekt
var som tydligast vid 15 minuters inkubationstid. Aven kylning i 10 % eller 20 %
seminalplasma verkar forebyggande mot kapacitering innan insemination. | forsoket drogs
slutsatsen att nedfrysning av spermier i 50 % seminalplasma signifikant hojer spermiernas
livskraft och rorlighet, med en mojlig positiv effekt pa suggornas fertilitet (Garcia et al.,
2010).



NOt

Liksom pa gris (Rodriguez-Martinez et al., 2008) leder en lang tid i frysforvaring till hogre
halter ROS i sperma &ven hos nét. ROS gor att spermiens DNA fragmenteras och darigenom
sanks befruktningsférmagan. Tjursperma é&r, relativt andra daggdjurs sperma, mer
motstandskraftig mot frysningsskador, vilket har visats i forsok dar endast en liten del av allt
DNA (4-5%) har fragmenterats. Sperman innehaller ett mer utvecklat forsvarssystem med
antioxidanter &n hos manga andra arter, och spermiernas cellmembran &r inte lika kansligt for
peroxidering (Mukhopadhyay et al., 2011).

Seminalplasmans innehall av BSP ar avgoérande for bildandet av spermiereservoaren i
aggledaren. Proteinerna forlanger in vitro spermiernas livslangd som rérliga (Gwathmey et
al., 2006). Dessutom okar tillsatser av magnesiumklorid i frysmedium notspermiers rorlighet
efter att de tinats upp (Kareskoski, 2011).

Far

Spermiernas frysbarhet varierar mellan olika raser. Aven spermans tjocklek varierar mellan
raserna, dar lantrasernas sperma generellt har tjockare konsistens. Hogre halter av kalium,
kalcium och magnesium ger tjockare sperma. Abdel-Rahman et al. (2000) har i ett forsok
visat en positiv korrelation mellan forekomsten av natrium-, Kklor-, fosfor- och
magnesiumjoner i plasma samt i spermien och andelen rorliga spermier (Abdel-Rahman et al.,
2000), korrelationen for kalium &r negativ (Kareskoski, 2011).

Hast

Flera undersékningar har visat att hingstspermier skadas vid lagring i seminalplasma, bade vid
kyl- och frysforvaring (Kareskoski & Katila, 2008). Braun et al. (1994) har visat att prover
dar spermier lagrats i 5 % seminalplasma hade hogre rorlighet 24, 48 respektive 72 timmar
efter att kylningsprocessen inletts, jamfért med spermier som lagrats i 25 % seminalplasma.
Det har visats att korrelationen &r negativ mellan seminalplasmans koncentration och
spermiernas rorlighet efter lagring. Daremot tycks det finnas vissa komponenter som verkar
positivt pa fertilitet och spermiernas lagringsféormaga (Kareskoski & Katila, 2008). En hog
koncentration av seminalplasma i lagringsmediet, 6ver 40 %, &r letalt for spermierna. Det har
dock visats att seminalplasma fran den spermierika delen har storre negativ effekt pa
spermiernas rorlighet och plasmamembranens intakthet an vad seminalplasman fran de
spermiefattiga delarna har (Kareskoski, 2011). Aven individuella skillnader paverkar effekten
av seminalplasma och medium, vissa hingstars ejakulat ar mer kyl- och lagringskansligt &n
andras (Kareskoski, 2011).

Diskussion

Seminalplasmans vara eller inte vara i lagringsmedium varierar mellan djurslag, lagrings-
medium, -metod och -tid. | samband med naturlig betdckning ejakuleras nétsperman i vaginan
varpa spermierna tar sig genom cervix och seminalplasman lamnas kvar i vagina. Vid Al
deponeras dock seminprovet, med seminalplasma, direkt i livmodern. Det &r idag oklart om
och i sa fall hur seminalplasma, som naturligt lamnats i vagina vid betackning, hammar
bindningen mellan spermier och neutrofila granulocyter. Seminalplasma tycks dock skydda
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spermierna mot neutrofiler vilka annars skulle foérsamra spermiefunktionen, detta ar sérskilt
aktuellt for hast och gris dar upprepade inseminationer sker vid varje brunst. Det har visats att
spermier, som forvarats i seminalplasma, binder till neutrofiler i stérre utstrackning &n om de
forvaras utan seminalplasma (Alghamdi et al., 2009). Detta pekar mojligen mot att detta aven
hé&nder i vaginan.

Garcia et al. (2010) menar att grisspermier har bast dverlevnad om de fryses ned i, och
darmed dven lagras i, medium med 50 % seminalplasma och enligt Rodriguez-Martinez et al.
(2008) bor de tinas utan nagon seminalplasma narvarande. Provets innehall av seminalplasma
beror alltsa pa vilken del av lagringsprocessen det géller, da olika delar utsétter spermierna for
olika sorters pafrestningar. Vad galler sjalva lagringen skriver Kareskoski (2011) att
seminalplasma ar skadligt for kylda hastspermier om koncentrationen 6verstiger 40 %.
Seminalplasmans skadlighet pa spermierna beror inte bara pa dess halt i lagringsmediet utan
aven fran vilken ejakulatfraktion den harstammar. Spermierna skadas mer av att lagras i
seminalplasma fran den spermierika delen an den fran de mer spermiefattiga fraktionerna
(Kareskoski, 2011). Detta bor alltsa hallas i atanke vid samling och lagring av spermier.
Eftersom grisspermier ar fryskansliga bor dessa folja resultaten fran Garcia et al. (2010), att
frysa och lagra dessa i 50 % seminalplasma. Om metoder for frysning av galtsperma skulle
utvecklas med goda resultat skulle detta innebéra stora mojligheter for grisindustrin att
effektiviseras.

ROS i seminalplasma sénker spermiernas rorlighet och leder till en fragmentering av DNA,
dessutom skadas spermiernas membran i och med en peroxidation av lipiderna. Trots att ROS
Okar mortaliteten och ar extremt giftigt i hoga halter, &r spermierna i behov av en mindre
mangd for att fungera normalt. Detta eftersom d&mnena underlattar spermiernas kapacitering
och tyrosinfosforylering, vilket péaverkar akrosomreaktion och signalsystemet for
kapaciteringen (Kareskoski, 2011). Vissa typer av lagring av gris- (Rodriguez-Martinez et al.,
2008) och notsperma leder till en 6kad méngd ROS i proverna (Mukhopadhyay et al., 2011),
dess negativa effekter kan inte avhjdlpas med tillsatser av antioxidanter i frysmediet
(Kareskoski, 2011). Medan effekterna av ROS beror pa dess koncentration, paverkar D-
fruktos spermierna bade positivt och negativt vid normala halter. Spermierna anvéander D-
fruktos till att utvinna energi, men det dampar till exempel dven akrosomens funktion
(Liberda et al., 2001). Liberda et al. (2001) visade ocksa att D-fruktos i tjursperma hindrar
heparin att binda till seminalplasmans proteiner och spermier i bitestikeln, de foreslar att
forklaringen ar att D-fruktos binder till proteinerna som da far nya egenskaper. Effekten
kunde inte hittas i de fall dd seminalplasman inneh6ll amnen med lag molekylvikt, till
exempel ejakulerad sperma eller komplett seminalplasma. Vidare fann Liberda et al. (2001)
PDC-109 och RNAs i D-fruktos-fraktionen i tjurars seminalplasma samt i fraktionen dar D-
fruktos binder heparin. PDC-109, som gor det mojligt for spermien att binda till
aggledarepitelet, slapper spermierna i och med kapaciteringen och spermierna lamnar déarmed
aggledarens cellmembran (Gwathmey et al., 2006). Ingen koppling mellan D-fruktos och
bindningen mellan coating-proteiner och spermiernas yta, i samband med kapacitering, har
hittats (Liberda et al., 2001). Aven joniserat kalcium péaverkar akrosomens funktion. Om
halterna avviker fran de normala kan det leda till att omogna akrosomer exocyterar, pa hast
kan detta ske da halterna av joniserat kalcium ar alltfor hoga, och detta i sin tur leder till en
minskad befruktningsduglighet (Kareskoski, 2011).

| dggula-extrakt finns lag-densitets lipoproteiner som hammar bindningen mellan BSP och
spermierna, samma effekt uppkommer vid anvandning av mjolkextrakt. Aggula inhiberar
dessutom bindningen mellan tjurspermier och neutrofiler genom att binda till BSP:s



bindningsstélle pa spermien samt genom att minska affiniteten mellan BSP och spermie
(Alghamdi et al., 2009). Alghamdi et al. (2009) jamférde aven andelen bindningar mellan
neutrofiler och hastspermier, som forvarats i dgg- respektive mjolkextrakt, utan att hitta nagra
signifikanta skillnader. Resultatet tolkades som att det finns stora skillnader mellan hur tjur-
och hingstspermier reagerar pa seminalplasma och lagringsmedium (Alghamdi et al., 2009).
Skillnaderna kan dven bero pad seminalplasmans olika sammansattningar mellan arterna.
Bindningen mellan spermie och neutrofiler & dock en naturlig process till skillnad fran
spermiens bindning till ett lagringsmedium. Fragan ar alltsd hur mediet paverkar
befruktningsprocessen  vidare, med tanke pa spermiereservoaren, kapacitering,
akrosomreaktion etc (Alghamdi et al., 2009). Skillnaderna beror troligen pa fysiologiska
olikheter, bland annat depositionsplats i honans koOnsorgan, ejakulatvolym,
spermiekoncentration och bitestiklarnas utformning.

Al har 6ppnat upp for fantastiska mojligheter och om tekniken utvecklas vidare finns
eventuellt mer att hamta. Det har drivit avelsarbetet framat sedan dess introduktion, och har
lett till en mer effektiv animalieproduktion men kan &ven Oka inavelsgraden. Hur Al-
teknikerna bor utvecklas skiljer sig mellan djurslag. Pa gris bor fortsatt forskning bedrivas pa
fryslagring, for att bredda mojligheterna med Al. Tekniken bor &ven utvecklas for de djurslag
dar tekniken redan ar framgangsrik, sasom not, for att vidare effektivisera anvandningen.

Kunskaper om tjurspermier och varfor tjursperma ar mer frystaligt &n manga andra arter bor
fordjupas, och darigenom Oka forstaelsen for hur detta komplexa samspel fungerar. Denna
kunskap skulle kunna foras 6ver pa andra arter, med hansyn till spermiernas, seminalplasmans
och djurens anatomiska morfologi. Aurich (2008) visade att handjur som utfodras med hoga
halter antioxidanter och fleromattade fettsyror producerar sperma med hdgre spermiekvalitet,
och skriver dven att foder paverkar seminalplasmans komponenter och spermiernas livslangd.
Fodret som ges till handjuren, vilka anvands i avel, bor alltsa anpassas efter detta, da det 6kar
seminalplasmans positiva effekt pd spermierna saval vid betackning som vid lagring.

Seminalplasman paverkar spermierna bade negativt och positivt. Den ar framst anpassad till
att spermier ska leva héri under en kortare tid och kan dérmed ha 6verhédngande negativa
effekter vid langtidslagring. Vid lagring kan det darfor vara fordelaktigt att ta bort mer eller
mindre seminalplasma fran lagringsmediet. De amnen i seminalplasmans med Gvervagande
positiva effekter pa spermiernas fryslagringformaga bor identifieras. Om dessa amnen, eller
amnen med liknande funktioner, skulle ingd i ett fryslampligt lagringsmedium skulle detta
kunna Oka mojligheterna for en lyckad fryslagring. Detta kréver eventuellt att all
seminalplasma tas bort innan lagring, vilket i sig riskerar att sdnka spermiernas vitalitet. | och
med spermans komplexitet skulle en sadan studie krava omfattande resurser. Dessutom skulle
de individuella skillnaderna kunna vara sa pass stora att nagra absoluta riktlinjer inte kan
sattas upp vad galler innehall av seminalplasman och andra komponenter i lagringsmedium
samt lagringsmetoder. Dock bor detta kunna generaliseras inom arter utan att nagra storre
problem skulle uppsta.
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