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SAMMANFATTNING

Denna studie undersokte om sa kallad ”Single layer centrifugation” (SLC) genom
en silandverdragen silikat kan selektera spermier med béttre kvalitet. SLC &r en
metod for att separera spermier med bra kvalitet fran andra celler och
seminalplasma genom att utnyttja deras olika densitet.

Egenskaperna hos spermier varierar mellan arter och darfér d&ven mojligheterna att
spara och fdrvara spermier. Utvardering av spermiekvalitet ar viktigt for att
forutsaga den fertila formagan och dven utvérdera paverkan de olika processerna
som spermierna utsatts for. | denna studie har spermiernas morfologi, motilitet,
membranintegritet och akrosomintegritet undersoktes.

Ejakulat fran sex hundar av olika ras och alder anvandes. Ejakulaten delades i ett
prov for SLC och en kontroll. Morfologiska undersékningar utfordes pa
spermalaboratoriet vid Sveriges Lantbruksuniversitet. Motiliteten bedémdes bade
subjektivt och med hjalp av datoranalys. Membran- och akrosomintegritet
bedomdes i fluorescensmikroskop. De tre sistnamnda kontrollerna utfordes bade
fore frysning samt O och 4 timmar efter upptining. Som frysbuffert anvandes UE-
1 och UE-2.

Resultaten var lovande da man kunde se tendenser till att SLC var béttre dn vanlig
centrifugering pa alla bedomda parametrar och den hade statistiskt signifikant
battre akrosomintegritet fyra timmar efter upptining.

Det skulle vara intressant med vidare studier pa ett storre antal hundar for att fa
mer tillforlitliga resultat och sedan ga vidare med studier for att undersoka om det
gar att rena hundsperma fran bakterier. Detta for att kunna minska tillsatsen av
antibiotika i spadningsvétskor.

ABSTRACT

This study examined if so-called "single layer centrifugation” (SLC) through a
silane-coated silica can select sperm with better quality. SLC is a method to
separate spermatozoa with good quality from other cells and seminal plasma by
exploiting their different densities.

The characteristics of sperm varies between species and therefore also the
potential to save and store sperm. Evaluation of sperm quality is important for
predicting the fertile ability and also to evaluate the impact of the various
processes which sperm are exposed to. This study has examined sperm
morphology, motility, membrane integrity and acrosome integrity.

Ejaculate from six dogs of different breed and age were used. The ejaculate was
divided in one SLC-sample and one control sample. Morphological evaluation
was carried out on semen laboratory at the Swedish University of Agricultural
Sciences. Motility was assessed both subjectively and by computer analysis.
Membrane and acrosome integrity was assessed in a fluorescence microscope.
The last three checks were carried out both before freezing and 0 and 4 hours after
thawing. UE-1 and UE-2 was used as freezing buffer.



The results were promising as you could see trends that the SLC was better than
normal centrifugation on all the examined parameters and acrosome integrity 4
hours after thawing was significantly better.

It would be interesting with further studies on a larger number of dogs to get more
reliable results and then proceed with studies to investigate the feasibility of clean
dog semen from bacteria. This is to reduce the addition of the antibiotics in the
buffer solutions.



SYFTE

Syftet med denna pilotstudie var att undersoka om det ar mojligt att forbattra
kvaliteten och frysbarheten pa hundsperma, genom rening av ejakulat, fran
spermier av samre kvalitet, andra celler och debri, med hjalp av centrifugering
genom en kolloid, med avseende pa motilitet, membranintegritet,
akrosomintegritet och spermiemorfologi,. Vi ville dven undersbka om denna
centrifugeringsmetod fungerar bra ihop med frysningsprocessen samt kontrollera
om man i processen inte bara forlorar spermier av sdmre kvalitet utan aven
forlorar manga spermier av hog kvalitet, vilket ar oonskat.

Detta var en pilotstudie med ett litet antal hundar. | férlangningen skulle det vara
intressant att 6ka antalet hundar/ejakulat och att se om metoden &r anvandbar hos
hundar med prostataproblem for att rena ejakulatet fran blod och prostatavatska av
samre kvalitet, som har en negativ effekt pa spermierna. Det vore dven intressant
att se om denna metod gor att man blir av med bakterier i sperman och pa sa vis
kan minska tillsatsen av antibiotika i spadningsvatskor for sperma. ldag anvéands
antibiotika i princip alla spadningsvéatskor for att forhindra tillvéxt av bakterier
som alltid fororenar ejakulatet. D& den Okande antibiotikarestensen &r ett okat
globalt problem bor man forsoka minska anvandandet av antibiotika inom alla
omraden.

BAKGRUND

Spermiekonservering genomfordes forsta gangen 1776 av Spallanzani och sedan
dess har man arbetat med att utveckla och forfina tekniken (Watson, 1979). Den
forsta lyckade inseminationen pa hund utférdes av samme man i Italien 1784 och
ledde till att tiken fick 3 valpar (Foote, 2002).

Fordelarna med konserverad sperma &r att viktiga avelshanar kan utnyttjas
maximalt, d& man kan transportera sperma langa strackor. Man minskar aven
smittspridning, bade av veneriska sjukdomar och av andra infektionssjukdomar.
Formagan att frysa och tina sperma varierar mellan arter och olika arter kan krava
olika spadningsvatska. Kylforvaring ar en mojlighet om sperman endast ska lagras
nagra dagar, vid langre forvaring kravs det att man fryser sperman (Watson,
1979).

Frysforvaring av sperma har ladnge anvants for att underldtta avel av
produktionsdjur, det anvands ocksd for att bevara hotade arter och inom
fertilitetsbehandling hos ménniskor.. Men hos de flesta arter far man en sankt
fertilitet efter frysforvaring jamfort med farsk sperma, detta genom en
kombination flera eventuellt skadliga pafrestningar for spermierna, som till
exempel temperaturforandringar, osmotiska forandringar och toxisk paverkan
samt extracellular isbildning. Temperaturférandringar innebar pafrestningar for
membran och &ndrar membranfunktionen. Kylning 6kar membranpermeabiliteten
och paverkar kalciumregleringen, vilket paverkar cellfunktionen (Watson, 2000).

Frysning av sperma paverkar bade morfologi och biokemiska forhallanden som
kan paverka fertiliteten. Spadningsvatskans pH, bufferkapacitet, osmolaritet och
energitillforsel ar faktorer som maste tas hansyn till vid val av spadningsvatska.



Den ska ocksa ge spermierna skydd mot negativa effekter av kylning, frysning
och tining, samt motverka tillvaxt av bakterier (Watson, 1979).

Olika foreningar har visats ha en frysskyddande effekt. De delas upp i de som
penetrerar cellen och de som stannar kvar extracellulart. Glycerol, som kan tranga
igenom plasmamembranet, har varit den mest anvanda frysskydden for spermier
(Watson, 1979).

Pafrestningen vid ishildning beror framfor allt pa de osmotiska forandringar som
uppstar i den ofrusna delen. Den osmotiska kraften okar da de lésta &mnena
fordelas upp i den kvarvarande vatskan. Andelen vatska som fryser beror pa
temperaturen, ju lagre temperatur desto storre del som bildar is och desto hogre
osmotiskt kraft. Snabb kylhastighet minimerar tiden for denna pafrestning, men
samtidigt maste kylhastigheten vara tillrackligt langsam for att vatten ska kunna
ldmna cellen och hindra isbildning intracellulért, som &r dodlig for cellen
(Watson, 2000).

Nérvaro av aggula under kylningen ger en battre 6verlevnad efter frysning och
minskat antal akrosomskador. Ytterligare 0kad Overlevnad ses om &ggula dven
finns narvarande under frysning. Spermiernas dverlevnad okar i nérvaro av
glycerol, men det gor aven akrosomskadorna som blir fler ju mer glycerol som
anvands. I narvaro av dggula kan man minska glycerolmangden (Watson, 1975).

De Leeuw et al (1993) visade att &ggula ar viktig som frysskydd for spermier.
Uteslutande av &dggula gor att andelen spermier med intakt plasmamembran
sjunker kraftigt bade efter kylning och efter frysning/tining.

Behovet av antibiotika i spadningsvatskor beror delvis pa att sperman, vid Al,
deponeras pa en annan plats an vid naturlig parning. Det gor att honans normala
skydd mot bakteriell kontamination inte fungerar. Forhallandena som sperman har
forvarats under kan ocksa ha gynnat bakteriell tillvaxt. P4 grund av dessa
anledningar anvands antibiotika profylaktiskt i spadningsvatskor for sperma
(Morrell & Wallgren, 2011).

Utvardering av sperma

”Malet med utvérdering av sperma ar att forutsaga spermiernas fertila formaga.
En hane med optimal fertilitet producerar sperma med en hoég andel motila,
livskraftiga och morfologiskt normala spermier”’(Pefia Martinez, 2004).

Parametrar man tittar pa ar bland annat koncentration och totalantal spermier,
motilitet, morfologi, akrosomintegritet och membraintegritet.

Utvardering av spermakvalitet gors ofta genom motilitetsbedémning. Men tester
visar att dven andra parametrar ar viktiga for kvalitetsbedomning. En kombination
av motilitet och andra parametrar leder till en battre vérdering av fertiliteten
(Watson, 1979), da det vid utvéardering av sperma finns det inte nagon enstaka
egenskap hos spermierna som starkt motsvarar den faktiska fertiliteten (Amann &
Hammerstedt, 1993).



Motilitet

Motilitet &r den mest anvanda parametern for spermiefunktion. Spermiens egen
formaga till motilitet ar viktig for transporten i delar av hondjurets
reproduktionsvéagar (Watson, 1979). Motilitet uttycks i andelen motilia spermier,
totalt eller progressivt motila. Motilitet bedoms ofta subjektivt i ljusmikroskop vid
37°C (Pefia Martinez, 2004).

Computerized Assisted Sperm Analysis (CASA) gor det mojligt att objektivt
beddma andelen motila spermier och deras rorelsemonster. Datoranalys har visats
vara exakt for prover med en hog andel motila spermier, men felaktig vid lag
andel motila spermier (Amann & Hammerstedt, 1980). Da man vid datoranalys
maste valja parametrar och installningar som paverkar utvarderingen och den data
man far ut sa ar datoranalyser inte helt objektiva (Ellington et al., 1993).

Med normal motilitet menas en snabb, progressiv framatrérelse (Freshman, 2002).

Membran

Plasmamembranintegritet

Spermier kan fargas med olika fargkombinationer for att bedéma dess livskraft
(Garner et al., 1994. Garner & Johnson, 1995). Membranintegriteten bedéms efter
att man fargat cellerna med membran-impermeabla och membran-permeabla
farger och genom dubbelfargning kan man farga bade levande och doda celler i
samma preparat. SYBR-14 & membranpermeabel och deacyleras ndr den ar i
cellen, vilket gor att den inte kan ta sig tillbaka 6ver plasmamembranet och ut ur
spermiecellen igen, utan fangas inne i cellen. Genom att SYBR-14 binder till
DNA i cellen fluorescensfargas spermien. En levande cell lyser da klart gron. Om
plasmamembranet &r skadat lamnar SYBR-14 cellen och ingen infargning sker
(Silva & Gadella, 2006).

For doda celler kan man istéllet anvdnda en férg, till exempel ethidium
homodimer-1 (EthD-1) eller propidium jod (PI) som inte kan passera ett intakt
membran. Det innebér att om cellen fargas in av nagon av dess farger sa har den
nagon typ av membranskada och lyser da rétt, vilket blir en tydlig kontrast till de
grona cellerna (Silva & Gadella, 2006). D6ende celler kan fargas bade réda och
grona (Garner et al., 1994. Garner & Johnson, 1995).

Dessa farger har affinitet for DNA. Det gor att delar som inte ar spermier, som t
ex aggula fran spadningsvatska, inte behdver avlagsnas da de inte innehaller DNA
kommer de inte att fargas in och stora analysen (Silva & Gadella, 2006).

Akrosommembranintegritet

Akrosomen &r fylld med hydrolytiska enzymer. Bindning mellan spermien och
aggcellens zona pellucida startar akrosomreaktionen som ger frisattning och
aktivering av dessa enzymer. Dessa hjalper spermien att penetrera zona pellucida
(Primakoff & Myles, 2002).

Akrosomreaktionen krévs for spermiens penetration genom zona pellucida.
Akrosomreaktionen dr nodvandig for att fertilisering ska kunna ske, da bara



spermier som genomgatt akrosomreaktionen kan binda till och sammansmalta
med &gget (Evans, 1999).

For att detta ska fungera maste akrosomen vara hel tills bindning mellan spermie
och zona pellucida har skett. En for tidig akrosomreaktion leder till infertila
spermier (Silva & Gadella, 2006). Bedémning av akrosomen &r darfor viktig for
att utvardera spermiens fertila formaga (Zhang et al., 1990).

For att  undersbka akrosomen kan man anvanda  fluorescein
isothiocynatekonjugerad jordnoétsagglutinin (FITC-PNA). Cheng et al (1996)
visade att FITC-PNA bindningen bara skedde till akrosomen och att den var
begransad till det yttre akrosommembranet.

Olika akrosommonster kan utvarderas med fluorescensmikroskop efter
permeabilisering och fargning med FITC-PNA. Permeabilisering forstor
plasmamembranet och gor att fargen nar det yttre akrosommembranet.
Fluorescensménstret kan delas in i fyra grupper: klar fluorescens som tyder pa
oskadat yttre akrosommembran, flackig fluorescens av akrosomen som tyder pa
nedbrytning av akrosommembranet, ett fluorescerande band vid ekvatorialplanet
som tyder pa rester av det yttre akrosommebranet, ingen fluorscens som tyder pa
total forlust av det yttre akrosommembranet (Cheng et al., 1996).

Permeabilisering gor att alla spermier fargas roda av propidium jodid (Silva &
Gadella, 2006), vilket gor det lattare att hitta spermier som helt saknar akrosom
och darfor inte fargas in alls av FITC-PNA (Axnér et al. 2004).

Morfologi

Det finns flera olika klassificeringssystem for spermiemorfologi. Det gar i ut pa
att skilja de normala spermierna och de med onormalt huvud/svans/mittstyck,
samt att klassificera dessa med avvikande utseende utifran den avvikelse de har.
En spermie kan klassificeras med flera olika avvikelser (Seed et al., 1996).

Morfologi kan bedémas antingen genom en manuell subjektiv bedémning eller
med hjalp av datoranalys (Verstegen et al., 2002).

Centrifugering

Assisterad reproduktion hos hund, som hos hést och méanniska, bygger inte alltid
pa att vélja handjur baserat pa individer med bast spermiekvaliteten. Darfor kan
det krévas tekniker som ur ejakulatet kan skilja ut de spermier som har en hogre
kvalitet (Morrell, 2006).

Ett ejakulat innehaller spermier, seminalplasma, epitel- och immunceller,
bakterier och cellavfall, &ven virus kan finnas nérvarande (Morrell, 2006). Detta
innehall paverkar spermiernas Overlevnad, t ex kan langvarig kontakt med
seminalplasma leda till att spermier forlorar sin fertiliseringsformaga. (Mortimer,
2000). Separation av motila spermier fran resten av ejakulatet kan i laboratoriet
gbras genom densitetsgradientcentrifugering eller swim-up, det sistndmnda
innebar att motila spermier kommer simma fran ejakulatet in i ett medium placerat
ovanpa ejakulatet (Morrell, 2006).



Densitetsgradientcentrifugering

Centrifugering i en densitetsgradient, som kolloiden innebar, kan anvéndas for att
separera olika celltyper. Detta genom att celler flyttar sig till den plats i kolloiden
som motsvarar cellens egen densitet vid centrifugeringen. Spermier kommer att
separeras fran seminalplasman, bakterier, leukocyter, epitelceller och cellavfall pa
grund av att de har en annan densitet an det 6vriga innehallet i ejakulatet. Genom
att forandra centrifugeringsvillkoren, tid eller centrifugalkraft, kan till slut alla
celler hamna i pelleten. Noggrant val av centrifugeringstid och styrka kan separera
motila och icke-motila spermier da motila spermier battre kommer anpassa sig till
centrifugalkraftens riktning och kan passera mellan kolloidpartiklarna och pa sa
vis snabbare pelletera an de icke-motila. Omogna spermier och de med skadat
DNA fastnar ocksa i de 6vre gradientlagren pa grund av att de har en annan
densitet (Morrell, 2006). Spermier med intakt plasmamembran kan passera mellan
kolloidpartiklarna medan spermier med skadat plasmamembran fastnar pa
kolloiden och kan inte hamna i pelleten. Spermier med normal svans simmar
battre d4n de med svansdefekter och kommer lattare att simma genom kolloiden.
Huvuddefekter kan forandra densiteten och kan darfor paverka hur snabbt
spermien hamnar i pelleten. Det ger en pellet med motila och férhoppningsvis
fertila spermier (Morrell, pers. medd.).

Single Layer Centrifugation (SLC) ar en variant av
densitetsgradientcentrifugering, men enklare dd man bara anvander ett lager av
kolloid. Spermierna ror sig nerat i roret under centrifugering, medans
seminalplasman blir kvar ovanpa kolloiden (Morrell & Rodriguez-Martinez, 2009).
Studier pa hingst har visat en béattre spermiekvalitet efter anvandning av SLC, till
exempel en betydligt hdgre progressiv motilitet och 6kad andel levande spermier
an i ocentrifugerade prov (Macias Garcia et al., 2009).

En tidigare studie pa hund har visat att man far en hogre medelmotilitet efter SLC
och att andelen spermier med normal morfologi okar. Man kunde &ven se en
hogre motilitet efter kylforvaring i de prover som geomgatt SLC (Morrell et al.,
2008).

Det har dven visat att gradientcentrifugering Okar spermiers 6verlevnadstid i
rumstemperatur, det tros bero pa att bakterier och celler som kan bilda reaktiva
syreforeningar avlagsnas under centrifugering. Det ar viktigt att anvanda
produkter som specialiserats for djurslaget for att fa en battre spermieéverlevnad
(Morrell, 2006).

Hos ménniska har gradientcentrifugering visats 6ka livslangden for farsk sperma
och Oka andelen motila spermier bade fore och efter frysningforvaring
(Allamaneni et al., 2005).

Bakterier i ejakulatet kan ha negativ effekt pa fertiliteten, bade indirekt genom att
producera endotoxin, men aven direkt genom att forsémra motiliteten och orsaka
agglutination av spermier (Kaur et al., 1988), paverka aksosomreaktionen (El-
Mulla et al., 1996), samt ha en spermicid effekt (Kaur et al., 1986). En
forberedelseteknik som avlégsnar bakterier ar att féredra framfor tillagg av



antibiotika pga att antibiotika kan sakta ner embryots celldelning (Magli et al.,
1996) och for att minska resistensutvecklingen.

Studier har visat att man kunnat avlagsna ekvint arteritvirus ur smittad sperma
fran hingst genom att kombinera gradientcentrifugering och swim-upmetoden
(Morrell & Geraghty, 2006). | en nyligen publicerad studie visade Morrell &
Wallgren (2011) att SLC kraftigt kan minska mangden bakterier eller avl&dgsna
bakterier helt i sperma fran galt. Aven i studier pd manniska har
gradientcentrifugering visats minska bakterieméngden kraftigt (Nicholson et al.,
2000).

MATERIAL OCH METODER
Djur och insamling av prov

Sex privatagda, kliniskt friska hanhundar av olika ras, med en alder mellan 1,5 ar
och 10,5 ar, anvandes i denna studie. Innan insamling av sperma torkades
forhuden av for att minska bakterieméangden i provet. Ett ejakulat fran varje hund
samlades in genom digital manipulation. Ejakulaten fran de tva sista hundarna
blandades till ett prov for att nd upp i tillracklig volym och refereras till som hund
5. Dispens fran kravet att forsoksdjur ska vara destinationsuppfodda var beviljat
av Jordbruksverket (Dnr 31-109118/09) och djurdgarna fick lamna en skriftlig
tillatelse att anvanda deras hund i forsoket.

Medium

En frysbuffert, utvecklad vid SLU, med spadning i tva steg anvéandes. Forsta
spadningen gjordes med UE-I som innehaller 3,025 g TRIS, 1,7 g citronsyra, 1,25
g fruktos, 0,1 g streptomycin, 6 g bensylpenicillin 16st i 0,3 ml destillerat vatten, 3
ml glycerol, 20 ml &ggula 16st i destillerat vatten till 77 ml, pH 6,72 (Schafer-
Somi et al., 2006).

Andra spadningen gjordes med UE-2 som innehaller 3,025 g TRIS, 1,7 ¢
citronsyra, 1,25 g fruktos, 0,1 g streptomycin, 6 g bensylpenicillin I6st i 0,3 ml
destillerat vatten, 7 ml glycerol, 20 ml dggula, 1 ml Equexpasta l6st i destillerat
vatten till 72 ml, pH 6,74 (Pefia & Linde-Forsberg, 2000ab, Schafer-Somi et al.,
2006).

Kolloiden bestar av glycidoxypropyltrimethoxysilan-6verdragen silikat i en
buffrad saltlosning, utvecklad av JM Morrell (Morrell & Wallgren, 2011).

Ejakulatvolym

Ejakulatvolymen maéttes direkt efter ejakulation i den graderade
uppsamlingsbégaren.

Spermiekoncentration

Spermiekoncentrationen mattes direkt efter ejakulation med hjélp av Canine
SpermaCue fotometer och med NucleoCount SP-100 (ChemoMetec AJS,
Danmark), som har en integrerad fluorescensdetektor. Matningarna i NucleoCount
utférdes med installningar for hingst, enligt tillverkares bruksanvisningar. 50ul
spermaprov blandades med 5 ml S100, reagent som permeabiliserar spermierna sa
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att cellkdrnan kan féargas in. Ca 50 ul av blandning dras upp i en kasset
innehallande propidiumjodid (PI) och placeras i fluorescensdetektorn.
Propidiumjodid passerar skadade cellmembran och fargar DNA i cellerna
(http://www.chemometec.com).

Motilitetsbeddmning

Andelen motila spermier bedomdes bade subjektivt i ljusmikroskop vid x20
forstoring och genom datoriserad motilitetsanalys (Computer Assisted Sperm
Analysis/fCASA) Analys i CASA gjordes i programmet SpermVision med
installningar for hingst da installningar for hund inte fanns tillgangligt. | atta
synfalt, for varje prov, mattes bade total och progressiv motilitet och ett
genomsnitt fran dessa matningar anvandes. Motiliteten bedémdes vid bada
metoderna pa forvarmda objeksglas och varmeplatta som haller 38 °C.
Motilitetsbedomning gjordes bade direkt efter insamling av ejakulat (farsk
sperma) och efter centrifugering med eller utan kolloid, samt O timmar och 4
timmar efter upptining av frysta prover.

Centrifugering och forsta spadning

Provet centrifugerades enligt en metod som kallas Single layer centrifugation
(SLC). 4 ml av kolloiden placeras i ett centrifugeringsror, spermaprovet
pipetterades ovanpa kolloiden och centrifugerades i 300 G i 20 minuter och
darefter togs supernatanten, som bestar av seminalplasma och celler som inte
pelleterat, och det mesta av kolloiden bort. Pelleten I6ses upp i frys buffert UE-I.

Kontrollen centrifugerades i 700 G i 6 minuter. Supernatanten togs bort och
pelleten l6stes upp i frysbuffert UE-1.

Pellet fran bade SLC och kontroll fordes dver i nya provror och spaddes efter det i
frysbuffert 1 till en koncentration pa 400 miljoner spermier/ml.

Membranintegritet

Efter centrifugering och delning av prov i SLC och kontroll beddémdes
membranintegriteten. FOor beddmning av membranintegritet anvandes en
dubbelfargning. 15 pl spermieprov blandades med 3 pl EthD-1 (14uM) och 3 pl
SYBR-14 (0,38uM). EthD-1 fargar alla déda spermier roda och SYBR-14 férgar
levande spermier grona. Ldsningen inkuberades efter blandning i 37 °C i 30
minuter. Efter inkubationstiden placerades 2 ul av 16sningen pa ett objektsglas,
aven det forvarmt i 37 °C. Direkt efter utstryket gjorts genomfordes en manuell
rékning av 200 spermier per utstryk i fluorescensmikroskop. Spermierna
beddmdes som grona (levande), réd/grona (ddende) eller roda (doda) (Axnér et al
2004).

Spermiemorfologi

Fem pl av prov och kontroll anvéndes for att gora helutstryk for Williamfargning
for beddmning av spermiehuvudsmorfologi. Utstryken lufttorkades innan
fargning. Bade prov och kontroll fixerades &ven i formol-saline for
morfologibeddmning av spermiernas svans och mittstycke.


http://www.chemometec.com/

De morfologiska undersokningarna utfordes av personalen pa spermalaboratoriet
vid Sveriges Lantbruksuniversitet (SLU), Uppsala. Beddmningen gjordes
manuellt i ljusmikroskop. Fran formol-saline raknades 200 spermier fran varje
prov och fran Williamfargning 500 spermier per utstryk (Pefia & Linde-Forsberg,
2000ab).

Akrosomintegritet

Utstryk gjordes av 5 pl av bade prov och kontroll pa forvirmda (37°C)
objektsglas for beddmning av  akrosomintegritet. Efter lufttorkning
permeabiliserades utstryken med hjélp av 96 % ethanol i 30 sekunder och fick
sedan lufttorka i 4°C. En pl propidium jodid (340 uM) blandades med 20 ul
FITC-PNA. Utstryken fargades med 20 ul av PI/FITC-PNA-blandningen och
inkuberades morkt i en fuktkammare i 4°C i 30 minuter. Efter inkubering skoljdes
utstryken med Kkallt destillerat vatten. De forvarades sedan morkt i 4°C till
avlasning, forvaringstiden var maximalt tre dagar. Fore avlasning monterades
utstryken genom av 10 ul antifade droppades péa objektsglaset och tdcktes med
tackglas. Kanterna forseglades med nagellack for att glasen inte skulle glida
(Axnér et al. 2004).

Avlasning gjordes i fluorescensmikroskop. Tvahundra spermier per utstryk
bedémdes och delades utifran fluorescensmanster in i tre olika grupper. Klar och
jamn fluorescens beddémdes som intakt yttre akrosommembran, flackig eller
ojamn fluorescens bedémdes som skadat yttre akrosommemban och ett
fluorescerande band i ekvatorialplanet eller avsaknad av fluorescens beddmdes
som forlust av det yttre akrosommembranet (Cheng et al., 1996).

Kylning och frysning

Efter bedémning av motilitet, morfologi, membranintegritet, akrosomintegritet
och koncentration placerades bade prov och kontroll i en kyl under 75 minuter for
att fran rumstemperatur successivt kylas ner till 4 °C. Darefter spaddes bade prov
och kontroll i 1:1 i frysbuffert 2, som ocksa forvarats kylt i 4 °C, till en
slutkoncentration pa 200 miljoner spermier/ml. Losningarna drogs upp i formarkta
stran pa vardera 0,5 ml (100 miljoner spermier/strd) och sanktes under fem
minuter successivt ner i tank med flytande kvave till -196°C (Pefia & Linde-
Forsberg, 2000ab)

Strana frysforvarades sedan i en kvavetank under minst 2 dygn.

Upptining

Ett fruset strd per prov tinades upp genom att det placerades i ett vattenbad, med
en temperatur pa 70 °C, i 8 sekunder (Pefia & Linde-Forsberg, 2000a). Sedan
tomdes strat i 0,5 ml (samma volym som strdet) Tris utan &ggula. Efter det
utfordes ytterligare en bedémning av motilitet, bade subjektivt och med hjalp av
CASA, samt utstryk for kontroll av akrosomintegritet och membranintegritet.
Detta gjordes bade direkt efter upptining och fyra timmar senare. Dessa processer
och bedomningar utfordes pa samma satt som tidigare beskrivits.
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Statistiska analyser

Den statistiska bearbetningen genomfordes med hjélp av repeated measures
ANOVA” i SAS. Denna analys valdes da den tar hansyn till att samma individ
forekommer flera ganger och att man upprepar samma prov vid flera tidpunkter.
Vid signifikant skillnad i ANOVA berdknades parvisa skillnader med LSM (Least
Squares Means).
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RESULTAT

Spermiekvalitet

Utvardering av farsk sperma

Medelvarden for volym, koncentration, totalantal spermier och motilitet direkt
efter insamling av sperma ar summerade nedan (tabell 1).

Tabell 1. Spermaegenskaper direkt efter insamling

Medelvérde + SD
Volym (ml) 6,3 £ 2,56
Koncentration (x 108/ml) 89,2 £27,02
Totalantal spermier 590 + 318,73
Subjektiv motilitet (%) 84 + 10,84
CASA Total motilitet (%) 80,92 + 4,38
CASA Progressiv motilitet (%) 56,56 £ 9,21

Utvardering av motilitet

Tabell 2 visar medelvardet och standardavvikelsen for spermiernas motilitet vid
tre tillfallen: efter centrifugering, direkt efter upptining och fyra timmar senare.
Den subjektiva motilitet avser progressiv. motilitet, motila icke progressiva
spermier har inte tagits med i berédkningen.

Tabell 2. Medelvarde och standardavvikelse for subjektiv motilitet och motilitet bedémd
med hjalp av datoranalys av farsk sperma och efter frysning/upptining (n = 5 for varje

grupp)
Efter centrifugering 0 h efter upptining 4 h efter upptining
SLC Kontroll SLC Kontroll SLC Kontroll
Smlg?{ﬁﬁ't"(% ) 86042 740482 470%256 525%30,7 220+303 100+178
CASA

progressiv 58,9+119 596+6,6 12,1+33 128+5,1 7,4+10,0 78+6,1
motilitet (%)
CASA total

- 805+72 846+128 212+84 226+108 185+172 19,2+38
motilitet (%)

Generellt sa ser SLC-proverna ut att ha en nagot hdgre andel motila spermier vid
en subjektiv beddmning, men inga signifikanta skillnader finns mellan de olika
metoderna (efter centrifugering P>0,43; 0 h efter upptinting P>0,92; 4 h efter
upptining P>0,78).

Datoranalysen har genomgaende en lagre progressiv motilitet an den subjektiva
bedémningen. En forklaring till det kan vara att programmet felaktigt réknar andra
partiklar, an spermier, i spadningsvatskan som icke motila spermier och det ger ett
falskt lagt resultat. Det kan bero pa att dggulepartiklarna var likstora med
storleken pa spermiehuvudet hos hund och darfor misstolkas som spermier av
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programmet. Pa bilder (figur 4, figur 5) fran datoranalysen kan man se att
aggulepartiklar fran spadningsvatskorna réaknades som icke-motila spermier i,
vilket da ger en lagre motilitet an det egentliga vérdet. Da det sag ut att finnas mer
aggula kvar i SLC-proverna sa paverkar det framfor allt dessa motilitetsvarden.

Pa bilderna (figur 4, figur 5), som ar tagna ur spermieanalysprogrammet
SpermVision, nedan ses samma fyra spermier.

Figur 5. Samma bild som i figur 4. De roda markeringarna ar alla de partiklar som
SpermVision réknar som icke-motila spermier.
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Vid jamforelse av bilderna kan man se att datorprogrammet raknar betydligt fler
partiklar som spermier &n de som faktiskt finns.

| nagra prover var det relativt mycket agglutination mellan spermier och aven det
kan ha gett en lagre motilitet om manga motila spermier agglutinerat och da inte
kunnat raknas, eftersom det endast &r solitéra celler av en viss storlek som réknas.

Membranintegritet

Membranintegritet bedémdes i fluorescensmikroskop efter fargning med SYBR-
14 och EthD-1. SYBR-14 férgar alla levande spermier gréna och EthD-1 fargar
alla doda spermier roda. Doende spermier fargas in av bada fargerna och
fluorescerar darfor i bade grént och rott.

Tabell 3. Medelvarde och standardavvikelse for membranintegritet, uttryckt i procent,
grén motsvarar levande spermier, réd/gron doende spermier och réd déda spermier

Membranintegritet

Prov Tidpunkt Gron Rod/grén Raod

SLC Efter centrifugering 75,2+6,1 73+x41 173177
Kontroll Efter centrifugering 73,459 7,1+51 19,4+ 10,5
SLC 0 h efter upptining 582+179 159%79 25,8 +19,2
Kontroll 0 h efter upptining 525+16,4 19,4+125 28,1+14,8
SLC 4 h efter upptining 49,7+10,7 24,7x15 25,7+10,7
Kontroll 4 h efter upptining 38,6 +8,2 28,2+196 33,5+16,2

Aven for membranintegritet &r tendensen att SLC generellt har ndgot battre
resultat, men det ar inte statistiskt signifikant (efter centrifugering P>0,78; O h
efter upptinting P>0,39; 4 h efter upptining P>0,10).

Akrosomintegritet

Bedomning av akrosomintegritet gjordes vid tre tillfallen. Akrosommonstret
delades in i tre grupper. Grupp 1: klart monster som beddémdes som intakt yttre
akrosommembran, grupp 2: flackigt monster som beddmdes som skadat
akrosommembran, grupp 3: fluorescerande band eller ingen fluorescens som tyder
pa avsaknad av det yttre akrosommembranet. Fordelningen mellan dessa grupper
visas i tabell 4.

Tabell 4. Medelvarden och standardavvikelser for akrosomintegritet. *statistiskt
signifikant skillnad mellan SLC och kontroll (P<0,0006)

Efter centrifugering 0 h efter upptining 4 h efter upptining *
Akrosomintegritet SLC Kontroll  SLC Kontroll SLC Kontroll
Intakt (%) 979+20 968+14 947+30 90,3+38 838+9,6 686+113
Skadat (%) 09+11 13+10 36+16 6,6 +2,8 139482 218+95
Avsaknad (%) 1,2+0,9 18+08 17+x14 31+172 24+16 93+40
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Efter centrifugering och direkt efter upptining kan ingen skillnad mellan SLC och
kontrollen uppmatas, men efter fyra timmar & SLC signifikant béattre an
kontrollerna.

Morfologi

Medelvardet for patologiska huvuden var i SLC-gruppen 3,28 %
(standardavvikelse + 1,93), jamfort med kontrollgruppens 6,08 %
(standardavvikelse + 2,72). Som man kan se i figur 1 och figur 2 har
kontrollgruppen fler avvikelser morfologiskt pa alla bedémda punkter forutom for
I6sa huvuden (SLC: medelvérde 0,4, SD + 0.55; kontroll: medelvarde 0,2, SD *
0,45).
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Figur 1. Medelvarden for morfologiska avvikelser pa svans och mittstycke.

Den storsta skillnaden kan ses pa proximala droppar, men dar ar det framfor allt
hund 2 som hojer medelvardet kraftigt. Den hunden hade ett hogre vérde pa
proximala droppar an resterande hundar &ven i SLC-gruppen. Bortser man fran
denna individ nar det galler proximala droppar ar skillnaden liten mellan
metoderna.
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Figur 2. Medelvarden for morfologiska huvudavvikelser.

Vid bedémning av huvudets morfologi &r andelen morfologiskt normala spermier
hogre i SLC-provet &n i kontrollen for alla hundarna (tabell 5).

Tabell 5. Visar andelen morfologiskt normala spermier. Genom att dra av vérdet for
andelen patolgiska huvuden fran det varde som ar lagsta av andelen 6vriga i
Williamfargning och andelen 6vriga + distala droppar i formol-saline far man andelen
normala spermier. Endast raknad pa williamutstryk

SLC Andel normala Kontroll Andel normala
spermier (%) spermier (%)
Hund 1 99° Hund 1 94-97%
Hund 2 88-94 Hund 2 49-59
Hund 3 93-96 Hund 3 75-82
Hund 4 92-95 Hund 4 89-94
Hund 5 94-97 Hund 5 77-82

DISKUSSION

Denna studie visade lovande resultat da SLC-centrifugeringen verkar fungera bra
pa hundsperma. Det stammer Gverens med resultaten fran Morrell et al (2008),
som visade en Okad motilitet och dkad andel morfologiskt normala spermier.
Tidigare studier med gradientcentrifugering har hos andra djurslag och manniska
visat pa en forbattrad motilitet hos spermierna efter frysning och upptining
(Allamaneni et al., 2005; Macias Garcia et al. 2009). | denna studie kunde inte en
sadan signifikans pavisas. En orsak till det kan vara att studien endast innehdll ett
valdigt litet antal individer. Vidare studier pa ett storre antal individer behévs for
att sdkert kunna uttala sig om resultatet. Resultatet i denna studie liknar resultaten
fran studier pa hingst dar man fatt en hogre andel motila och 6kad andel levande
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spermier vid anvandning av SLC (Macias Garcia et al., 2009) och det skulle darfér
vara intressant att ga vidare med en storre studie.

Vid eventuellt vidare studier av effekten av denna kolloid pa selektion av hundens
spermier bor vid motilitetsanalys installningar for korrekt djurslag anvandas i
SpermVision. Problemen med datoranalysen visar att det ar viktigt med en
subjektiv beddmning i kombination med objektiva metoder.

Endast akrosomintegritet 4 timmar efter upptining visade en statistiskt signifikant
skillnad mellan SLC och kontrollen, med battre resultat for SLC. Men flera av de
andra medelvardena se ut att tala till fordel for SLC. Det laga antalet individer i
studien kan ha bidragit till att 6vriga parametrar inte skiljde sig signifikant mellan
kontroller och SLC.

Om man tittar pad morfologiska avvikelser har SLC genomgaende béttre resultat
an kontrollgruppen. Det talar for att centrifugeringen ger en selektion for spermier
av hogre morfologisk kvalitet, &ven om det inte &r statistiskt sakerstallt.

Hundarna i denna studie har inte valts ut baserat pa spermiekvalitet och kvaliteten
har darfor varit varierande i ursprungsprovet mellan olika individer.

En fraga som kommer upp &r varfor man lyckats fa sa bra resultat pa hingst med
samma metod, nér denna studie inte kan visa mer an en signifikant skillnad. En
anledning kan vara att det behdver utvecklas en till hund mer anpassad kolloid, da
denna behover vara specialiserad for djurslaget (Morrell, 2006).

Det hade varit intressant att gora de olika analyserna som utforts dven pa de
spermier som selekterades bort vid kolloidcentrifugeringen, for att sékerstélla att
det framfor allt &r spermier av samre kvalitet som selekteras bort, det vill sédga att
man inte forlorar manga spermier med bra kvalitet i centrifugeringen. Men pa
grund av tidsbrist gjordes inte detta.

Ett antal felkallor bor tas hansyn till. Da alla analyser och bedémningar, utom
morfologi, har utforts av mig sjélv, sd kan ovanan att utfora gora detta ha paverkat
bedémning och Klassificering. Men da det bor ha paverkat bade SLC-gruppen
samt kontrollgruppen i samma utstrackning bor det darfor inte gett nagon stor
effekt pa resultatet. En annan felkalla &r att providentiteten (SLC eller kontroll)
pa det prov som bedomts oftast varit kand for mig och det kan darfor omedvetet
ha paverkat min bedémning, det galler bade vid subjektiv motilitetsbedomning
och vid beddmning av membran- och akrosomintegritet. Narvaro av agglutination
i en del prover kan dven det ha paverkat analyser och bedémning. Det ar ocksa
bara ett relativt litet antal spermier som bedéms i varje analys, till exempel 200
spermier vid membranintegritet, fran ett prov innehéllande flera miljoner
spermier.

SLUTSATS

Resultaten i denna studie &r lovande. Det finns en tydlig tendens till battre kvalitet
hos de spermier som centrifugerats genom kolloiden, i alla de tester som har
utforts. Men det gar inte att med statistisk signifikans saga att metoden ar béttre an
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vanlig centrifugering, férutom nér det galler akrosomintegritet fyra timmar efter
upptining, da SLC visade sig statistiskt battre an vanlig centrifugering.

For att fa sakrare varden skulle det vara intressant att utfora en studie med ett
storre antal individer. Om de resultaten dr positiva da ga vidare med studier for att
se om det gar att rena dven hundsperma fran bakterier och virus.
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