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SAMMANFATTNING

Artificiell insemination (Al) har revolutionerat reproduktionen och husdjursaveln sedan den
forsta inseminationen gjordes 1784. Nar man 1949 upptéackte att spermier kunde 6éverleva
djupfrysning och upptining underlattades Al-arbetet ytterligare. Ett lyckat resultat vid
anvéandningen av Al bygger pa att alla delar i den kedja av handelser fungerar fran samling av
sperma till insemination. En kritisk l1&nk i kedjan &r sjédlva handhavandet av sperman vid
upptining och laddning av payetten i pistoletten i samband med inseminationen. Hur
upptiningsprotokollet ser ut varierar dock mellan olika lander och instruktionerna saknar ofta
vetenskapliga referenser. Totalt semineras idag cirka 85% av mjélkkorna i Sverige och
merparten, cirka 60%, utfors av djurdgaren sjalv eller dennes anstallda. Ibland &r
forutsattningarna for insemination i djurstallarna langt ifran optimala. Detta leder till att de
givna instruktionerna inte alltid foljs fullt ut. 1 vissa fall skulle detta kunna resultera i
forsamrade draktighetsresultat och nedsatt produktion.

Syftet med denna studie var 1) att jamfora nagra olika upptiningsprotokoll, som idag
rekommenderas i olika lander inom Europa, och studera hur spermiernas livsduglighet
paverkas och 2) att undersoka temperaturforandringen inuti payetterna vid upptining enligt de
olika protokollen, samt 3) vid olika handhavanden i samband med laddning av pistoletten.

En payett fran tre olika frysoperationer per tjur (totalt 20 tjurar) tinades for vardera av de fem
olika protokoll, som vi tagit fram, baserat pa de protokoll som anvéands inom Europa. Darefter
undersoktes spermiens motilitet med hjélp av en datoriserad motilitetsanalysator (sk CASA)
och spermiernas membranintegritet undersoktes med hjalp av flodescytometri. Resultatet
visade att det forefoll fordelaktigt for motiliteten att spermierna tinades och forvarades i +35-
37°C under en langre upptiningstid (>30s), men eventuellt negativt for membranintegriteten.
Om preliminara resultat fran en pagaende studie rorande korrelationen mellan olika
motilitetsvariabler och dréaktighetsresultat appliceras pa resultaten i var studie skulle upptining
enligt protokoll D (+37°C, 45s) vara det mest fordelaktiga.

Temperaturen inuti payetten steg betydligt snabbare och sluttemperaturen var betydligt hogre
vid upptining for de upptiningsprotokoll som studerades &n vad som tidigare angivits i
svenska dokument. Temperaturen fortsatte dven att stiga ytterligare nagra grader efter det att
payetten avlagsnats fran vattenbadet, vilket ar av betydelse vid anvéandning av
upptiningstemperaturer 6ver +37°C. Temperaturen fluktuerade kraftigt efter upptiningen
oavsett upptiningsprotokoll, men temperaturfluktuationerna kunde begrénsas om pistolettens
framre del forvdrmdes fore och dven skyddades efter laddningen oavsett
omgivningstemperatur. Det &r i dagsléget oklart vilken betydelsen temperaturfluktuationerna
egentligen har for spermiernas slutliga befruktningsformaga.



SUMMARY

Artificial insemination (Al) has revolutionized the reproduction and livestock breeding since
the first insemination was done in 1784. When the discovery that sperm could survive
freezing and thawing was made in 1949, it facilitated the development of applied Al work
considerably. A successful result in the use of Al is depending on each single link in a long
chain of events, from the collection of semen to the insemination. A critical link in the chain
is the actual handling of the semen during thawing and the loading of the straw in to the
insemination gun before insemination. The thawing protocols differ between countries and the
instructions are not always based on scientific studies. Today about 85% of dairy cows in
Sweden are inseminated and about 60% of the inseminations are performed by the owners or
herd employees. The conditions and environment in the barn for this type of work is not
always optimal. Inseminators may thus not follow the instructions of thawing, but make own
changes which in some cases will lead to a decreased pregnancy rates and impaired fertility
and production .

The objectives of this study were 1) to compare different thawing protocols, that are currently
recommended in countries in Europe, and study how sperm viability is affected and 2) to
investigate the temperature change inside the straw during thawing according to the different
protocols, as well as 3) at various types of handling in connection with the loading of the
insemination gun.

One payette from each of three freezeing operations per bull (a total of 20 bulls) were thawed
for each of five different protocols based on protocols used within Europe. Various
parameters of sperm motility was investigated using a computer-assisted sperm analyzer
(CASA), and sperm membrane integrity was examined by flow cytometry. The results
showed that it seemed advantageous for the motility of the sperm if it was thawed and stored
at +35-37°C for a longer period of time (> 30s), but possibly negative for the membrane
integrity. However, applying results from an ongoing study on the correlation between
different motility variables and fertility results to our study indicated that the sperm thawed
according to protocol D (+37°C, 45s) would have the best correlation.

The temperature inside the payette increased much faster and the final temperature was
significantly higher during thawing according to the thawing protocols studied than claimed
in previous Swedish documents. The temperature continued to rise a few degrees more after
the straw was removed from the water bath, which could be of importance when using
thawing temperatures above +37°C. The temperature fluctuated markedly after thawing
regardless of the thawing protocol but we could also observe that temperature fluctuations
could be limited if the front part of the insemination gun was preheated before and was
protected after loading regardless of the ambient temperature. At present, it is unclear what
effects temperature fluctuations really have on the sperm fertilization ability.
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INLEDNING

Anvéandandet av artificiell insemination (Al) har revolutionerat husdjursaveln, framfor allt
inom mijolkproduktionen, och har fort med sig manga fordelar. Nagra av dessa ar att man pa
ett bekvamt och ur arbetsskyddsynpunkt sakert satt kan astadkomma draktigheter da handjur
inte sjalva behdver narvara vid betdckning. Al minskar behovet av transporter av djur, samt
kontakterna mellan tjur och ko/kviga och darmed &ven risken for spridning av framforallt
sexuellt overforbara sjukdomar. Artificiell insemination mojliggor daven ett effektivt
avelsarbete, d.v.s. avelstjurar med goda anlag kan utnyttjas effektivt till alla hondjur och man
kan darmed astadkomma stora avelsframsteg pa kort tid (Larsson, 1977; Swensson, 1987).

En kritisk punkt vid anvandandet av Al ar hanteringen av spermadoserna eller payetterna
infor insemination. For att kon ska bli dréaktig med fryst/upptinad sperma krévs att tillrackligt
manga spermier ar viabla (livsdugliga) och kan ta sig fran depositionsplatsen i livmodern till
befruktningsplatsen i dggledaren och dar befrukta dggcellen. Bade frys- och
upptiningsprocessen innebér en stress for spermierna och bortat 50% av dem dor eller skadas
under dessa steg. Det &r darfor viktigt att sjalva upptiningen och handhavandet av doserna
fore inseminationen sker pa ett, for spermierna, sa optimalt satt som mojligt. Pa sa satt
optimerar man chansen att varje inseminationsdos innehaller ett tillrackligt stort antal rorliga
och befruktningsdugliga spermier s& att ett acceptabelt draktighetsresultat efter Al kan
uppnas.

| dagslaget finns det faststéllda protokoll for hur man fryser och tinar tjursperma. Dock &r de
publicerade studierna fa som ror vad som ar det mest optimala protokollet avseende
temperatur och tid for upptining av tjursperma. Manga av de rekommenderade
upptiningsprotokoll, som idag anvands, far formodas vara baserade pa for oss okénda
undersokningar och pa tradition. Aven nar det galler den fortsatta hanteringen sdsom laddning
av pistoletten och dess hantering efter laddning i samband med inseminering finns det olika
forfaranden. Kunskapen vad géller betydelsen av olika upptiningsprotokoll och hantering i
samband med Al for fruktsamhetsresultatet ar for narvarande ofullstandig (Personligt
meddelande: Gustafsson, 2013)

SYFTE

Syftet med var studie var att tina sperma enligt nagra olika protokoll som rutinmassigt
anvands vid seminarbete inom Europa och sedan understka 1) tjurspermiernas viabilitet in
vitro efter upptining, 2) sluttemperaturen inuti payetten efter upptining, 3) inverkan pa
temperaturen i payetten, tinad enligt gallande svensk instruktion, vid olika handhavanden i
samband med laddning av pistoletten.



BAKGRUND

Historik

Under 1780-talet utférdes det forsta lyckade forsoket med artificiell insemination. Det gjordes
pé& hund med farsk sperma av den italienske munken Lazzaro Spallanzani. Ar 1799 utfordes
den forsta artificiella inseminationen pa manniska av den engelske ldkaren John Hunter, men
efter en rad tvivelaktiga forsok utfardade paven, ar 1897, en bannbulla och forbjod darmed
artificiell insemination pa manniska. | borjan av 1900-talet utfordes Al-forsék pa ston vid
ryska stuterier av veterindren Elia lvanov. Han gjorde senare &ven lyckade
inseminationsforsok pa notkreatur och far och fick i uppgift att utbilda andra veterinarer i
tekniken. Redan fore forsta vérldskriget fanns det 300-400 utbildade Al-veterindrer i olika
delar av Ryssland. | Sverige borjade man anvanda Al pa forsok med farsk sperma forst 1936
vid Institutet for husdjursforadling, Wiad. Ar 1949 publicerade Christopher Polge och
medarbetare vid Institute of Animal Physiology i Cambridge den slumpmassiga upptéckten av
glycerolens kyl- och frysskyddande egenskaper som framkommit da han experimenterat med
att frysa tuppsperma. Denna upptackt utgjorde en milstolpe vad géller anvdndning av Al
eftersom mojligheten att frysa sperma férenklar konservering, forvaring och distribution av
sperma. Anvéndningen av Al-tekniken har sedan dess kommit att revolutionera
husdjursaveln, framfdrallt inom animalieproduktionen. | bérjan frés man ner spermadoserna i
ampuller eller i form av pellets. Senare utvecklade Robert Cassou i Frankrike tekniken med
att forpacka spermadosen i en sa kallad payette (Fr.= litet strd), vilket gjorde bade
identifikationen och hanteringen av sperman enklare och sakrare. ldag anvénder vi i Sverige
nastan uteslutande dessa sa kallade ministran/minipayetter (0,25 ml) till tjursperma. | hela
varlden idag insemineras ca 100 miljoner notkreatur per ar, vilket uppskattas vara ca 20% av
varldens insemineringsbara kor och kvigor (Thibier, 2005). | Europa ligger siffran i
genomsnitt pa ca 60% och i Sverige insemineras ca 85% av hondjuren inom
mjolkproduktionen. Néastan 60% av alla inseminationer utfors idag i Sverige av djurdgarna
sjélva i1 sina egna beséttningar, resten utfors av husdjurstekniker vid husdjursforeningarna.
Inseminationerna pa notkreatur gors i Sverige uteslutande med djupfryst tjursperma, som
forvaras i flytande kvéve vid en temperatur pa - 196°C (Swensson, 1987).

Spermasamling, hantering och djupfrysning

| Sverige samlas sperma pa tjurstationen med hjalp av en sa kallad artificiell vagina, varefter
ejakulatets volym, spermiekoncentration samt eventuell kontamination i provet faststélls.
Spermiernas motilitet (rorlighet) bedéms rutinmassigt i fasmikroskop. Déarefter sker en
spadning av sperman med lamplig spadningsvatska innehallande ingredienser som har kyl-
och frysskyddande effekt. Malet i Sverige &r att uppna ett totalantal spermier pa ca 15
miljoner spermier per inseminationsdos (=minipayette; 0,25 ml). Initialt primérspads sperman
till halften av den slutliga volymen i ett vattenbad med en temperatur pa +35°C. Darefter kyls
sperman ner till +5°C varpa slutspadningen sker for att uppna onskad doskoncentration.
Omfattningen av den andra spadningen styrs av spermiekoncentrationen i respektive ejakulat.

Vid slutspadningen tillsatts en spadningsvétska innehallande glycerol, som har
kyl/frysskyddande egenskaper, och som om tillsatt i for stor mangd under for kort tid kan vara
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skadlig for spermierna. Slutspadningen sker darfor ofta i flera steg med en successiv
tillsattning av den glycerolinnehéllande spadningsvatskan till sperman. Nar spadningen ar klar
ska sperman ekvilibreras under minst 2-3 tim. Under tiden fylls den spadda sperman i for den
aktuella tjuren speciellt markta payetter. Payetterna laggs pa ramper och placeras i en
fryskammare. Har fryses de sedan ner genom en succesiv sankning av temperaturen i
kammaren genom att anga fran flytande kvéve sprutas in i kammaren i enlighet med en pa
forhand programmerad fryskurva som styrs via en dator. Det finns flera olika fryskurvor som
anvands, men principen ar i korthet att de fyllda payetterna, som haller en temperatur av
+5°C, forst utsatts for nedkylning med en hastighet av 2-3°C/min ned till -8°C. Vid denna
temperatur borjar en isbildning att ske i vatskan, varfor hastigheten pa temperatursankningen
okas till 30°C/min ned till -130°C. Darefter sanks payetterna ner i flytande kvive, som haller
en temperatur pa -196°C, dar de sedan lagras fram till upptining. Efter infrysningen
kontrolleras resultatet av frysningen genom att nagra payetter tinas och spermiernas motilitet
beddéms i mikroskop. Om 50% eller fler av spermierna bedéms vara motila godkénns
frysningen och resten av payetterna i den frysoperationen (Gustafsson et al., 1987).

Faktorer som paverkar spermiens befruktningsférmaga

Motilitet, dvs. spermiernas aktiva framatrérelse, ar en viktig egenskap som tillrackligt manga
spermier maste besitta efter frysning/upptining. Ororliga spermier kan inte ta sig upp ur
kryptorna i livmodern och inte heller penetrera zona pellucida (&ggcellens skal) vid
befruktningen. En fungerande spermiesvans som kan forflytta spermien framat i dessa
situationer ar darfor en forutsattning.

Exempel pa andra egenskaper som &r viktiga for spermiens befruktningsformaga ar: ett helt
membran hos bade spermien i sin helhet och dess akrosom med intakta enzym och
membranstrukturer (membranintegritet), intakt kromatin (spermien far inte ha adragit sig
skador pa sitt DNA), samt fungerande mitokondrier (Figurl).

Aven om kvalitén pa spermierna har stor betydelse for draktighetsresultatet, s finns det aven
en mangd andra parametrar som kan vara av avgorande betydelse for dréktighetsresultatet.
Exempelvis ar handhavandet av den frysta/upptinade sperman, tidpunkten for insemination i
forhallande till dgglossning, inseminationstekniken, samt manga faktorer hos hondjuret av
betydelse.



Figur 1. Skiss dver spermiens uppbyggnad. A: huvud, B: akrosom, C: hals, D:
mittstycke med mitokondrier, E: svans. Modifierad efter Soderquist, 1987. Teckning:

Beddmningen av spermiekvaliteten in vitro

Det finns alltid en viss procent ddda/skadade samt onormala spermier i dosen efter
fryskonservering. Darfor dar det viktigt att ett tillrackligt stort antal normalt
befruktningsdugliga spermier deponeras i hondjurets livmoder vid insemination for att en
befruktning ska vara mojlig. Som tidigare ndmnts anvénds i Sverige en godkandgrans efter
upptining pa >50 % motila spermier, vilket kontrolleras for varje frysoperation.

Spermiens befruktningsduglighet beror pa en mangd olika parametrar. Det ar viktigt att
snabbt och enkelt kunna identifiera vilka eventuella skador som spermierna fatt vid
nedfrysning, forvaring och upptining. Graham (2001) beskriver att det inte handlar om hur
manga av dessa parametrar som spermien besitter utan mer i vilken omfattning varje
parameter existerar hos den individuella spermien. Det finns i dagsldget ingen enskild metod
som undersoker samtliga parametrar samtidigt. Darfor bor man undersoka sa manga
parametrar som mojligt, och sedan forsoka sammanstélla resultaten till en helhetsbild.
Problemet ar att manga av analysmetoderna ar bade tidskravande och dyra.

Datoriserad spermieanalys (CASA)

Med hjalp av CASA (Computer-assisted sperm analyzer) analyseras motiliteten hos
spermierna i provet genom att en mangd bilder (varierar mellan 30-60 bilder/1-2s mellan
olika modeller) tas inom ett konstant fonster. Datorn sparar sedan spermiens rorelse 6ver det
konstanta fonstret och réknar ut dess olika motilitetsvariabler.

Undersokning av motiliteten ar enkel och gors pa alla tjurstationer rutinméassigt genom en
subjektiv bedomning fasmikroskop. Ett mer objektivt sétt &r att analysera motiliteten med
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hjalp av CASA. Med CASA kan man mata flera motilitetsparametrar samtidigt, till exempel
progressiv. motilitet, hypermotilitet, hastighet, riktning etc. Vid sjalva undersokningen
placeras en droppe av sperman pa ett objektglas under ett mikroskop med en videokamera och
en dator kopplad till detta. Datorn analyserar sedan totalt 17 olika parametrar hos spermierna
(Tabell 3) och sammanstéller data fran atta synfalt till ett medeltal for varje parameter.

Flodescytometri

Spermiernas membranintegritet kan undersokas med hjalp av t.ex. flodescytometri (FCM).
Metoden har fordelen att flera parametrar kan matas samtidigt, samt att tiotusentals spermier
kan undersokas inom loppet av en minut. Tillvdgagangssattet bestar i korthet i att ett prov
med spermier inkuberas med en eller flera fargdmnen. Ddrefter placeras provet i
flodescytometern (Figur 2). Nar vatskan med spermierna passerar kanalens smalaste mynning
delas den upp i individuella sma droppar vilka endast har formagan att bara med sig en cell
vardera. Dropparna passerar sedan en laserstrale, som far eventuell infargning av
fluorescerande farg att avge ljus fran varje enskild spermie. Om infargningar med olika farger
har anvants registreras dessa. Det fluorescerande ljuset filtreras genom ett filter, som endast
slapper igenom ljus av en viss vaglangd. Ljuset registreras sedan och man kan darigenom
avlasa om droppen innehallit en spermie och i sa fall information om dess infargning.
Spermierna passerar laserstralen under hog hastighet, vilket gor det mojligt att undersoka ca
50 000 spermier pa en minut. Bade mangden och avsaknad av infargning kan avlasas.

Cellmembranets integritet kan utvérderas genom att man tillsatter fargdmnena propidium
jodid (Pl) och SYBR-14 som férgar DNA. Fargdmnet SYBR-14 trénger in genom
cellmembranet och binder till DNA-strangens nukleinsyra och fluorescerar gront. Fargamnet
PI faster ocksa till DNA, men kan inte passera genom intakta ett cellmembran. Detta innebar
att endast spermier med trasigt cellmembran kommer fa sitt DNA fargat med PI, och
fluorescerar rott.

Foérutom cellmembranets integritet kan dven andra parametrar understkas med hjalp av
flodescytometri  t.ex. akrosomintegritet (d.v.s. spermiens formaga att genomga
akrosomreaktionen), den  mitokondriella  aktiviteten, samt  spermiekromatinets
denatureringsgrad i cellkérnan.

For att beddma akrosomintegriteten fargar man provet med speciella véxtlektiner med en
fluorescerande prob ansluten till sig (d.v.s. lektinet &r i sig inte fluorescerande utan det krévs
en tillsatt prob). Lektinet faster pa akrosomens insida hos spermier som genomgatt
akrosomreaktion, dvs. nar sammansmaltning av akrosom- och cellmembran har skett. Hos
celler med intakt akrosom kommer lektinet inte i kontakt med de strukturer inuti akrosomen
som det kan binda till, varfor endast spermier som genomgatt akrosomreaktion fargas.



Figur 2. Skiss 6ver uppbyggnaden av en flédescytometer. Spermierna sugs upp via
slangen fran provréret (A) och sprutas in i kammaren (B). Spermierna passerar
sedan laserstralen (C) en och en. Teckning: Anders Johannisson, SLU.

Mitokondriernas funktion méts genom att tillsatta fargdmnet rhodamine 123 till provet.
Fargen transporteras direkt in i de aktiva mitokondrierna och ackumuleras dar. Dessa kommer
sedan att avge gront ljus nar laserstalen traffar spermien. Dock kan man inte bedoma graden
av mitokondriernas aktivitet (Graham, 2001). Thomas et al. (1998) anvande sig av JC-1
infargning istallet. Denna farg transporteras dven den in i aktiva mitokondrier och avger gront
ljus. Den skiljer sig dock fran rhodamine 123 genom att nar mangden JC-1 inuti mitokondrien
dverstiger en viss koncentration sa klumpar den ihop sig och lyser orange istéllet for gront.
Déarmed kan man se skillnad pa mitokondrier med hog aktivitet jamfort med de som &r mindre
aktiva.

Aven spermiens formaga att genomga kapacitering och akrosomreaktion kan matas med hjalp
av flodescytometri. Langlais & Roberts (1985) visade att spermierna frigbr en méangd
kolesterol fran sitt cellmembran under kapaciteringen. Detta medverkar till att Oka
cellmembranets fluiditet, vilket kan méatas med hjélp av flédescytometri (Langlais & Roberts,
1985: se Graham, 2001 s 245).

Man kan &ven mata méangden av denaturerat kromatin i spermiens cellkédrna genom att farga
denna med acridinorange (AO). Fargen faster till det denaturerade kromatinet, samt till
oskadat DNA, och avger rod respektive grén farg, som registreras av flodescytometern
(Graham, 2001).



Orsaker till spermiens skador under frysning och upptining
Frysning

Sperman kyls langsamt fran +35°C till +5°C under loppet av en timme, med syftet att sanka
spermiens metabolism, samt férma cellen att omstrukturera lipiderna i sitt cellmembran
(Mazur, 1984).

Oavsett metod for att forsoka astadkomma en jamn temperatursankning av sperman i
samband med frysning kommer provet vid en viss temperatur ge ifran sig varme i samband
med den sk fasvéxlingen. Detta skapar da en plata i fryskurvan, som kan kvarsta under 2-3
min, innan den sjunker igen (Figur 3). En studie av Parkinson & Whitfield (1987) tyder pa att
denna plata i fryskurvan skulle kunna vara skadlig for spermierna och ha inverkan pa
spermiernas befruktningsformaga.

Temperatur, °C

Fasvaxling

/_)\_\

Fryspunkt
Underkylning

T
Tid, s

Figur 3. Schematisk bild 6ver spermans temperaturkurva vid nedfrysning. Modifierad
efter Larsson, 1987.

Viss forskning (Holt, 2000) tyder pa att spermier som utsatts for kéldchock (skador till foljd
av for snabb nedkylning i temperaturintervallet 6ver 0°C) under frysningsprocessen far
forandringar i sitt plasmamembran under omstruktureringsfasen av dess lipider. Nar spermien
tinas upp igen kommer dess membran att omstruktureras for att anpassa sig till den nya
temperaturen. Forandringar som uppstatt vid frysningstillfallet kan da paverka den processen
och eventuellt leda till att membranet brister.



Det finns dven undersokningar som tyder pa att den defekta omstruktureringen av lipiderna i
plasmamembranet, som namns i stycket ovan, paverkar vissa enzymer vars funktion &r
beroende av lipidernas struktur. Ett exempel pa detta ar den férsamrade kontrollen av
intracellulart kalcium som ses vid temperaturer under +17°C. Orsaken tros vara bristande
funktion av membranbundna ATP-aser, som annars hanterar transporten av kalcium in och ut
ur cellen. Darfor tillsatter man ofta EDTA till manga spadningsvatskor for att binda kalcium
och darmed forhindra transport av kalcium in i cellen (Mazur, 1984).

Vid temperatursankning ner till -=5°C forblir bade det extra- och intracellulara vattnet i
flytande form. Detta pd grund av narvaro av skyddande amnen som tillsattes med
spadningsvatskan. Mellan -5°C och -15°C boérjar iskristaller bildas i den extracelluldra
vatskan, vilket gor att den resterande flytande vatskan blir hyperosmotisk. Den intracelluléra
vatskan forblir i flytande form bland annat pa grund av att cellmembranet hindrar bildningen
av iskristaller. Den intracelluldra vétskan diffunderar sen ut ur cellen till det extracelluldra
rummet. Vid langsam frysning hinner majoriteten av vatskan diffundera ut ur cellen varpa
endast ca 10 % kvarstar tillsammans med héga koncentrationer av saltjoner (Figur 4). | detta
tillstand ar det fysikaliskt omojligt for cellen att frysa intracellulart och darmed skadas av
iskristaller. Samtidigt uppstar det en risk for att den extracellulara véatskan med sin hoga
osmotiska potential skadar cellen om den utsatts for denna under en langre tid. Darfor ar det
viktigt att nedfrysningen é&r tillrackligt langsam for att vattnet skall hinna lamna cellen, men
samtidigt snabb nog for att inte utsatta spermierna for onddigt hoga och langvariga
elektrolytnivaer.

Benson et al. (2012) beskriver i en 6versiktsartikel om kryobiologin rérande spermier att vissa
kyl/frysskyddande &mnen (exempelvis glycerol) ersétter vattenmolekylerna intracellulért utan
att paverka de intra- eller extracellulara koncentrationerna av saltjoner. Nar den extracellulara
vatskan fryser och osmolariteten darmed okar i den resterande vatskan, dras vatten ur cellen
och osmolariteten dkas da dven intracellulart. Om vattenmolekylerna istallet byts ut mot frys-
och kylskyddande &mnen, som inte diffunderar ut ur celler till féljd av 6kad osmolaritet
extracellulart, bibehalls osmolariteten dven intracellulart och spermien forblir oskadd. Man
tror ocksa att glycerolen paverkar cellmembranets viskositet och darmed dven diffusionen
genom andring av membranets lipidsammansattning, stabilitet och permeabiliteten for vatten.
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Figur 4. Skiss 6ver effekten pa vattentransporten ut ur cellen vid olika
kylningshastigheter. Modifierad fran Saacke, 1982. Teckning: Hanna Boéthius

Mazur (1984) visade i sin studie att det bildas en mikroskopisk miljé av kanaler med flytande
medium mellan glaciala isblock vid djupfrysning. Nivan av salt i den flytande vétskan kan
variera mellan kanalerna och da vissa spermier kan ligga i kontakt med flera kanaler samtidigt
utsatts de for olika koncentrationer av salt samtidigt. Detta kan ha betydelse for spermiernas
Overlevnad, motilitet och akrosomintegritet.

Lagring

Vid en temperatur pa -196°C avstannar cellernas &mnesomséttning och de skulle darmed
teoretiskt kunna forvaras utan att ta skada i oandliga tider, sa lange kvéavenivan i tanken &r
konstant. Kosmisk stralning, under mycket lang tid, ar den enda faktorn som anses kunna
orsaka skada pa det genetiska materialet da det forvaras vid -196°C. Efter lagring under 2000-
4000 ar raknar man teoretiskt med att ca 60 % av spermierna dott p.g.a. stralningsskador. De
flesta spermiedoser som anvénds inom husdjursaveln lagras endast en kortare period,
maximalt ett tiotal ar, innan de anvands. Det innebar att de defekter som identifieras hos
spermier efter upptining troligtvis har uppstatt under nedfrysnings- eller upptiningsprocessen.

Upptining

Vid upptining kommer den nedfrysta cellen att rehydreras igen. For snabb och for kraftig
diffusion av vatska fran det extracellulara rummet till det intracellulara kan ge upphov till att
cellmembranet spricker. Det finns &ven en risk for rekristallisering under upptiningsfasen, om
denna sker under for lang tid, med kristallbildning intracellulart som en konsekvens. Aven
detta kan ge upphov till att cellmembranet spricker (Mazur, 1984).

Bailey et al. (1994) visade i sin studie att ett langsamt inflode av kalciumjoner in i cellen efter
tining Okar spermiens befruktningskapacitet. De visade ocksa att spermiens
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befruktningsformaga till stor del beror pa dess egenskaper efter frysning/upptining, inte fore.
Med andra ord, trots att spermier fran en tjur har god befruktningsférmaga i farsk form
betyder det inte att de &ven ar val lampade for att klara av den stress som nedfrysning och
upptining innebar med de goda befruktningsegenskaperna i behall. Manga av spermiens
membranstrukturer férandras i och med djupfrysning, vilket leder till en dkad utpassage av
intracellulara komponenter. Bailey et al. (1994) visade att hoga nivaer av extracellulart
kalcium okade befruktningsformagan hos spermierna. Detta kanske pa grund av att mycket av
spermiens kalcium passerar ut ur cellen under nedfrysnings- eller upptiningsprocessen och
darfor behovs i det extracelluldara utrymmet for att finnas tillgangligt for aterupptag. De
spermier som hade en lagre halt av kalcium intracellulart, vilket efterliknar nivaerna hos
farska spermier, hade battre befruktningsformaga an de med hdga intracellulara nivaer.
Eventuellt beror den generellt hogre koncentrationen av kalcium hos de frysta spermierna pa
att dess effluxkapacitet under frysning och upptining inte fungerar som det ska. De sag dven
en koppling mellan hoga intracelluldra nivaer av kalcium och ALH (lateral head movement)
under dess hyperaktivitet som i sin tur styrs av de intracellulara nivaerna av kalcium.

Watson (1995) tar i sin oversiktsartikel upp ett antal studier som tyder pa att den behandling
av sperman som djupfrysningen innebér kan liknas vid kapacitering, d.v.s. att akrosomen
genomgar en forandring som liknar den normala reaktion som akrosomen genomgar i sin
mognadsprocess fore befruktning. Detta skulle kunna forklara varfor upptinade spermier lever
kortare tid &n féarska, samt att dessa spermier kraver kortare tid for att kapaciteras.

Nagy et al. (2004) visade i sin studie att néastan alla spermier som identifierats som ddda
direkt efter upptining har intakt akrosom. En stor del av de som sedan dér under inkuberingen
gor det till foljd av akrosomskador.

En viktig aspekt att ta hansyn till ar att en hog kvot mellan yta och volym hos den férpackning
i vilken spermierna fryses in, i detta fall payetten, 6kar temperaturpaverkan pa innehallet dvs.
sperman. Det ar darfor viktigt att inte utsatta straet for okontrollerade och odnskade
temperaturforandringar da aven sma temperaturforandringar kan orsaka skador hos
spermierna. Shepard et al. (1976) visar i en studie att forandringar sker i en fryst vatska,
sammansatt av bl.a. H,O, NaCl och glycerol, &ven under den eutektiska temperaturen (den
temperatur dar vatskan overgar fran flytande till fast form). Dessa handelser utgors av hastiga
stegringar och sénkningar i vatskans temperatur och sker vid -100°C, -60°C, -28°C och vid
den eutektiska punkten.

Artificiell insemination i falt

Det ar en lang vag fran tjuren och fram till dess att kon blir dréktig via Al, med manga steg
och kritiska moment pa vagen. Det racker med att ett moment felar for att hela kedjan skall
rasera.

De flesta inseminationer utfors av djurdgaren sjalv eller av dennes anstéllda. For att

djuragaren skall fa tillstdnd till detta maste denne ga en utbildning, som anordnas av

husdjursforeningen eller privat utévare med tillstand fran Jordbruksverket. | utbildningen
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ingar bl.a. hur man skall hantera payetterna i samband med upptining och insemination. Det
forekommer dock att givna instruktioner inte alltid féljs i den praktiska verksamheten. Bade
djuragare och tekniker kan pa eget bevag efter en tid modifiera hanteringen, ibland omedvetet.
Alla avsteg fran rekommenderat upptiningsprotokoll riskerar att ge ett forsamrat
draktighetsresultat. Forutsattningarna for ett optimalt inseminationsférfarande varierar ofta
ute 1 djurstallarna. Om till exempel flera djur ska insemineras vid samma tillfalle kan
temperaturen pa upptiningsvattnet i termosen hinna sjunka innan sista payetten tinats. Det
finns &ven indikationer pa att payetten ibland laddas direkt i pistoletten och att dosen tinas
inuti kon vid insemineringen.

Darfor har VAXA Sverige (fd Svensk Mjolk) tagit fram ett kvalitetsdokument dar det
beskrivs hur man skall ga tillvaga for att kunna garantera ett optimalt draktighetsresultat.

Detta dokument bygger bl.a. pa regler och férordningar som styr hur seminverksamheten skall
bedrivas i Sverige. Den viktigaste forfattningen &r SJVFS (Statens Jordbruksverks
Forfattningssamling) 2004:41 "Statens jordbruksverks foreskrifter om seminverksamhet pa
notkreatur”. Dar anges grunden for hur seminverksamheten skall vara utformad (Gustafsson,
2010).

Hanteringen av payetterna, forvaring, upptining och inseminationsteknik ar av yttersta vikt
och regleras tydligt i instruktioner och kvalitetsdokument. Spermiernas viabilitet far inte
paverkas negativt under hanteringen da detta kan resultera i forsamrat draktighetsresultat.
Manga studier har visat att en snabb upptining ar att foredra framfor en langsam (Senger et
al., 1976 ; Mazur, 1984). Den instruktion betréffande tining av fryst tjursperma som vi
fortfarande anvéander i Sverige kommer sannolikt fran 60-talet da fryst sperma borjade
anvandas i Sverige. Denna instruktion sdger att tjursperma fryst i minipayetter ska tinas i
vattenbad med en temperatur pa +30-35°C under 12 sekunder och mediumpayetter under 15
sekunder (Dyrendahl, 1972; Paulsson, 1972; Gustafsson et al., 1987; Gustafsson, 2010).

Det finns exempel pa tiningsinstruktioner som skiljer sig fran de svenska. Som framgar av
Tabell 1 varierar det mellan olika l&nder vilket tiningsforfarande avseende temperatur och tid
som tillampas. Aven i Norge ar instruktionen att minipayetter ska tinas i +35°C vatten men att
de sedan kan forvaras dar tills de anvands for inseminering. Enligt tva norska studier av
tjursperma sag man mindre skador pa spermiernas membran om de tinades i +75°C i 12
sekunder jJamfort med spermier som tinades i +35°C under 30 sekunder (Aamdal & Andersen,
1968a;1968b). Genetics, ett avelsforetag i Australien, rekommenderar i sin Al-manual att
vattnet ska ha en temperatur pa mellan 32-38°C och att upptining skall ske under minst 30
sekunder, men att payetterna kan forvaras i vattenbadet om de anvénds inom 30 min. Enligt
en Al- instruktion fran USA far man bast dréaktighetsresultat om sperman tinas vid +35-37°C i
minst 30 sekunder, men inte mer & 15 min (ABS Global, 1983).
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Tabell 1. Sammanstéllning av olika upptiningsprotokoll for tjursperma som
anvands i ngra lander inom Europa, baserat pa en enkét och redovisat 23rd
European Al vets conference. (Personligt medelande: Margareta Haard, 2013)

Minipayette (0,25 ml)

Land Temperatur, °C Tid, s
Tjeckien 37 7-10
Cypern 37 30
Danmark 35-37 7-8
Finland 33-37 >30
Frankrike 37 20
Tyskland 38 10
Ungern 36 60
Irland 37 30
Italien 37 20
Holland 37-38 45
Norge 35-37 20
Polen 37 20-30
Slovenien 37 11
Spanien* 35 30
Sverige 30-35 12
Schweiz 37-38 25
United Kingdom 35-37 30

* Payetten halls i luften i 6-8s innan den placeras i vattenbadet

Men &dven andra hanteringsfaktorer i samband med tining ar av betydelse. Métningar av
temperaturen i kvéavebehallaren, dar payetterna forvaras, visar att det sker en tydlig
temperaturstegring redan i halsen pa behallaren, oberoende av hur mycket kvave det finns i
behallaren. Detta innebar att sa fort kanistern lyfts upp for att man ska komma at payetterna i
den, utsatter man dessa for en temperaturférandring (Figur 5). Denna aspekt &r viktig att tdnka
pa nar man ska overfora payetterna fran langtidsforvaringen i kvavebehallaren till en mindre,
mer portabel behallare vid forberedelserna infor insemination. Detta bade for att tillse att de
payetter som blir kvar i kvavebehallaren inte tar skada, men ocksa for att 6verféringen av de
payetter man skall anvdnda sker sa snabbt som mojligt for att minimera
temperaturfluktuationer. Det & med andra ord viktigt att kanistern befinner sig i behallarens
halsdel under endast en mycket kort tid och att man har en bra ordning i behallaren pa sina
inseminationsdoser. Pa sa satt slipper man leta efter de payetter som skall anvandas for
insemination och minskar darmed temperaturfluktuationen som skulle kunna skada
spermierna i payetterna (Shepard et al., 1976).

Né&r payetten skall laddas i pistoletten rekommenderas att denna forvarms genom att

pistolettens framre del gnids med en torkduk under tiden payetten ligger i vattenbadet (ca 10

sekunder). Vattnet torkas sedan av fran payetten innan den fors in i pistoletten varefter en

skyddsstrumpa tras pa (Dyrendahl, 1972; Paulsson, 1972; Gustafsson et al., 1987; Gustafsson,

2010). Nagra vidare instruktioner om fortsatt hantering finns inte angivna i dessa dokument.

Muntliga rekommendationer finns dock att vid kallare klimat, dar djuren insemineras i kall
12



l6sdrift eller om man skall transportera den laddade pistoletten fran en plats i ladugarden till
en annan, att skydda pistoletten i mojligaste man fran temperaturvéxlingar genom att halla
den mot den egna kroppen, t.ex. i armvecket pa den arm dar rektalhandsken &r patradd.
Dokumentationen av detta forfarande och effekten pa spermatemperaturen ar bristfalligt
undersokt och ifragasatts dd och da av seminerande personal (Personligt meddelande:
Gustafsson, 2013).
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Figur 5. En schematisk skiss Gver temperaturen i halsen pa en kvévebehallare.
Modifierad fran Saacke, (1974). Teckning: Hanna Boéthius.

MATERIAL OCH METODER

I undersokningen ingick fryst sperma (minipayette, 0,25ml; IMV, L"Aigle, Frankrike) fran
sammanlagt 20 mjolkrastjurar, 10 SRB (Svensk réd och vit boskap) och 10 SH (Svensk
Holstein) fran VikingGenetics. Medelvardet for NR56 for SRB respektive SH var 65,5%
respektive 67,8% med en ett spann pa 62,3-68,7% respektive 57-69,3%. Tjurarnas alder vid
den aktuella spermasamlingen varierade mellan 1 och 11 ar (medeldlder hos SRB- och SH-
tjurarna var 5,1 respektive 3,2 ar med en variation pa 1-9 ar respektive 1-7 ar). Dock ingick i
undersokningen spermadoser fran en tjur (nr 5, SRB) som samlats vid tva olika tillfallen, da
tjuren var 1 respektive 5 ar. Samtliga spermadoser i undersékningen var frysta i enlighet med
det infrysningsprotokoll som beskrivits tidigare under avsnittet ”spermasamling, hantering
och djupfrysning”.

De fem olika upptiningsprotokoll (A-E) som anvandes i studien framgar av Tabell 2. Valet av
upptiningsprotokoll baseras pa nagra av de rekommenderade temperaturer och tider som
anvands vid upptining av tjursperma i falt i ett flertal l&nder inom Europa (Tabell 2.).
Upptiningsprotokoll A utgér var kontroll i undersokningen och motsvarar det
rekommenderade upptiningsférvarande, som sedan lange anvénds i Sverige i félt.
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Tabell 2. Temperatur och upptiningstid for de protokoll (A-E) som anvandes

Protokoll Temperatur °C Tid
A 35 12s
B 38 7s
C 37 30s
D 37 45s
E 35 30min

De frysta doserna forvarades i flytande kvave fram till upptining. For vart och ett av de olika
upptiningsprotokollen (A-E) tinades samtidigt 3 minipayetter (0,25ml) fran varje tjur. Dessa
payetter kom var och en fran tre olika frysoperationer. Darefter tomdes den tinade sperman
fran de tre payetterna i ett provrér (3ml; Bergman labora, Sverige) for vidare analys. Detta for
att utjgmna eventuella skillnader mellan de olika ejakulaten/frysningsoperationerna inom tjur.

Vid upptiningen placerades de tre payetterna samtidigt i en termos med vatten av bestamd
temperatur enligt protokollet. VVattentemperaturen mattes med hjélp av en digital termometer
(Testo 735-2, Nordtec Instrument AB, Goteborg) med en noggrannhet av +0,2°C. Efter
upptining torkades payetterna av med papper. Den svetsade anden klipptes av, placerades i ett
provror, varefter den bomullspluggforsedda anden klipptes av och innehallet samlades upp i
provroret. For att vara saker pa att all sperma tomdes ur payetten blastes en liten mangd luft
genom de uppklippta strana.

Datoriserad motilitetsanalys (CASA)

Innan provet applicerades pa objektglas blandades sperman genom att “knappa med fingret”
pa sidan av roret 15 ganger. Exakt 5ul sogs upp med hjélp av en pipett och applicerades pa ett
objektglas. Eventuella luftbubblor punkterades med ena hornet pa ett tackglas innan det
applicerades pa droppen. Uppstod luftbubblor under glaset applicerades ett latt tryck pa
tackglaset med en nagel for att inte riskera att fa fett pa glaset. Darefter placerades
objektglaset pa ett varmt (+38°C) objektbord under mikroskopet. Skéarpan och ljusstyrkan
anpassades enligt bilden pa datorskarmen for att ge basta mojliga skarpa till kameran.
Analysen paborjades forst nar eventuella stromningar i preparatet upphort, for att undvika
felaktiga resultat. Darefter analyserades spermier i atta olika synfalt pa olika platser i de inre
delarna av preparatet. Ytterkanterna eller omraden med Iluftbubblor och/eller debris
analyserades inte. FOr att undvika att samma falt/omrade och spermier analyserades tva
ganger anvandes ett sarskilt forflyttningsschema mellan de olika synfalten (Figur 6).

Analysen upprepades tva ganger per prov efter upptining, dvs 16 falt per upptinat prov
analyserades. Datorn analyserade de atta falten var for sig samt raknade ut ett medelvarde for
alla atta synfalt, vilket innebar att vi fick tva medelvarden per prov. Totalt analyserades ca
500 spermier per gang, varfor det anvanda medelvardet &r baserat pa en analys av ca 1000
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spermier. Data l&stes av och overfordes till en Excelfil. De variabler som analyserades med
hjalp av CASA framgar av Tabell 3.

Figur. 6. Skiss dver forflyttningsschemat som anvéndes vid CASA-undersdkningen.

Tabell 3. Beskrivning och férklaring av de olika CASA-variabler som analyserades

Variabel Forklaring

Tot.Mot % Total motilitet

Prog.Mot % Progressivt motila spermier

Lok.Mot % Lokalt motila spermier

Immotile % Immotila spermier

DCL pu Distance Curved Line

DAP p Distance Average Path

DSL p Distance Straight Line

VCL p/sek Curvilinear velocity. Spermiens vag ar normalt nagot bojd varfor
hastigheten fran A-B bor raknas langst en tankt, bojd linje.

VSL p/sek Velocity straight linear. Istéllet for att folja den bojda linjen dras ett rakt
streck mellan A-B och man réknar ut hastigheten efter den strackan.

VAP p/sek Velocity avarage path. Hastigheten enligt ett medelvarde av strackan enligt
VCL och VSL

LIN Linearity (VSL/VCL)

STR Straightness (VSL/VAP)

wWOB Wobble (VAP/VCL)

BCF (Hz) Beat cross fregency, hur manga ganger svansen passerar en tankt linje

ALH Amplitude lateral head displacement

AOC (") Average Orientation Change of the head

Hyper.Mot %

Hypermotila spermier

Flodescytometrianalys

For vart och ett av de olika upptiningsprotokollen (A-E) tinades tre payetter fran varje tjur
samtidigt. Var och en av dessa payetter kom fran tre olika frysoperationer, och den tinade
sperman tomdes fran samtliga tre payetter i ett provror (3ml; Bergman labora, Sverige). Detta
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for att utjamna eventuella skillnader mellan de olika ejakulaten/frysningsoperationerna inom
tjur. Ett prov om 8,5ul fran sperman 6verférdes sedan till ett annat provror och blandades med
291l cellwash (Becton Dickinson, San José, CA, USA). Darefter tillsattes 0,6 pl SYBR-14
och 3pl propidiumjodid (P1) (Live-dead ® Sperm Viability Kit L-7011; Invitrogen™ Inc.,
Eugene, OR, USA). Provet inkuberades darefter i ett morkt varmeskap vid +38°C under 10
minuter for ekvilibrering. Efter inkuberingen placerades provroret i en LSR flodescytometer
(Becton Dickinson, San José, CA, USA) med standardoptik. Den laser som anvandes var en
argonjonlaser med vaglangden 488 nm. Forsoket genomfordes under tva dagar med 50
prover/dag.

Statistisk analys

For varje tjur, protokoll och replikat (CASA) lagrades varden in i Excel (tio rader per tjur).
Dessa data exporterades sedan till SAS programmet (SAS Inst. Inc., Cary, NC, USA).
Matvardena analyserades med hjélp av variansanalys (PROC Mixed) enligt en modell som
inneholl de fixa effekterna av ras, protokoll samt samspelet mellan ras och protokoll. Den
statistiska modellen innehdll &ven den slumpmassiga effekten av tjur inom ras. Korrigerade
medelvarden (LSmean) beraknades for protokoll och jamfordes med hjalp av T-test.

Temperaturmatning

For att mata temperaturen inuti en minipayett vid de olika upptiningsprotokollen tinades en
payett upp och den framre delen av en tunn, 2 m lang, temperaturgivare (diameter: 0,25 mm,
matomrade: -40-200°C, matnoggranhet: 0,1°C; Nordtec Instrument AB, Goteborg, Sverige)
fordes in i mitten av payetten (Figur 8). Temperaturgivaren ansléts till en TESTO 735-2
temperaturmatare (Nordtec Instrument AB, Goteborg, Sverige; Figur 7). For att
temperaturgivarens framre sensor inte skulle ligga an mot payettens innervagg, utan vara sa
centrerad som mojligt inuti payetten, faste vi sma bitar av tva silikonslangar med olika
diameter pa tradens ande innan den fordes in i payetten (Bild 9). Darefter sdnktes payetten
langsamt ner i flytande kvave. Nar temperaturen natt ca -193 - -195°C paborjade vi
upptiningen i enligt med de olika upptiningsprotokollen (A-E). Temperaturen registrerades
tva ganger per sekund och registreringen paborjades i samma dgonblick som payetten sanktes
ner i vattenbadet. Méatningen fortsatte sedan under ytterligare 10 sekunder med payetten i
luften (med en omgivningstemperatur pa +19°C) efter det att respektive upptiningsprotokoll
avlutats och payetten lyfts ur vattenbadet. Upptiningsproceduren upprepades 5 ganger for
varje protokoll. De registrerade vardena samlades sedan i ett Exceldokument for vidare
analys.

For registrering av temperaturen inuti payetten, efter upptining enligt protokoll A, i samband
med tre olika handhavanden i falt vid laddning av pistoletten, monterades temperaturgivaren
pa samma satt som beskrivits ovan. Payetten tinades enligt protokoll A varefter vattnet
torkades av med en pappersduk. Dérefter placerades payetten i en pistolett som forvarmts
genom att den gnidits med en torkduk under 10 sekunder. Darefter trdddes en skyddsstrumpa
av engangstyp pa pistoletten varpa pistoletten holls stilla i luften under resten av métperioden.
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Temperaturen mattes under 3-5 min med borjan da upptiningen av payetten paborjades i
vattenbadet.

Forsok utfordes vid tva olika omgivningstemperaturer (+16-17°C respektive +4-6°C), i syfte
att forsoka efterlikna den tankta temperaturen i ladugarden och i en kall l6sdrift under den
kallare arstiden. Darefter upprepades forsoken men med den skillnaden att pistolettens framre
del efter laddning placerades i ett armveck hos en person med rektalhandske pa armen. Forsok
gjordes dven vid de olika omgivningstemperaturerna dar pistoletten inte forvarmdes innan
payetten laddades. Tiden det tog till dess payetten laddats i pistoletten registrerades. Alla
matningar upprepades 5 ganger

Payette med tempe;gtjllrgivare
o J

Matinstrument

Figur 7. Utrustningen som anvandes vid matningen av temperaturen inuti payetten vid de olika
tiningsprotokollen (A-E). Foto: Hanna Boéthius.
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Figur 8. Payetten med temperaturgivaren i centrum och mitten av payetten. Detalj fran Figur
7 ovan. Rektangeln tydliggér temperaturgivarens placeringen som beskrivs mer detaljerat i
Fiour ¢ — "t mom e

St

= e omame = o= o=

- ..-.-—_.-.._I_....__—_-

Figur 9. En detaljerad skiss Over hur temperaturgivarens spets (pil) ar placerat mitt i
payetten med hjalp av nagra bitar silikonslang av tva olika storlekar. Teckning: Hanna
Boéthius.
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RESULTAT

CASA och flodescytometri

Resultatet av analysen av spermieviabiliteten med hjalp av CASA och FCM for de olika
upptiningsprotokollen (A-E) ses i Tabell 4. En statistiskt signifikant skillnad mellan
upptiningsprotokollen sags for variablerna total motilitet, progressiv motilitet, immotilitet,
hypermotilitet, DAP, DSL, VAP, VSL, LIN, STR, WOB, BCF, ALH och AOC.

Tabell 4. Least square means for de olika motilitetsvariablerna som analyserats med hjalp av CASA

samt membranintegriteten, utvarderat med hjalp av flédescytometri (FCM), for de olika

upptiningsprotokollen (A-E)

Upptiningsprotokoll

Variabel A B C D E P-varde
(35°C,12s) (38°C,7s) (37°C,30s) (37°C,45s) (35°C, 30 min)

Total motilitet % 56,9 54,5 53,2 54,4 59,0 0,0355
Progressiv 54,3 51,9 50,6 50,8 56,1 0.0185
motilitet %
Lokal motilitet % 2,6 2,6 2,6 2,7 2,9 n.s.
Immotilitet % 43,0 45,5 46,8 459 41,0 0.0264
Hypermotilitet % 13,6 13,6 10,3 9,8 11,9 0.0014
DCL u 68,8 68,3 68,0 66,5 68,3 n.s.
DAP u 34,3 33,8 34,6 33,9 36,2 0.0003
DSL p 25,2 24,5 26,0 25,9 27,1 0.0021
VCL p/sek 151,1 150,2 149,8 146,7 154,5 n.s.
VAP p/sek 75,8 74,6 76,4 75,3 80,7 <.0001
VSL W/sek 55,6 54,2 57,7 57,5 60,4 0.0002
LIN (VSL/VCL) 0,37 0,40 0,38 0,39 0,50 <.0001
STR (VSL/VAP) 0,73 0,70 0,75 0,76 0,70 0.0019
WOB 0,49 0,49 0,51 0,50 0,50 <.0001
(VAP/VCL)
BCF (Hz) 24,9 24,8 25,5 25,7 254 0.0319
ALH p 5,2 5,2 4,9 4,8 4,9 0.0013
AOC (%) 21,9 22,2 22,1 21,4 23,4 <.0001
FCM % 59,9 61,3 60,5 59 58,5 n.s.

n.s: icke signifikant
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Temperaturmatningen

| Figur 10 ses resultatet av temperaturmétningen inuti payetterna vid de olika
upptiningsprotokollen (A-E). Temperaturen steg ytterligare nagra grader efter det att payetten
lyftes ur vattenbadet vid protokoll A och B. Efter att payetterna natt sin sluttemperatur
boérjade temperaturen att sjunka ner mot omgivningstemperaturen (19°C).

e A\ 35°C, 125
—f: 38°C, 7s
C:37°C, 30s

e D: 37°C, 455
=—F:35°C, 30min

1 3 5 7 9 1113 1517 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 55
Tid, sekunder

Figur 10. Medelvirdet av fem replikat av registrering av temperaturen éver 0°C inuti payetten vid
de olika upptiningsprotokollen (A-E). De streckade linjerna markerar temperaturen i payetten vid
upptiningstidens slut da payetten lyftes ur vattenbadet.
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| Figur 11 visas temperaturen inuti payetten vid upptining i 35°C under 12s efter laddning i
forvarmd respektive inte forvarmd pistolett varefter pistoletten holls fritt 1 luften
(omgivningstemperatur: +16-17°C respektive +4-6°C) och dar pistolettens framre del
skyddades i ett armveck (omgivningstemperatur: +16-17°C respektive +4-6°C).
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Figur 11. Uppmatt medeltemperatur (5 replikat) per sekund inuti payetten i samband med olika
handhavanden (FP: forvarmd pistolett, 1IFP: icke forvarmd pistolett, FPA: pistolettens framre del
skyddas i armveck . Omgivningstemperatur + 16-17°C = heldragen linje, + 4-6°C=streckad linje. Pilen
anger tidpunkten da payetten lyftes ur vattenbadet. Den streckade pilen anger den ungefarliga tiden da
payetten laddats i pistolette, ca 18 sekunder efter upptining.
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DISKUSSION

De olika tiningsprotokollen som vi understkte varierade sinsemellan avseende temperatur och
tid. Temperaturen styr upptiningshastigheten medan tiden paverkar sluttemperaturen av
sperman efter tining. Vi kan i detta forsok inte sérskilja eventuella effekter pa spermierna av
dessa tva enskilda faktorer da de kombinerats i de anvanda protokollen. Manga studier har
visat att snabb upptining &r att foredra framfor langsam (Senger et al., 1976; Mazur, 1984).
Aamdal & Andersen (1968a; 1968b) kom fram till att tjursperma som tinats i +75°C under 12
sekunder gav mindre membranskador an upptining vid +35°C under 30 sekunder. | vara
protokoll varierade temperaturen mellan +35°C och +38°C, dvs. forhédllandevis marginellt,
vilket ocksa aterspeglas i den sammanstallning av upptiningstemperaturer som idag anvands i
nagra europeiska lander (Tabell 1). Man kan eventuellt ifragasatta om den lilla skillnad i
upptiningstemperatur, som vi anvant i studien, verkligen ar av betydelse for effekten pa
spermierna. | var litteraturgenomgang har vi inte kunnat hitta nagra sadana jamforande forsok.
Tiden (7 sekunder — 30 minuter) i tiningsvattnet varierade dock desto mer mellan vara olika
protokoll. En konsekvens av upptiningstidens langd var att sluttemperaturen i sperman
narmade sig upptiningsvattnets temperatur ju langre upptiningstiden var (Figur 10).

Spermieparametrar

| var studie av spermiernas livsduglighet fann vi att av motilitetsvariablerna (vid analys med
hjalp av CASA), var flertalet av dessa numeriskt hogst efter upptining enligt protokoll E
(+35°C, 30 min) medan den var ligst for protokoll B (+38°C, 7s). En omvand bild sags vid
analys med hjalp av flodescytometri dar spermiernas membranintegritet var lagst for protokoll
E och hogst for protokoll B (P=0,029). En orsak till detta skulle kunna vara att den langa
forvaringen vid +35°C i protokoll E ar fordelaktig for de variabler som registreras avseende
spermiens motilitet i CASA jamfort med vid de kortare upptiningstiderna i de andra
protokollen (A-D). En del av spermierna som registrerades som immotila eller lokalt motila
skulle eventuellt kunnat uppna hogre motilitetsvarden om upptiningstiden varit langre. Detta
resonemang stddjs av det faktum att de spermier som tinats enligt protokoll A hade lagre
motilitetsvarden &n spermier som tinats enligt protokoll E (P=0,0014), med den betydligt
langre upptiningstiden. A andra sidan skulle den l&anga upptiningstiden i protokoll E kunna
medfora att en storre andel spermier hinner skadas eller d6 under de 30 minuter de férvaras
vid +35°C. Detta skulle kunna forklara varfor andelen spermier med intakt
cytoplasmamembran var lagre (E), vid analys med hjalp av flédescytometri, jamfort med
ovriga protokoll och framforallt jamfort med protokoll B med den kortaste upptiningstiden
(7s). Detta stodjs aven av ett numeriskt hogre vérde for andelen membranintakta spermier vid
upptining enligt protokoll A (12s) jamfort med protokoll E (30 min).

| en pagaende studie rérande viabiliteten hos fryst/upptinad tjursperma fann man en svag
positiv korrelation mellan nagra motilitetsvariabler (STR, LIN, BCF; Tabell 3) analyserade i
CASA och draktighetsresultatet matt som 56 dagars icke omldpar procent (NR) (Personligt
meddelande, Morrell, 2013). Om detta preliminara resultat appliceras pa resultatet i var studie
skulle upptining enligt protokoll D vara det mest fordelaktiga ur fertilitetssynpunkt, fore
protokoll C och E. Upptining enligt protokoll C och D innebar upptining av spermierna under
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en langre tid (30s respektive 45s) &n vid upptining enligt protokoll A (12s) och en stabil
temperatur pa cirka +37°C uppnaddes i C och D redan innan upptiningstiden var slut.
Motsvarande gallde aven for upptining enligt protokoll E, men da med en sluttemperatur pa
+35°C. Eventuellt skulle de langre upptiningstiderna (C-E) kunna medféra att spermierna
hinner anpassa sig (t ex. genom att membranerna hinner stabilisera sig) till en hogre
upptiningstemperatur som de sedan dessutom befinner sig i under en langre tid. Mdjligen
skulle detta kunna innebdra att de battre skulle kunna klara av eventuella
temperaturfluktuationer senare i samband med handhavandet fore insemination.

Dessa delvis motstridiga resultat visar pa svarigheterna med att tolka utfallet av de olika
laboratoriemetoderna. En strikt tolkning kraver att man testar de olika metodernas
draktighetsresultat mot resultatet efter Al i falt. Dessutom har dven paverkan av olika faktorer
hos kon betydelse, sa som t ex. transporten av spermierna i de honliga genitalia, varfor detta
omrade &r svart att studera. Manga tidigare undersokningar som gjorts visar dock att
korrelationen mellan olika matilitetsvariabler enligt CASA och draktighetsresultatet &r svag
(Soderquist et al., 1991). Det ar dock osannolikt att det inte skulle finnas nagot samband
mellan t ex. spermiernas motilitet och membranintegritet och fertiliteten. For att undersoka
detta kravs ett tjurmaterial med en stor spridning i fertiliteten. I var studie &r dock tjurarna
redan selekterade for bl a. spermiernas frysbarhet och fertilitet, vilket gor spridningen i
materialet liten.

I en Al-manual fran ett avelsforetag i Australien (Genetics, 1996) slas fast att:
’strana skall tinas i minst 30 sekunder, men att langre tid i vattenbadet inte ger nagon
negativ effekt pa spermiernas befruktningsduglighet sa lange payetten anvands inom 20
min”.

| var studie visade spermierna fortfarande en hég grad av motilitet efter 30 min (protokoll E)
jamfoért med Ovriga upptiningsprotokoll, men hur 30 minuters forvaring jamfort med 20
minuters forvaring paverkar befruktningsdugligheten ar for narvarande oklart. Emellertid
kunde Morkholm & Filseth (1988) visa att tjursperma som tinades i vattenbad med +35-38°C
och sedan forvarades i vattenbadet i upp till 1,5 tim inte paverkade draktighetsresultatet (60
dagar NR) trots att andelen doda spermier Gkade. Aven i vér studie 6kade andelen doda
spermier vid den langre upptiningstiden (E), men enligt Markholm & Filseth (1988) behtver
det alltsa inte paverka draktighetsresultatet.

I en studie av Almquist et al. (1979) dar de jamforde befruktningsdugligheten hos
tjurspermier som tinats i 35°C under 12 respektive 30 sekunder sag de en signifikant béttre
dréktighetsresultat (hdgre NR) hos de spermier som tinats i 30 sekunder. | en liknande studie
av Almquist et al. (1982) dar de istéllet jamfdrde tjurspermier som tinats i +32-35°C under 9
respektive 40 sekunder sag de dven har en signifikant 6kning i dréaktighetsprocenten (NR) hos
de som tinats under en langre tid, det vill sdga 40 sekunder. Detta Gverensstimmer med
resultaten i var studie som ger indikationer pa att en langre upptiningstid skulle kunna vara
positiv for spermiernas berfruktningsduglighet. For att undersoka om resultatet fran
Almquist’s studie stamde &ven under svenska forhallanden gjordes ett faltforsok med sperma
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tinad i 12 respektive 30 sekunder i +32-34°C vatten (Haard & Haard, 1984). I den studien
fann man dock ingen signifikant skillnad i draktighetsresultat mellan de tva
tiningsforfarandena. Forfattarna foreslar att den uteblivna positiva effekten med en langre
tiningstid, som tidigare forsok antytt, uteblev pa grund av att spermierna nadde en hogre
sluttemperatur och darmed blev mer utsatta for kdldshock. Detta skulle kunna reducera den
eventuella positiva effekt som tidigare visats med en langre tiningstid (Almquist et al., 1982).

Temperatur i payetten i samband med upptining

I en svensk instruktionsbok “Payetteknik i Faltarbete” fran 1972, ges en forklaring till

géllande tiningsinstruktioner:
Varfor skall da upptiningen avbrytas efter 12 sekunder? Sperman har da temperaturen
pd +5-+10°C, dv.s. den for firsk spermaférvaring och hantering idealiska
temperaturen. Under forberedelser och insemination forskjuts den langsamt i riktning
mot omgivningens och kroppens temperatur. Tinar man for kort tid, riskerar man att
temperaturen stannar ungefar vid nollpunkten, som i sjalva verket bor passeras snabbt
for att undgd for spermierna skadliga omlagringar i iskristallerna (darfor maste
upptiningen ske med ganska hog vattentemperatur). Tinar man for lange, stiger
spermatemperaturen i payetten upp mot + 30°C och risken for kéldchock vid den
fortsatta hanteringen blir mycket stor. Ett snabbt temperaturfall pa 5- 10°C fiin denna
niva, exempelvis genom lag omgivningstemperatur eller kall pistolett, verkar forodande
pa draktighetsresultatet™ (Dyrendahl, 1972)

| vara matningar av temperaturen sag Vi att dessa pastaende inte alls stiammer. Enligt protokoll
A, som ar det protokoll som avses ovan och ar det rekommenderade protokollet i Sverige
idag, sa var temperaturen i payetten ca +9°C redan efter 9 s och efter 12 s var temperaturen ca
+27°C. Temperaturen fortsatte sedan att stiga ytterligare till ca +29-30°C under de féljande tre
sekunderna efter det att payetten lyfts ur vattenbadet vid en omgivningstemperatur pa +19°C.
Liknande temperaturhdjning observerades dven for protokoll B. Denna temperaturhtjning
astadkoms sannolikt av den varme som finns lagrad i payettens plastvagg. Dock sjunker sedan
temperaturen i payetten efter avslutad upptining pa grund av den lagre
omgivningstemperaturen. Nar vi jamforde temperaturkurvan for samtliga upptiningsprotokoll
sjonk temperaturen snabbast i protokoll C och D efter det att payetten lyfts ur vattenbadet vid
en rumstemperatur pa 19°C. En forklaring till detta skulle kunna vara att temperaturen inuti
strana vid dessa protokoll var den hogst uppmatta (37°C) och att skillnaden mellan payettens
temperatur och omgivningstemperaturen darfér var storst i dessa fall. Ldagst
temperaturfluktuation sags vid upptining enligt protokoll B (+38°C, 7s) dar sluttemperaturen
efter upptining lag ndrmare omgivningstemperaturen, sannolikt pd grund av den kortare
upptiningstiden. Man kan darfor spekulera i hur draktighetsresultatet skulle paverkas om
upptiningsvattnets temperatur skulle kunna anpassas till radande omgivningstemperatur, for
att minska fluktuationer i temperaturen hos den upptinade sperman. Ett sadant forfarande
skulle dock ur praktisk synvinkel inte vara realistiskt att tillampa i falt. Temperaturskillnaden
mellan spermans sluttemperatur efter upptining och kons kroppstemperatur far inte heller bli
for stor da en for snabb temperaturdkning i samband med insemination ocksa visat sig vara
skadlig for spermiernas befruktningsformaga (Senger et al., 1976).
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Temperatur i payetten vid olika handhavanden av pistoletten

Vid upptining enligt protokoll A sjénk temperaturen fran 30°C till 21°C efter ca 3 min da
payetten laddats i en forvarmd pistolett vid en omgivningstemperatur pa 19°C.
Upptiningsprotokoll A har anvénts vid Al under manga ar i Sverige med ett generellt sett
acceptabelt dréktighetsresultat som féljd, vilket talar emot att den temperatur fluktuation vi
uppmatte i payetten, verkligen skulle ha en sadan "forddande” effekt pa spermiernas
befruktningsduglighet som tidigare pastatts (Dyrendahl, 1972). Det finns aven studier (Senger
et al., 1976; Delarnette et al., 2000), som visat pa att spermierna ar mer taliga mot
temperaturfluktuationer ~ och  darmed koldchock  efter  upptining &  om
temperaturfluktuationerna sker fore upptining. Detta star i kontrast till tidigare pastaende
(Dyrendahl, 1972) och stédjer delvis resultaten i var studie dar vi sag hogst motilitet i
upptiningsprotokollen med langre upptiningstid och hogre sluttemperatur.

Pastaendet (Dyrendahl, 1972) att temperaturen i payetten efter upptining i vattenbad langsamt
forskjuts 1 riktning mot omgivningens och kroppens temperatur under forberedelserna och
inseminationen kunde inte heller bekraftas i vart forsok. Vi fann istallet att laddning av
payetten i pistoletten medférde en stadig sankning av temperaturen inuti straet tills den
narmade sig omgivningens temperatur. Hastigheten pa temperatursankningen och
sluttemperaturen paverkades av hur htg omgivningstemperaturen var. Det medfor i praktiken
att tiden mellan upptining och insemination skulle kunna paverka temperaturen i payetten pa
ett, for draktighetsresultatet, negativt satt.

Vi fann &ven att temperaturen sjonk snabbare da payetten laddades i en pistolett som inte var
forvarmd jamfort med i en pistolett som var forvarmd, men att temperatursdnknings-
hastigheten dven var beroende av omgivningstemperaturen. Vi sag ocksa att bade hastigheten
och storleken pa temperatursankningen inuti payetten minskades, men i olika utstrackning
beroende pa omgivningstemperaturen om pistolettens framre del placerades i ett behandskat
armveck. Om malet &r att forsoka undvika temperatursankning och uttalade fluktuationer i
payettens temperatur blir det viktigt att bade forvarma och skydda pistolettens framre del i
samband med laddning av pistoletten, framforallt da omgivningstemperaturen &r lag, till
exempel i en kall l16sdrift och under den kallare arstiden.

25



SLUTSATS

Resultaten visade att en langre upptiningstid vid +35°C var fordelaktigt for spermiens
motilitet, men baserat pa preliminara resultatet fran en pagaende studie skulle upptining enligt
protokoll D (+37°C, 45s) kunna ge ett battre dréktighetsresultat. Det kréavs dock ett
omfattande och kontrollerat faltforsok for att utrona de olika upptiningsprotokollens paverkan
pa dréaktighetsresultatet innan nuvarande instruktion for spermahantering i falt kan bli foremal
for en andring.

| motsats till tidigare teorier rérande vilken sluttemperatur som uppnas vid upptiningen
uppmatte vi en betydligt hogre temperatur inuti payetten vid upptining enligt protokoll A
(35°C, 12s) och vi sag aven att temperaturen fortsatte stiga efter payetten tagits upp ur
vattenbadet. Temperaturen i payetten fluktuerade &ven kraftigt efter upptining oavsett
upptiningsprotokoll. Temperaturfluktuationerna kunde dock begrénsas om pistolettens framre
del varmdes fore och skyddades efter laddning av pistoletten oavsett omgivningstemperatur.
Det ar emellertid i nuléget oklart vilken betydelse temperaturfluktuationen i sig har for
spermiernas befruktningsformaga.
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