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KOMPOSITION FOR SEPARATION AV SPERMIER FRAN ETT SPERMAPROV

Uppfinningens omrade
Foreliggande uppfinning avser omradet av veterinarmedicin, i synnerhet
kompositioner och metoder som ar anvandbara for att bearbeta djursperma fér

anvandning vid assisterad reproduktion.

Uppfinningens bakgrund

Artificiell insemination (Al) har anvants for mjélkkor och grisar i flera artionden. Det
kravs emellertid nya metoder for att forbattra spermiekvaliteten i spermadoser som
anvands for Al, av olika orsaker: (i) for att separera spermierna fran inhiberande
faktorer i sddesplasma, exempelvis dekapaciteringsfaktorer; (ii) for att vélja mogna,
normala och livsdugliga spermier fran hela spermiepopulationen i ejakulatet; (iii) fér
att separera spermierna fran kallor av reaktivt syre (reactive oxygen species) som ar
skadliga fér spermiernas 6verlevnad. Dessa processer utférs normalt av de honliga
reproduktionsorganen under naturlig parning men kan delvis saknas, néar
spermierna insemineras artificiellt (Al). Dessutom, nar spermierna ska anvandas foér
in vitrofertilisering ar dessa selektionsmekanismer fullstandigt franvarande och

spermierna maste darfor separeras fran sidesplasman fére anvandning.

Under de senaste 15 ar, har tekniken av densitetsgradientcentrifugering anvants fér
att bereda humana spermier f6r anvandning vid assisterad reproduktion (WHO,
1999). Ursprungligen anvandes silikapartiklar belagda med polyvinylpyrrolidon,
men nyare formuleringar har anvéant silanbelagda silikapartiklar i

densitetsgradienten.

De beredda spermiesuspensionerna anvands omgaende for in vitro-befruktning,

intracytoplasmatisk spermieinjektion eller intrauterin deponering.

Kommersiellt tillgdngliga kolloidkompositioner for att bearbeta humana spermier
exempelvis Puresperm (Nidacon International AB) for assisterad reproduktion har
en osmolaritet av 300-310 mOsm enligt foretagets hemsida och dess saljframjande
litteratur. Den fram till nu enda kommersiellt tillgdngliga

densitetsgradientsprodukten fér djurspermier som citerats i litteraturen har ocksa
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en osmolaritet inom intervallet 300-310 mOsm, t ex Equipure och Bovipure (bada
framstéallda av Nidacon International). Aven om Bovipure rapporterades ge bra
resultat f6r att bearbeta nétkreaturspermier for IVF (4), gav anvandningen av
Equipure sasom en densitetsgradient for hingstspermier inte samma gynnsamma

effekter pa spermiekvaliteten (5) som har rapporterats fér humanspermier (6).

Beredningen av humana spermaprover utférs vanligtvis i 1,5 ml alikvoter av
sperma. Aven om beredningen av djursperma i sidana sma volymer &r adekvat for
att bereda spermier for IVF eller ICSI, ar avsevéart storre spermieantal nédvéandiga
for artificiell insemination i djur. Féljaktligen finns det ett behov av enkla och
lampliga metoder fér att bereda spermier fran djursperma pa platsen for
insamlingen darav och i adekvata antal for anvandning i artificiell insemination.
Det finns ocksa ett behov av djurspecifika kompositioner som lampar sig for sddana

metoder.

Sammanfattning av uppfinningen

I en forsta aspekt avser foreliggande uppfinning en komposition fér separation av
spermier fran ett spermaprov, innefattande atminstone ett salt av en alkalimetall,
och/eller en alkalisk jordartsmetall, EDTA, en zwitterjonsbuffert, silanbelagda
silikapartiklar och vatten, varvid kompositionen har ett pH av 7,0-7,35 och en

osmolaritet av 300-345 mOsm.

I en utféringsform av denna aspekt innefattar kompositionen:
- natriumklorid i en koncentration av 97,5-140,0 mM

- kaliumklorid i en koncentration av 4,0-5,5 mM

- glukos i en koncentration av 1,0-1,4 mM

- EDTA i en koncentration av 0,10-0,14 mM

- HEPES i en koncentration av 15,0-19,0 mM

- tri-natriumcitrat i en koncentration av 4,8-8,3 mM

- laktat i en koncentration av 0,0-4,0 mM; och

- silanbelagda silikapartiklar i en concentration av 300-1000 g/1.

I en ytterligare utforingsform av denna aspekt har kompositionen ett pH inom

intervallet 7,10-7,25, foretradesvis ca 7,15 innan den autoklaveras. Kompositionen
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har vidare féretradesvis en osmolaritet av 320-345 mOsm, sasom 320-330 mOsm.
Den genomsnittliga diametern av de silanbelagda silikapartiklarna kan vara 10-

1000 nm, foretradesvis 10-100 nm.

[ ytterligare en aspekt avser uppfinningen en metod fér att bereda spermier fran ett
spermaprov fran ett icke-humant djur, vilken innefattar separation av spermierna

fran andra spermabestandsdelar genom centrifugering av spermaprovet genom ett

enkelskikt av en kolloidformulering.

I en utféringsform av denna aspekt anviander metoden kompositionen enligt den

forsta aspekten.

I en utféringsform av denna aspekt ligger densiteten hos kolloidformuleringen inom
intervallet 1,05-1,14 g/ml, sasom 1,051-1,11 g/ml. Formuleringen kan ha ett pH av
6,8-7,4, féretradesvis 7,0-7,3 och en osmolaritet av 300-345 mOsm, sdsom 320-330

mOsm.

I en utféringsform av denna aspekt utférs metoden i en behallare som inte &r av

plast, sasom en glasbehallare.

I en utféringsform av denna aspekt utférs metoden i behallare med en volym av 10
ml eller mer &n 10 ml, sasom 50-200 ml. Hojden av den kolloida formuleringen i
behallaren kan vara 30-45 mm.

I en utféringsform av denna aspekt bearbetas hela ejakulatet.

I en utforingsform av denna aspekt ar djuret en fagel eller ett daggdjur, sasom en

hast, tjur, gris eller hund.

I en utforingsform av denna aspekt ar den genomsnittliga diametern av de belagda

silikapartiklarna 10-1000 nm, féretradesvis 10-100 nm.

I en utféringsform av denna aspekt ar spermaprovet inte oligospermiskt.
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I en utféringsform av denna aspekt separeras spermier fran sadesplasman och de
cellulara och icke-cellulara komponenterna av sidesplasman, sasom bakterier,

virus, leukocytes, partiklar etc. Varje separerad komponent kan anvandas separat.

I en utféringsform av denna aspekt anviénds metoden for att forlinga varaktigheten

av spermiemotiliteten. Detta beskrivs vidare i exemplen nedan.

I en utféringsform anviands metoden for att reducera variationen i spermiekvalitet

mellan ejakulat. Detta beskrivs vidare i exemplen nedan.

De olika utféringsformerna av metoden enligt uppfinningen kan kombineras med

varandra.

I ytterligare en aspekt avser uppfinningen en metod for att separera en
spermiesubpopulation av intresse fran ett spermaprov fran ett icke-humant djur,
innefattande stegen av
tillhandahallande av en densitetsgradient innefattande atminstone tva skikt av
kompostionen enligt den forsta aspekten, varvid varje skikt har olika
densiteter,
separation av spermiesubpopulationer i spermaprovet genom centrifugering
genom densitetsgradienten och

selektion av spermiesubpopulationen av intresse.

Denna spermiesubpopulation kan t ex vara haploida spermier eller spermier som

har normal rérlighet, med ursprung fran hast, notkreatur eller gris.

Slutligen avser uppfinningen spermier som ar bearbetade med metoden enligt

uppfinningen och anvandningen av sadana spermier i Al, IVF och ICSI.

Kort beskrivning av figurerna

Figur 1: Effekt pa hingstspermiedverlevnad under anvéndning av farsk eller lagrad
sperma for kolloid centrifugering (n=12). Anm.: insamlingsdag= dag 1; féljaktligen

ar dag 2= 24 timmar; dag 3= 48 timmar etc.
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Figur 2: Effekt av tvattning (n=38) respektive €] tviattning av spermiepelleten efter

enkelskiktscentrifugering pa genomsnittliga subjektiva motilitetbedémningar (%).

Figur 3: Effekt av osmolariten hos kolloider pa hingstspermier med normal

morfologi efter kolloid centrifugering (n=15).

Figur 4: Effekt av kolloid osmolaritet pa spermiekromatindefekter (n=12).

Figur 5: Effekt av separation av spermier fran sidesplasman utan atféljande

selektion av spermierna for bra kvalitet under anvandning av kolloid densitet (n=3).

Figur 6: Jamforelse av olika densiteter av kolloiden (80% och 60%) som anvands for

enkelskiktscentrifugering (n=8).

Figur 7: Effekt av uppskalning av enkelskiktscentrifugering pa utbytet av
hingstspermier: kontroll (4 ml kolloid plus 1,5 ml utspétt ejakulat), indexerat till 1
fér varje behandling.

Figur 8: Subjektiv motilitet i spermaprover fore och efter enkelskiktscentrifugering,
under jamférande av sma (4,0 ml kolloid plus 1,5 ml utspatt ejakulat) och stora (20

ml kolloid och 7,5 ml utspatt ejakulat) behandlingar (n=8).

Figur 9: Subjektiv motilitet i spermaprover fére och efter enkelskiktscentrifugering,
under jamférande av sma (4,0 ml kolloid plus 1,5 ml utspétt ejakulat) och extra

stora (60 ml kolloid och 22,5 ml utspétt ejakulat) behandlingar (n=4).

Figur 10: Effekt av uppskalning av den kolloida centrifugeringen pa

hingstspermiernas viabilitet (n=8).

Figur 11: Effekt av uppskalningen av den kolloida centrifugeringen pa

hingstspermiernas motilitet (n=7).
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Figur 12: Effekt av uppskalningen av den kolloida centrifugeringen pa

hingstspermiernas hastighet (n=7).

Figur 13: Effekt av 6kning av bade kolloidens volym och ejakulatets volym pa

hingstspermiernas motilitet (n=9).

Figur 14: Effekt av kolloidens osmolaritet pa galtspermiers motilitet efter
densitetsgradientcentrifugering i sma och stora centrifugror: osmolaritet 305 mOsm

(n=4). Anm.: dag 1 &r dagen f6r beredning; dag 2 ar plus 24 timmar etc.

Figur 15: Effekt av kolloidens osmolaritet pa galtspermiers motilitet efter
densitetsgradientcentrifugering i sma och stora centrifugrér: osmolaritet 330 mOsm

(n=8). Anm.: dag 1 ar dagen for beredningen; dag 2 ar plus 24 timmar etc.

Figur 16: Jamforelse av densitetsgradientcentrifugering och
enkelskiktscentrifugering av galtspermier (n=12 ejakulat). Anm.: dag 1 &r dagen for

beredningen; dag 2 ar plus 24 timmar etc.

Figur 17: Effekt av inkubation i 37°C pa motiliteten av galtspermier fran
enkelskiktsberedningar (n=18 ejakulat).
Figur 18: Jamforelse av kolloid centrifugering under anviandning av farska

respektive lagrade galtspermier (n=12 ejakulat).

Detaljerad beskrivning av uppfinningen

Foreliggande uppfinning syftar till att forbattra kompositioner och metoder inom
tidigare teknik fér att bereda spermier fran olika djurejakulat med avseende pa
kvalitet och &ven enkelhet hos denna beredning. Férbattringen av spermiekvalitet
inkluderar férldngning av spermiedverlevnad, forbattrad spermiemotilitet, viabilitet,
morfologi, kromatinintegritet och fertiliseringsf6rmaga. Forbattringarna av
metoderna inkluderar 6kat utbyte, enkelhet att genomféra metoden, kapacitet att
bearbeta stora volymer av ejakulat, selektion av spermiesubpopulationer och

optimering for de enskilda arterna. Detta specificeras vidare i exemplen.
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Kompositionen enligt uppfinningen kan produceras som en stamkomposition.
Denna stamkomposition har en densitet av ungefar 1,14 g/ml. Stamkompositionen
kan anvdndas outspadd foér bestdmda applikationer men kan ocksa spadas med en
lamplig buffert. Lampliga spadningar ar exempelvis 80%, 70%, 67,5%, 65%, 60%
och 40% av stamkompositionen. De utspadda kompositionerna kan naturligtvis

ocksa bearbetas direkt, utan att en stamlésning forst produceras.

De silanbelagda silikapartiklarna som anvands i metoden kan vara en kommersiellt
tillganglig produkt, sdsom RediGrad som kan erhallas fran GE Healthcare, eller

nagon annan partikelkomposition med jamférbara egenskaper.

Nagra exempel pa kompositioner enligt uppfinningen ges som stamldsning A
(lamplig for anvandning med grisarter) och stamlésning E (lamplig fér andra arter,
sédsom hast, nétkreatur eller hund) i tabell I nedan. Buffert E och buffert A kan
anvandas for att framstélla motsvarande utspadda kompositioner, men andra
buffertar kan ocksa anvdndas. Buffert A kan exempelvis ersittas med Beltsville
Thawing Solution (BTS) i spadning av stamlosning A. I dessa exempel pa

stamlésningar ar pH ca 7,15, men pH o6kar under autoklavering till ca 7,33.



Tabell I
Kemilkalie Stamlosning | Stamlésning | Buffert | Buffert 80%E 80% A
E mM A mM E mM A mM mM mM
NaCl 104 113 135 121 115 113
KC1 4,3 4,7 5,5 5,0 4,7 4,7
Glukos 1,1 1,2 1,2 1,3 1,2 1,2
EDTA 0,11 0,13 0,13 0,12 0,13 0,13
HEPES 16 18 18 19 18 18
CaCl; 2,5 2,7 0 0 0 2,7
Na-citrat 7,6 8,1 5,8 1,6
Ca-laktat 3,0 2,5 0
Na-laktat 19 3,8
H,0 * 11 11 0,21 0,21
RediGrad 11 11 0,81 0,81
Densitet 1,13 £ 0,005
Osm 320 330 320 330 320 330
pH 7,15-7,35 7,15-7,35 7,15 7,15

* vatten-for-injektion-kvalitet

En ny metod ar nédvandig for att férlénga den anvéndbara livslangden av
hingstspermier som &r avsedda for Al. Foreliggande uppfinnare jamforde
densitetsgradientcentrifugering eller centrifugering genom ett enkelskikt av kolloid
sasom potentiella metoder fér att bereda hingstspermier. Bada metoderna verkade
férlanga varaktigheten av spermiemotilitet jamfért med ocentrifugerade spermier
(P< 0,001), vilket darmed potentiellt férlanger den anvandbara livsliangden av
behandlade hingstspermier f6r Al. Dessutom gjordes en jamforelse av effektiviteten
av selektionen under anvandning av (i) farskt insamlad, utspédd hingstsperma och

(ii) spermaprover lagrade éver natten vid 4°C, fére bearbetningarna.

For farsk, utspadd sperma, sags ett liknande utvinningsutbyte av rorliga spermier
for de tva beredningsmetoderna (27,0 £ 6,56 miljoner spermier mot 32,6 + 7,79 for
enkelskikt respektive densitetsgradienter]. Emellertid férminskades utbytet med 18-
20%, da sperma lagrad under kyla anvandes for centrifugering jamfort med farsk

sperma, och en storre variation sags mellan ejakulaten d4n mellan farska ejakulat.
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Aterigen férbattrades spermiemotilitet och spermieéverlevnad i de centrifugerade
spermieberedningarna jamfort med lagrade, obearbetade ejakulat. Slutsatsen kan
darmed dras att de tva kolloida centrifugeringsteknikerna ger ekvivalenta spermie-
beredningar och att enkelskiktsmetoden skulle vara lamplig for anvindning pa

faltet. Detta beskrivs vidare i exempel 1.

Spermiemorfologi och kromatinintegritet har knutits till hingstspermiernas
fertiliteten. Tidigare studier med humana ejakulat har visat att andelen spermierna
med normal morfologi och med intakt kromatin kan dékas under anvidndning av
densitetsgradientcentrifugering (6). Foreliggande uppfinnare undersékte huruvida
en sadan metodik kunde vara effektiv fér hingstsperma, genom att anvianda
antingen densitetsgradientcentrifugering eller den ovanndmnda nya metoden,
enkelskiktscentrifugering. Det fanns en signifikant héjning i andelen morfologiskt
normala spermier i spermieberedningarna efter kolloidal centrifugering oavsett
vilken centrifugeringsmetod som anvéndes (fore centrifugering 67,5 + 13,06%; efter
enkelskiktscentrifugering 77,1 + 9,3%; efter densitetsgradientcentrifugering 76,7 +
8,7%; P < 0,001). Vidare minskade variationen mellan hingstar betydligt genom
centrifugeringen. Nagra av de morfologiska abnormalitieterna minskade betydligt
efter kolloidal centrifugering, t ex minskade forekomsten av proximala
cytoplasmadroppar med 20%, och férekomsten av distala cytoplasmadroppar med
50%, under det att kolloidal centrifugering hade liten effekt pa proportionerna av
férekomsten av smala eller paronformade huvuden. Sammantaget tyder dessa
resultat pa att kolloidal centrifugering ar en lamplig metod fér att skérda
morfologiskt normala spermier fran ejakulat som ska anvandas i Al och som
dessutom delvis kan minska variationen som ses mellan hingstar. Detta beskrivs

vidare 1 exempel 1.

Dessutom gav de bada metoderna av kolloidal centrifugering spermiepreparationer
dar kromatinintegriteten férbattrades signifikant (DNA-fragmenteringsindexet i
icke-selekterade preparationer: 11,0 * 4,6; enkelskiktscentrifugering: 4,8 + 2,6;
densitetsgradientcentrifugering: 4,8 + 2,8; P < 0,001). Det fanns inte nagon skillnad
mellan de tva centrifugeringsmetoderna. Dessutom var det negativa férhallanden
mellan den normala morfologin och DNA-fragmenteringsindexet (DFI) (P < 0,001),
mellan normal morfologi och standardavvikelsen av DFI (SD_DFI), (P < 0,001), och
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mellan DFI och dréktighetsfrekvensen (P < 0,03). For specifika
spermiehuvuddefekter fanns det ett direkt forhallande mellan férekomsten av
paronformade huvuden och DFI (P < 0,05), kdrnséckar och DFI (P < 0,001), och
mittstycksdefekter och DFI (P < 0,01); mellan 16sa huvuden och SD-DFI (P < 0,001)
samt mellan 16sa huvuden och genomsnittligt DFI (P < 0,05). Slutsatsen ar att
enkelskiktscentrifugering var lika effektiv som densitetsgradientcentrifugering for
att anrika hingstspermiepreparationer med normal kromatinstruktur och kan
darmed hjélpa till med att forbattra draktighetsfrekvensen for artificiell
insemination. Férekomsten av vissa morfologiska defekter kan vil indikera en
kromatinskada och skulle ddrmed kunna anvidndas som en markér for att forutse
fertiliteten av inseminationsdoser. Detta beskrivs vidare i exempel 1. Anvindningen
av kolloid centrifugering for att bereda djurspermier fér Al kommer att kriva
bearbetning av stora volymer av ejakulat eller stort antal spermier. Metoder for att
oka den volym som kan bli hanterad och reducera férluster under centrifugering
utforskades genom att fordndra parametrar sdsom osmolariteten och densiteten
hos den kolloida formuleringen och anvandningen av centrifugrér av olika material
(glas vs. plast) och storlekar (10 vs. 50 ml). Genom att minska densiteten hos
kolloiden som anvénds fér enkelskiktet 6kade utbytet av rérliga spermier vasentligt
jamfort med normaldensitetskolloiden (genomsnitt + SD: 72,6 + 28,9 miljoner vs.
28,9 + 24,7 miljoner), samtidigt som spermiedverlevnaden férlangdes med 24
timmar jamfoért med icke-centrifugerat ejakulat. Anvandning av glas- i stéllet for
plastror 6kade signifikant det genomsnittliga utbytet: (42,2 + 22,14 miljoner resp.
39,3 £ 19,87 miljoner spermier for glas- resp. plastror; P< 0,01). Anvandning av
stora centrifugrér (50 ml) tillsammans med 6kande volymer av kolloid och sperma
("uppskalning”) gav varierande resultat, formodligen p g a skillnader mellan
ejakulaten. Volymer om 8-10 ml kolloid (antingen i ett eller tva skikt) tillsammans
med 4,5 ml utspadd sperma i 50 ml rér gav emellertid de hogsta utbytena jamfort
med de vanliga volymerna i 10 ml rér, vilket antyder att det bér vara méjligt att

utvinna tillrdckliga méngder spermier for Al. Detta beskrivs vidare i exempel 3.

[ en jamférelse av tva osmolariteter av kolloidformuleringen var det genomsnittliga
utbytet for "normal” (320 mOsm) och "hég” (345 mOsm) for enkelskikt: 30,19 ( +
16,9) respektive 25,8 ( + 18,5) miljoner spermier fér de tva osmolariterna, medan

utbytet for densitetsgradienter var 31,84 (£ 19,7) respektive 26,46 ( = 20,0) miljoner
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spermier, med avsevard variation mellan ejakulaten. Dessa skillnader ar inte
statistiskt signifikanta. Anvandning av kolloiden med "hég” osmolaritet for
enkelskiktet resulterade emellertid i en fé6rhojning av antalet morfologiskt normala
spermier i preparationen (P < 0,001). Dessutom observerades denna trend ocksa fér
densitetgradienter, &ven om skillnaderna hér inte var statistiskt signifikanta (P <
0,051). For enskilda morfologiska abnormiteter var skillnaden mellan den normala
och hoga kolloidformuleringens férmaga att avlagsna onormala spermier inte
signifikant. En 6kning av osmolariteten hos kolloidformuleringe kan darmed vara
gynnsam for bearbetningen av ejuakulat som innehaller en stor andel onormala

spermier. Detta beskrivs vidare i exempel 3.

I ett ytterligare exempel modifierades enkelskiktsmetoden av kolloidal centrifugering
fér att snabba upp bearbetningen och skalades upp for att gora det mojligt att
bearbeta hela ejakulatet, som ar volumindst hos hingstar, i ett litet antal stora ror.
Uteldmnandet av det andra centrifugerings”tvatt”steget fran det ursprungliga
protokollet resulterade i betydligt tidsbesparande och paverkade inte menligt
spermiemotiliteten. For "uppskalningen” gav anvandning av 8 till 12,5 ml kolloid
(80%) med 5 ml ejakulat inte sa god spermiemotilitet i spermiepreparationerna som
4 ml kolloid i 10 ml centrifugrér. Nar antingen 15 eller 20 ml kolloid av olika
densiteter (60-80%) anvandes for att centrifugera 7,5 ml utspéatt ejakulat i 50 ml
centrifugrér, erhélls emellertid spermiepreparationer som ansags vara ekvivalenta,
vad géller kvalitet, med dem fran normalstora preparationer. Det upptacktes att 15
ml 60% kolloid gav de basta spermiepreparationerna i termer av spermieutbyte och
spermiedverlevnad. Spermiemotilitet skilde sig inte mellan behandlingarna.
Dessutom gav anvandningen av 60 ml kolloid (80%) med 22,5 ml utspétt ejakulat i
200 ml centrifugrér spermiepreparationer som ansags vara likadana som
spermiepreparationerna fran 4 ml kolloid i 10 ml centrifugrér med avseende pa
motilitet och 6verlevnadsléngd. Slutligen hade de bearbetade spermierna
fertiliseringsférmaga, eftersom dréktigheter uppnaddes efter insemination av de
kylda, transporterade, centrifugerade spermierna Uppskalningen beskrivs vidare i

exempel 4.

Fertiliseringsférmaga hos utvalda frysta och upptinade tjurspermier testades genom

in vitro-fertilisering (IVF), varvid spermierna bereddes antingen pa en
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densitetsgradient eller pa ett enkelskikt av kolloid. Den genomsnittliga
fertiliseringsgraden, blastocystutvecklingsgraden och det totala antalet celler var
56,3 £ 23,3%, 23,5 £ 17,4% resp. 83,2 + 29,9 for densitetsgradientberedda spermier
och 58,1 + 23,3%, 24,5 + 14,3% resp. 94,6 + 23,4 for spermier som bereddes pa ett
enkelskikt av kolloid. Medelvéardena for olika parametrar av datorbaserad analys av
spermiemotilitet skilde sig inte mellan de tva spermiepreparationsmetoderna. Dessa
resultat bekraftar rapporterna for hingst och galt, ndmligen att spermierna som ar
beredda pa ett enkelskikt av kolloid inte har annat uppférande eller andra
egenskaper an gradientberedda spermier, och tyder vidare pa att det inte finns
nagon skillnad i fertiliseringsfé6rmaga hos spermier i de bada typerna av

preparationer. Detta beskrivs vidare i exempel 6.

Kolloidal centrifugering har tidigare anvéants for att vilja spermier med normal
morfologi. Inom ramen for féreliggande uppfinning, gjordes ett fé6rsék att vilja ut
spermier med normal storlek fran en polymorf population i ett tjurejakulat.
Enkelskikt av kolloid med olika densiteter anvandes for att identifiera lampliga
densiteter for densitetsgradienten. Genom att anvinda kolloiddensiteter av 55% och
70%, var det mojligt att erhalla tva spermie-subpopulationer, en innehallande
néstan bara spermier med normal storlek och en annan som var anrikad pa
makrocefaliska spermier. De mikrocefaliska spermierna selekterades ut genom
kolloiden med ldgsta densitet och framtradde darfor inte i nagon av de selekterade

subpopulationerna. Detta beskrivs vidare i exempel 5.

Hindren for att anvinda densitetsgradientcentrifugering i andra djurarter, sdsom
galt, liknar dem som listats fér hingst. Foreliggande uppfinnare undersékte
foljande: (i) effekten av 6kande osmolaritet hos en kolloid formulering pa
effektiviteten av galtspermieselektion under densitetsgradientcentrifugering, i syfte
att utveckla kolloidformuleringar specifika fér djurspermier, (ii) en jamférelse av
densitetsgradientcentrifugering med centrifugering genom ett enkelskikt av kolloid
for beredning av galtspermier, (iii) effekten pa galtspermierna av autoklavering av

kolloiden, samt (iv) tvattning av spermierna efter kolloidal centrifugering.

Resultaten visade att 6kande osmolaritet hos kolloiden som anvandes for

densitetsgradientscentrifugering av galtspermier 6kade andelen rorliga spermier i
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den resulterande spermiepreparationen. Dessutom beholls spermiemotilitet
atminstone 24 timmar langre hos de centrifugerade spermiepreparationerna én hos
kontroller (ocentrifugerade alikvoter), d v s 7-8 dagar fér spermier centrifugerade pa
en denistetsgradient jaAmf{ért med mindre &n 6 dagar fér ocentrifugerade spermier.
Nar kolloidenkelskikt och densitetsgradienter jamférdes, var spermiemotilitet
signifikant battre (P< 0,001) i de centrifugerade spermiepreparationerna (medel +
sd: 79,6 £ 8,1% och 74,2 + 12,0% for enkelskikt respektive densitetsgradient) 4n i
ocentrifugerade kontroller (62,9 + 12,7%). Det genomsnittliga utbytet av rérliga
spermier f6r enkelskiktet var 67,5 £ 25,6%, och for densitetsgradienten 59,6% +
22,3% (icke signifikant). Overlevnaden 6kade signifikant genom kolloidal
centrifugering (ocentrifugerade preparationer 3,1 + 0,3 dagar, enkelskikt (SL) 5,5
0,79 dagar, densitetsgradient (DG) 5,75 £ 0,62 dagar; P < 0,001 fér ocentrifugerade
vs. centrifugerade preparationer; SL vs. DG icke signifikant). Narvaron av bakterier i
ocentrifugerade spermaprover kan ha bidragit till franféllet av spermierna. Kolloidal

centrifugering verkade avldgsna bakterierna.

Autoklavering av kolloidformuleringen hade ingen effekt pa spermieantalet,
spermierdrligheten eller spermieéverlevnaden, jamfort med icke-autoklavering av
kolloiden. Dessutom hade tvéattning av den spermiepellet som erhdlls efter kolloidal
centrifugering darav ingen effekt pa spermieantalet, spermiemotiliteten eller
spermiedverlevnaden, jaAmfért med ingen tvattning. Galtspermier kunde lagras i 24
timmar innan centrifugering utan att detta hade en skadlig effekt pa
spermiemotilitet och varaktighet av motilitet i de centrifugerade preparationerna.
Avslutningsvis férbéattrar en 6kad osmolaritet hos kolloidformuleringen selektionen
av spermier under densitetsgradientcentrifugeringen. Avslutningsvis ger
centrifugering pa ett kolloidenkelskikt spermiepreparationer som i motilitet och
utbyte liknar dem fran densitetsgradienter och dessa preparationer visar férbéattrad
spermiemotilitet och éverlevnadsléngd jamfoért med kontrollspermieprover
(ocentrifugerade). Enkelskiktsmetoden kan underléatta utvecklingen av en
uppskalad metod fér beredning av stora volymer ejakulat. Detta beskrivs vidare i

exempel 6.

Foreliggande uppfinnare undersokte anvandningen av enkelskiktscentrifugering

(SLC) for att bereda hundspermier for Al, under det att spermiemotilitet och
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morfologi jamfordes i icke-selekterade och selekterade spermieprover. Genomsnittlig
spermiemotilitet 6kade fran 77,2 + 19,6% fore SLC till 87,6 + 2,7% efter SLC, under
det att den genomsnittliga progressiva motiliteten 6kade fran 48,6 £+ 18% till 67,9 +
11%. Genomsnittlig normalmorfologi var 62,2 + 42 8 i icke-selekterade prover och
82,5 + 19,1% hos SLC-selekterade prover. Efter lagring i 7 dagar vid 4°C var
spermiemotilitet <5% i icke-selekterade spermieprover och 57 £ 11,3% i de SLC-
selekterade spermiepreparationerna. Spermieutbytet varierade mellan 12 och 47%
beroende pa spermiekvalitet i det ursprungliga ejakulatet. Slutsats: Dessa
prelimindra resultat indikerar att SLC kan vara en anvandbar metod for att
foérbattra hundspermiekvaliteten i spermiedoser avsedda for Al. Detta beskrivs

vidare i exempel 7.

Exempel
Foéljande exempel beskriver vidare nagra specifika utféringsformer av uppfinningen.
Dessa exempel ska inte anses som begransande och omfanget av uppfinningen ar

det enligt de bifogade patentkraven.

EXEMPEL 1: Hingst

Mal: (i) att jamfora enkelskiktscentrifugering (SLC) och
densitetsgradientcentrifugering (DGC) pa hingstspermiekvalitet i termer av
spermiemotilitet, utbyte, spermiemorfologi, kromatinintegritet och
spermiedverlevnad (kvarhallande av motilitet) under anvédndning av nyinsamlad
hingstsperma; (ii) att jamfora spermiekvalitet efter kolloid centrifugering av farsk

och lagrad hingstsperma.

Metoder: sperma samlades in fran 10 hingstar hos kommersiella Al-stuterier med
sedvanliga metoder. Ejakulaten spaddes med egentillverkade eller kommersiellt
tillgdngliga spermaspadningsvétskor (Kenneys™ extender [7], INRA 96 [IMV,
Frankrike]) uppvarmda till 37°C och spermiekoncentrationen justerades till ca
100x106/ml. Alikvoter fran 38 ejakulat anvandes for DGC och SLC sasom féljer: en
densitetsgradient preparerades genom att pipettera 2 ml av 80% kolloid E in i ett
centrifugrér och darefter forsiktigt placera ett 2 ml skikt med lagre densiteten

6verst; en alikvot (1,5 ml) av den utspadda sperman pipetterades ovanpa det évre



10

15

20

25

30

15

lagret av kolloid. Gradienten centrifugerades i 300 x g foér 20 minuter, varefter
supernatanten och det mesta av gradientmaterialet kastades bort. Spermiepelleten
overfordes till ett rent centrifugrér som innehéll 5 ml av Kenney's spidningsmedel
och tvattades genom att centrifugeras i 10 minuter vid 500 x g. Efter tvattningen
resuspenderades spermiepelleten i farsk Kenney's spddningsmedel (1 ml). Fér SLC
var metoden liknande den som fé6r DGC med undantaget att 4 ml av 80% kolloid E
placerades i centrifugréret i stéllet for tva skikt av olika densiteter (2 ml av varje

densitet).

Spermiekvalitet i de icke-selekterade och centrifugerade spermaproverna bedémdes
sasom féljer: subjektiv motilitetbedémning, spermiemorfologi (8, 9) och kromatin-
integritet under anvidndning av metoden av Evenson et al. (10) modifierad genom

Januskauskas et al. (11, 12).

For subjektiv motilitetbedémning undersoktes alikvoter (0,5 pl) av det utspadda
ejakulatet och spermiepreparationer med faskontrastljusmikroskopi (x200)
omedelbart efter beredning pa en upphettad mikroskop-platta (38°C), och déarefter
en gang dagligen tills motiliteten hade sjunkit till ungefar 20%.
Spermiepreparationerna lagrades antingen i kylskap (6°C) eller vid rumstemperatur
(22-30°C). Nar spermiemotilitet undersoktes hos sperma som hade lagrats vid 6°C,
fick proverna sta i rumstemperatur under 15 minuter innan alikvoter togs for

motilitetbedémning.

I den andra experimentet, lagrades utspadda ejakulat (n = 21) éver nattien
isolerad transportbox med kylklampar, d v s genom att anvidnda standardmetoden
fér transport av hingstsperma. Endera densitetsgradient- eller
enkelskiktscentifugering genomférdes med den lagrade sperman dagen efter, med
motilitetbedémningar som gjordes pa de spermiepreparationer fran saval firska

som lagrade ejakulat.

Resultat: Nar farsk, utspadd sperma anvéndes for kolloid centrifugering, var
andelen rorliga spermier, morfologiskt normala spermier och spermier med intakt
kromatin liknande for de tva centrifugeringsmetoder. Dessa parametrar av

spermiekvalitet f6ljande pa endera metod av kolloidcentrifugering var béttre 4n i de
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ocentrifugerade proverna (Tabell 1), och spermieéverlevnadslangden forbittrades
signifikant fran 4 dagar till 10 dagar vid 6°C och fran 2 till 6 dagar vid

rumstemperatur.

Tabell 1: Effekt av enkelskiktscentrifugering och densitetsgradient-
centrifugering pa spermiekvalitet hos hingst, medel + SD (n= 38).

Ocentrifugerad . . .
kontroll Efter kolloidcentrifugering
Parameter
Enkelskikt Densitetsgradient

Motilitet (%) 68,0 £ 9,2 84,7 + 5,4ab 84,3 £ 5,92
Utbyte 27,0 £ 6,6 32,6 + 7,8
] 2,4+1,3 5,6 £ 1,8 5,7+ 1,9
Overlevnad vid 4°C (dagar)

intervall 1-5 intervall 3-9 intervall 3-10
Overlevnad vid rumstemperatur 2,1+0,7 3,0+ 0,920 3,1 +0,92
(dagar) intervall 1-3 intervall 2-6 intervall 2-5
Normal morfologi (%) 67,5+ 13,0 77,1 £9,3ab 76,7 £ 8,7ab
Kromatinskada (%) 11,0+ 4,6 4,8 + 2,6ab 4,8 + 2 8ab

a signifikant skillnad efter centrifugering; ® ingen skillnad mellan metoder.

Da kyldlagrad sperma anvandes for centrifugering, reducerades utbytet med 18-
20% jamfort med farsk sperma, och mer variation observerades mellan ejakulat 4n
for farska ejakulat. Aterigen forbattrades spermiemotilitet och spermiedverlevnad i
de centrifugerade spermapreparationerna jarmfoért med lagrade obearbetade

gjakulat (Figur 1).

Konklusioner: de tva kolloidcentrifugeringsteknikerna ger ekvivalenta
spermiepreparationer med férbattrad spermiekvalitet jamfort de ocentrifugerade
kontrollproverna. SLC eller DGC kunde genomféras med lagrad sperma savil som
med farsk sperma, dven om spermiekvaliteten i de resulterande
spermiepreparationerna var battre nar farsk sperma anvindes. Eftersom SLC ar
enklare och snabbare att genomfora &n DGC, skulle den vara lamplig fér

anvandning pa faltet.
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EXEMPEL 2: Hingst

Mal: (i) att undersoka forandringarna i spermiemotilitet, viabilitet och
kromatinintegritet med lagring efter kolloidcentrifugering; (ii) att undersoka

noédvandigheten av att tvitta spermiepelleten genom en retrospektiv dataanalys.

Metoder: sperma samlades in fran 4 hingstar pa kommersiella Al-stuterier med
sedvanliga metoder. Ejakulaten spaddes med egentillverkade eller kommersiellt
tillgadngliga spermaspadningsvatskor (Kenneys” extender, INRA 96) uppviarmda till
37°C och spermiekoncentrationen justerades till ca 100x106/ml. Alikvoter fran
dessa ejakulat anvandes for SLC, sasom beskrivits tidigare, genom att placera 1,5
ml av det utspadda ejakulatet ovanpa 4 ml kolloid (80%). Spermiepelleten tvittades
inte. Spermiekvalitet (spermiemotilitet, spermieviabilitet, membran- samt
kromatinintegritet) bedémdes i SLC-bearbetade och i ocentrifugerade kontrollprover
omedelbart och efter 24 och 48 timmar. Metoderna ar sasom beskrivet i exempel 1
med tilldgget av metoden for datorstddd analys av spermiemotilitet (CASA, 13),
spermieviabilitet och membranintegritet (14). Spermapreparationerna lagrades i
kylskap (6°C). Vid bedémning av motilitet hos spermier som hade lagrats vid 6°C,

fick proverna jamviktas vid rumstemperatur under 15 minuter innan de bedémdes.

For den retrospektiva analysen gjordes en jamforelse av subjektiva motilitetsdata
fran 38 ejakulat bearbetade genom enkelskiktscentrifugering med efterféljande
tvattning av spermiepelleten och 39 ejakulat dar ingen tvattning av spermiepelleten

gjordes efter enkelskiktscentrifugeringen.

Resultat: det skedde en snabb forsdmring i spermiemotilitet hos de ocentrifugerade
proverna under 48 timmar, vilket atféljdes av en minskning i spermieviabilitet,
membran- och kromatinintegritet. I motsats till detta var alla parametrarna fér
spermiekvalitet battre fér de SLC-bearbetade proverna an for de ocentrifugerade

proverna och detta behoélls under 48 timmar (Tabeller 2-5).
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Tabell 2: Motilitetsparametrar (subjektiva och CASA) for spermieprover fore

kolloidal centrifugering, omedelbart efter kolloid centrifugering och 24

timmar och 48 timmar efter kolloidal centrifugering under lagring vid 5°C (10

ejakulat).
Subjektiv | total CASA-
Prov Tid c-mot icke-l-mot lI-mot
motilitet motilitet
Ocentrifugerat| O 64 £ 3,9 72,11 £+ 13,1 | 2,26+ 0,93 | 46,7 + 14,4 34,8+ 22,9
+24 1 31,5+15,1 | 33,3+19,4 | 4,77+5,4 | 59,95+9,4 9,69 + 8,6
+48 10+ 6,6 12,1+£12,2 | 1,97+2,4 | 45,9+21,3 10,3+ 12,4
Centrifugerat 0 77+7,5 85,7 +9,0 5,6+3,6 27,1 £ 14,3 590 + 18,1
+241725+18,7| 71,3+2,34 | 12,25+6,2 | 31,0+22,0 | 49,8 +23,1
+48 | 48,5+149 | 61,7+2,7 | 10,97 +£4,9| 38,31 +25,0 | 44,68 +23,2

Anm.: CASA-motilitet= hela den motila populationen enligt CASA; C-mot: cirkulér motilitet;
icke-l-mot= icke-linjar motilitet; I-mot= linjar progressiv motilitet.

1) Subjektiv motilitet: centrifugerade prover hade signifikant hégre motilitet &4n
ocentrifugerade prover vid alla tidpunkter (P< 0,001).

2) CASA: centrifugerade prover hade hogre motilitet &n ocentrifugerade prover vid alla
tidpunkter (O timmar, P< 0,05, 24 och 48 timmar P< 0,001); viarden fér c-mot och 1-mot var
signifikant hégre fér centrifugerade prover &n for ocentrifugerade prover vid alla tidpunkter,

medan vérden for icke-l-mot var signifikant lagre (P <0,05).

Tabell 3: Effekt av lagring vid 5°C pa spermieviabilitet (SYBR-14/PI-infirgning)

hos icke-selekterade och SLC-selekterade spermieprover 6ver tid (n=10).

Icke-selekterade SLC-selekterade
levande déda déende levande doda doéende
0 64,7 £ 9,3bd 27,4+9,1ad | 70+ 2 6b 79,5+9,2> | 16,4+ 8,12 | 4,1 £ 2,0b
15,9
+24 50,3 £ 18,3«d | 40,0 £ 20,7° | 10,0 £ 4,7b 79,1 £ 8,8¢ 6.7 5,0 £ 2,6
+48 32,8 £ 10,9¢¢ | 56,8 + 24,8« | 10,5+ 6,8, | 75,6+ 6,8 | 18,5+5,6¢ | 5,9 2,0,

&b, ¢ = signifikant skillnad mellan ocentrifugerade och centrifugerade prover (P<0,05, P<0,01 respektive

P<0,001). d = signifikant skillnad mellan ocentrifugerade prover vid olika tidpunkter (P<0,05).
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Tabell 4: Andringar i plasmamembranstabilitet hos hingsspermier lagrade i

5°C; Annexin V/propidiumjodid-infargning (n=10).

AN-/PI- AN-/PI+ AN+/PI+ AN+/PI-
. Icke- Icke- Icke- Icke-

Tid selekterade SLC selekterade SLC selekterade SLC selekterade SLC
74,6 £ 13,4 + 9,1+ 2,9+

0 69,3 + 8,2nsP 23,9 = 6,0ab 4,8 +3,32 2,0 £ 0,4ab
7,6ns 3,32 4 4a 0,52
74,1 £ 13,1 £ 7,9 5,0+

+24 | 67,1 £12,2ns 28,7+ 11,92 2,5+1,32 1,7+ 0,92
10,4ns 2,82 5,62 3,72
74,9 15,7 7,0 2,4 %

+ 48 | 56,6 £ 14,72b 39,1 + 14,7ab 3,1+1,1= 1,3 £ 0,8nsP
5,52 4,12 2,92 1,5ns

Anm.: AN-/PI- = levande spermier med stabila membran; AN+/PI- = spermier med instabila

enkelskiktscentrifugering

men intakta membran; AN-/PI+ och AN+/PI+ = spermier med skadade membran. SLC =

a = signifikant skillnade mellan ocentrifugerade och centrifugerade prover, p-< 0,05. b=

signifikant skillnad mellan ocentrifugerade prover vid O och 48 timmar, p-< 0,05. ns = icke

signifikant.

10

Tabell S: Effekt av lagring pa kromatinintegritet hos icke-selekterade och

selekterade spermieprover 6ver tid under anvindning av spermiekromatin-

strukturanalys (Sperm Chromatin Structure Assay, SCSA) (n=10).

Icke-selekterade

Selekterade

DFI

Medel DFI

SD-DFI

DFI

Medel _DFI SD-DFI

22,1+9,72

414,9 + 34,00

23,8 + 3,99

11,3 + 4,92

414,9 £ 31,7°124,2 + 3,9

29,6 £ 10,02

413,8 £ 42b

21,8+ 3,1b

14,8 £ 6,8a

412,2 + 35,2»|30,5 + 2,3P

41,1 £ 20,30

393,8 £ 45,6

21,3 %3,32

11,6 £5,3?

418,6 £ 37,0 |28,3 + 3,72

15

a= gignifikant skillnad mellan ocentrifugerade och centrifugerade prover, p<0,01. b=

signifikant skillnad mellan ocentrifugerade och centrifugerade prover, p< 0,001.
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I den retrospektiva jamférelsen av tvattning mot icke tvattning av spermiepelleten
efter enkelskiktscentrifugering fanns ingen skillnad i genomsnittlig subjektiv

motilitet hos de SLC-bearbetade spermiepreparationerna (Figur 2).

Konklusioner: spermiekvalitet (motilitet, viabilitet och kromatinintegritet) i de
centrifugerade proverna beholls under lagring i 48 timmar, antingen vid 6°C eller
rumstemperatur, medan spermiekvalitet hos de ocentrifugerade proverna
férsamrades. Tvéttning av spermiepelleten efter enkelskiktscentrifugering ar inte ett
absolut krav i termer av spermiekvalitet och darfoér kan detta steg utelamnas for att

spara tid.

EXEMPEL 3: Hingst

Mal: att utréna effekten av osmolaritet och densitet hos kolloidformuleringar pa
utbyte och kvalitet av hingstspermieprover och dess kvalitet, och dven
anvandningen av centrifugror av olika material (glas vs. plast) och olika storlekar

(10 vs. 50 ml) pa spermieutvinningsgraden fran kolloidcentrifugering (SLC).

Metoder: kolloidcentrifugering utférdes som beskrivits tidigare, med féljande
modifieringar enligt de olika undersékningarna: (i) kolloider av tva osmolariteter,
320 och 345 mOsm, anvandes for enkelskiktscentrifugering (SLC) och densitets-
gradientcentrifugering av 15 hingstejakulatalikvoter; (ii) kolloider (4 ml) av olika
densiteter anvandes f6r SLC sasom foljer: 40% (lag densitet), 60% (mellanstor
densitet) och 80% (standarddensitet); (iii) alikvoter av 7 ejakulat bearbetades genom
SLC i glas och plastcentrifugrér; (iv) en jamforelse gjordes genom att anvdnda SLC
eller DGC i sma ror (gradient 2+2+2,5 ml, enkelskikt 4+1,5 ml) och stora rér
(gradient 4+4+3, 5+5+4,5, 9+9+6 och 9+9+7,5; enkelskikt 8+3, 8+4,5 och 12+3),
vardera vid ett tillfalle. Siffrorna refererar till volym i det nedersta lagret, volym i det
ovre lagret (for densitetsgradienter) eller for volym i enkelskikt respektive volym av
det utspadda ejakulatet. De parametrarna som anvandes for att utvardera
spermiekvalitet i alla dessa studier var subjektiv spermiemotilitet, utvinningsgrad
(utbyte), samt spermiemorfologi och kromatinintegritet fér jamférelse av olika

osmolariteter, sdsom beskrivits tidigare.
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Resultat (i): utvinningsgraden av spermierna var nagot lagre fé6r de hogre osmolari-
teterna av kolloiden jamfért med normal osmolaritet, &ven om dessa skillnader inte
var statistiskt signifikanta (Tabell 1). Spermiedverlevnaden paverkades inte av

kolloidens osmolaritet.

Tabell 6. Effekt av kolloidens osmolaritet pa antalet rorliga spermier i pelleten

efter centrifugering pa en kolloid (medel + SD). n = 20

305-320 mOsm 330-345 mOsm

Enkelskikt Densitetsgradient Enkelskikt Densitetsgradient

30,19x106 + 16,9 | 31.84 x106 + 19,7 | 25,8 x106+ 18,5 | 26,46 x106 + 20,0

Anvandning av en hégre osmolaritet i kolloiden resulterade i en 6kning av antalet
morfologiskt normala spermier i preparationen (P < 0,001) (Figur 3). Dessutom
observerades denna trend ocksa fér densitetsgradienter, &ven om skillnaden har

inte var helt statistiskt signifikant (P < 0,051).

For enskilda morfologiska abnormaliteter var skillnaderna i forméaga att avlagsna
onormala spermier emellertid inte signifikanta for kolloidformuleringar med normal
och hog osmolaritet. Tvartom ledde anvandningen av kolloid med hég osmolaritet
inte till 6kad effektivteten vad géller avlagsnandet av spermier med skadat kromatin

(Figur 4).

Resultat (ii): Efter centrifugering genom ett enkelskikt med lag densitet, var
spermiepreparationerna mycket lika kontrollen (ocentrifugerad sperma) i termer av
antalet rérliga spermier, forekomst av cellspillror etc. Spermieéverlevnaden
forlangdes emellertid med ungefér 24 timmar i de centrifugerade preparationerna
(Figur 5). Nar spermierna bearbetades pa ett enkelskikt med mellanstor densitet,
inneholl preparationerna en hogre andel rorliga spermier och spermier éverlevde
langre an kontrollerna (ocentrifugerad alikvot), &ven om ingendera parameter var
lika bra som proverna bearbetade pa det normala enkelskiktet (Figur 6).

Spermieantalet 6kade vasentligt (P < 0,01) for prover beredda pa 60% kolloid
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jamfoért med den vanliga 80% kolloiden (medel + SD: 72,6 + 28,9 miljoner jamfért
med 28,9 £ 24,7 miljoner).

Resultat (iii): Anvandning av glas- i stéllet for plastcentrifugror for sju ejakulat
resulterade i en signifikant 6kning (P < 0,01) av antalet spermier som framtradde i
pelleten. Medelvardena var 42,2 miljoner och 39,3 miljoner f6r glas- respektive

plastror.

Resultat (iv): det fanns betydande skillnader i utbyte mellan ejakulaten foér en
hingst, uttryckt som proportionerna i den initiala laddningen. Uppskalningen av
gradienterna gav konsekvent mindre utbyten 4n den vanliga gradienten, men tva av
de storre volymerna av kolloiden som anvandes som ett enkelskikt och en av
gradienterna gav stérre utbyten &n den vanliga storleken av enkelskikt (Figure 7).
Héjning av volymerna 6ver dessa nivaer 6kade inte utbytet. Andelen rorliga
spermier reducerades nagot i det stora roret jaAmfort med det lilla réret (medel 75%
cf. 80%), oberoende av vilken volymkombination som anvandes.

Spermiedéverlevnadslangden paverkades inte av uppskalningen.

Konklusioner: utbytet av hingstspermier erhallet efter SLC kan héjas genom
minskning av densiteten hos kolloiden som anvéands fér ett enkelskikt, &ven om
spermiekvaliteten inte 4r s bra som nar normaldensiteten anvéands. Utbytet kan
ocksa hojas genom uppskalning till stérre centrifugrér. Genom att anvanda
glascentrifugror i stallet for plastcentrifugror 6kar utbytet nagot men ar kanske inte
véart extrakostnaderna som inbegrips i inhandling, rengoring och sterilisering av
roren. En 6kning av kolloidformuleringens osmolaritet fran 320 mOsm till 345
mOsm resulterar i férbattrad normal spermiemorgologi, men inte

kromatinintegritet, &ven om spermieutbytet kan minska.

EXEMPEL 4: Hingst

Mal: att skala upp kolloidcentrifugeringstekniken fér att underlatta bearbetningen
av hela ejakulat pa faltet.
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Experiment: (i) anvindning av 80% kolloid i 50 ml rér och i 200 ml rér (experiment
1); (i) undersdkning av effekten av att dndra densiteten av kolloiden (60% till 80%) i
50 ml rér (experiment 2); (iii) anvdndning av 80% kolloid i 10 ml rér men 6kning av
volymen av det anvanda utspadda ejakulatet (experiment 3) och (iv) jamférelse av
80% kolloid i 10 ml rér med 1,5 ml och 4,5 ml ejakulatet éverst och 67,5% kolloid i
50 ml rér med 15-18 ml ejakulatet Gverst.

Experiment 1: Alikvoter fran 8 ejakulat (4 hingstar, Vasterbo Stuteri)
transporterades till laboratoriet och anvandes fé6r SLC sasom beskrivet ovan,
bendmnda sasom sma (1,5 ml utspatt ejakulat pa 4 ml kolloid i ett 10 ml rér) och
stora (7,5 ml utspétt ejakulat pa 20 ml kolloid i ett 50 ml Falcon-rér). Dessa
volymer av kolloiden utgér kolonner av samma hojd i de tva typerna av centrifugrér.
Efter centrifugering vid 300 x g i 20 minuter, resuspenderades de resulterade
spermiepelletarna i farsk Kenney’s spadningsmedel i ett rent rér, under anviandning
av 1 ml Kenney’s for den ”lilla” pelleten och 5 ml Kenney's for den ”stora” pelleten.
Spermiekvaliteten bedémdes i de SLC-selekterade spermiepreparationerna och de
icke-selekterade spermiepreparationerna vad giller subjektiv motilitet, CASA,
spermieviabilitet (SYBR-14 /Pl-infargning), membranintegritet (Annexin-V/PI) och
spermiekromatinintegritet under anvandning av SCSA, som beskrivits tidigare.
Antalet spermier i varje spermiepellet rdknades for att berdkna utbytet. Analyserna
upprepades efter 24 lagring vid 5°C i 24 och 48 timmar. Subjektiva
motilitetbedémningar upprepades tills spermiemotiliteten var <20%. Alikvoter fran
ytterligare 4 ejakulat anvandes foér SLC som beskrivet ovan bendmnda sasom sma
(1,5 ml utspétt ejakulat pa 4 ml kolloid i ett 10 ml ror), medan 22,5 ml av samma
ejakulat placerades ovanpa 60 ml kolloid i 200 ml Falcon-rér, bendmnda sasom
extrastora (SLC-XL). SLC-XL-spermiepelletarna resuspenderades i 10 ml Kenney's.
Bade sma och stora spermiepreparationer bedémdes fér spermiemotilitet och

overlevnadsldngd. Metoderna var sasom beskrivits tidigare.

Resultat:

Spermiemotilitet: Total motilitet forbattrades i de SLC-selekterade spermie-
preparationerna jamfért med de icke-selekterade, bade enligt subjektiva motilitets-
bedémningar och genom CASA. Enligt subjektiva motilitetbeddmningar var dessa

skillnader signifikanta vid alla tidpunkter (P< 0,001) och det fanns inga skillnader
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mellan SLC-sma och SLC-stora (Figur 8). Ett liknande resultat erhélls for SLC-XL
och SLC-sma prover (Figur 9).

CASA-resultaten visade ocksa att skillnaderna mellan icke-selekterade och SLC-
selekterade spermieprover var signifikanta vid alla tidpunkter (P<0,05), &ven om det
ocksa fanns vissa skillnader mellan SLC-sma och SLC-stora (P<0,05), dar de sméa
preparationerna hade battre motilitet &n de stora (Tabell 7). For cirkular motilitet,
icke-linjar motilitet och linjar motilitet fanns det signifikanta skillnader mellan SLC-
selekterade och icke-selekterade spermiepreparationer (P< 0,05), men inte mellan
SLC-sma och SLC-stora preparationer. Det var en bra korrelation mellan subjektiva

och CASA-bedémningar for total motilitet (r=0,8, P< 0,001).

Tabell 7: Motilitetsbedomningar (subjektiva och genom datorstodd motilitets-

analys, CASA) av sma och stora spermiepreparationer frin enkelskikts-

centrifugering (Medel + SD) for total motilitet och olika motilitetsparametrar.

Subjektiv Linjar
Tid CASA Cirkular Icke-linjir
Prov motilitet motilitet
(tim) motilitet (%) | motilitet (%) | motilitet (%)
(%) (%)
0 64 £+ 3,9 72,11+ 13,12 2,26+ 0,932 | 46,7+ 14,4 | 34,8+22,9
Icke-
+24 | 31,5+ 15,12 | 33,3 £ 19,4ac | 4,77 + 5, 4ac 59,95+94 9,69 + 8,6
selekterade
+48 10+ 6,6 12,1 £ 12,2¢ 1,97 £ 2,4 45,9 + 21,3 10,3+ 12,4
0 77+ 7,5 85,7 £ 9,02 5,6 + 3,6b 27,1 + 14,3 59 + 18,1
Selekterade
+24 72,5+ 18,74 | 71,3 £ 2,34¢ 12,25 £ 6,2¢ 31,0+£22,0 | 49,8 + 23,1
“sma”
+48 | 48,5+ 14,9 61,7 £ 2,7¢ 10,97+ 4,9 | 38,31 +£25,0 | 44,68 £ 23,2
0 77 £ 8,6 80,22 + 10,02 6,9 + 3,02 29,0+ 16,8 | 57,8 £ 18,7
Selekterade
+24 69 £ 15,4f 56,8 + 20,72 13,1+7,5 33,6+ 19,8 | 46,8 £ 24,2
“stora”
+48 54,5+9,8 42,3 + 18,3¢ 10,51 5,6 39,6 +31,0 | 44,2+ 27,6

a= gkillnad mellan icke-selekterade och SLC-selekterade, P< 0,05.

f = skillnad mellan sma och stora SLC-selekterade, P< 0,05.

Spermieviabilitet: Figur 10 visar resultaten av SYBR-14 /Pl-infirgning i sméa och

stora SLC-selekterade och icke-selekterade spermiepreparationer. Andelen levande

spermier var signifikant hogre i de SLC-selekterade spermiepreparationerna an i de
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icke-selekterade spermiepreparationerna, under det att andelen déda respektive
dbéende spermier var signifikant mindre i de selekterade &n i de icke-selekterade
spermiepreparationerna. Det fanns inga skillnader i dessa andelar mellan SLC-
stora och SLC-sma spermiepreparationer. Med tiden minskade andelen levande
spermierna signifikant i de icke-selekterade spermiepreparationerna medan
andelen déda spermier steg signifikant (P< 0,05). Daremot dndrades inte dessa
andelar i de SLC-selekterade spermiepreparationerna. Fér SLC-XL-preparationer
var det inte nagon skillnad mellan medelviardena fér SLC-sma och SLC-XL-

spermiepreparationer for nagon parameter (Tabell 8).

Tabell 8: Spermieviabilitet (%) i icke-selekterade, sma och extrastora spermie-
preparationer fran enkelskiktscentrifugering under anvindning av SYBR-

14/PI-infirgning (Medel * SD) (n=4).

15

20

Sma Extrastora
Levande Déda Déende Levande Déda Déende
O timmar 82,8+49 114,7+5,312,5+0,3 {85425 [122+1,8 |2,3£0,8
24 timmar 83+6,2 14,2+6,312,7+0,3 (86,119 |[11,1£1,7 |2,9+0,9
48 timmar 788+79 |17,7+8,713,5+1,1 [80,3+£4,3 |150+4,1 |4,6+2,2

Anm.: Ingen signifikant skillnad mellan SLC-sma och SLC-XL enkelskiktspreparationer.

Véardena for varje parameter &ndrades inte signifikant éver tiden for endera SLC-sma eller

SLC-XL.

Spermiemembranintegritet: resultaten av Annexin-V/Pl-infargning visas i Tabell 9

(SLC-sma vs. SLC-stora) och Tabell 10 (SLC-sma vs. SLC-XL). Det var ingen

skillnad mellan SLC-sma och SLC-stora spermiepreparationer vid nagon tidpunkt:
de enda skillnaderna mellan icke-selekterade och selekterade spermiepreparationer
infargade med Annexin-/PI- (intakta membran) var for SLC-sma
spermiepreparationer vid tiden O timmar (P< 0,05). Det var ocksa signifikanta
skillnader mellan icke-selekterade och SLC-selekterade spermiepreparationer i flera
av de andra parametrarna: mellan icke-selekterade och SLC-selekterade
preparationer vid tiden O timmar, 24 timmar och 48 timmar for Annexin- /PI+ (P<
0,001); mellan icke-selekterade och SLC-selekterade preparationer vid 24 och 48

timmar f6r Annexin+/PI+ (P< 0,001); mellan icke-selekterade och SLC-sma
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preparationer vid O timmar och 48 timmar, och mellan icke-selekterade och SLC-

stora preparationer vid 24 timmar fér spermier infargade med Annexin+/PI- (P<

0,001). Det fanns inte nagra signifikanta skillnader mellan SLC-sméa och SLC-XL for

nagon av de uppmatta parametrarna, inte heller férandrades virdena signifikant

med tiden.

Tabell 9: Spermiemembranintegritet i icke-selekterade och sma och stora

spermiepreparation fran enkelskiktscentrifugering under anvindning av

Annexin-V/propidiumjodid (medel + SD) (n=8).

Tid Annexin-V- Annexin- Annexin-V
Behandling Annexin-V-/PI-
/PI+ V+/PI+ +/PI-
stora 74,2 £ 8,7 13,8 £ 6,1¢ 8,4+3,2 3,6 2,0
0
sma 75,2 + 6,02 12,8 £ 2,8¢ 8,8 + 3,4¢ 3,2+0,6
timmar
icke-selekterade 67,4 £ 8,12 24,7 + 6,0 5,7 £ 3,5¢ 2,310,6
stora 69,1 + 14,8 13,8 = 3,4¢ 11,6 £ 8,92 5,5+ 4,1b
24
sma 75,0 £9,3 12,7 £ 3,3¢ 7,1+3,6 5,3+4,]ce
timmar
icke-selekterade 65,1 + 13,1 30,3 £ 12,5¢ 2,5+ 1,32 2,1+ 1,1bc
stora 73,3+t6,4 15,1 £ 3,9¢ 8,3+2,72 3,4+ 1,9¢
48
sma 76,9 + 4,2 15,2 £ 4,4¢ 6,1+1,6 2,1 £ 1,6¢¢
timmar
icke-selekterade 51,3+ 16,3 43,6 £ 16,1¢<d 3,7+ 1,52 1,3+ 0,9¢

Anm.: inga skillnader mellan stora och sma SLC-selekterade spermiepreparationer vid

nagon tidpunkt. a b ¢ = skillnad mellan icke-selekterade och selekterade, P< 0,05, P< 0,01,

P< 0,001; 4 = skillnad mellan O och 24 timmar, P< 0,05; ¢ = skillnad mellan 24 och 48

timmar, P< 0,05
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Tabell 10: Spermiemembranintegritet i icke-selekterade och sma och

extrastora spermiepreparationer fran enkelskiktscentrifugering under

anvindning av Annexin-V/Propidium jodid firgning (medel + SD) (n=4).

SLC-sma SLC-extrastora
Annexin- | Annexin | Annexin- | Annexin- [ Annexin- | Annexin- | Annexin- | Annexin-
V-/PI- | -V-/PI+ | V+/PI+ | V+/PI- | V-/PI- | V-/PI+ | V+/PI+ | V +/PI-
Otim |76,8+48| 114+16 | 89+£39 | 2,8+0,3 |76,9+7,8|13,8+3,8( 5,719 | 3,7%12,2
24 tim | 81,9+3,8| 9,5+24 54+3,1 | 3,2+1,7 |787+3,9|13,1+x4,1| 44+1,8 | 3,8t2,5
48 tim | 80,0+2,3| 12,9+4,3 | 55+1,3 |1,71+1,5(80,8+4,8|14,0+6,8| 3,4%£1,7 1,7+0,7

Anm.: Ingen signifikant skillnad mellan SLC-sma och SLC-extrastora

enkelskiktspreparationer. Vardena f6r varje parameter férandrades inte med tiden for

endera sma eller XL.

Spermiekromatinintegritet (SCSA): de SLC-selekterade spermiepreparationerna

hade béttre spermiekromatinintegritet, som visas av ett lagre varde fé6r DFI, 4n de

icke-selekterade spermiepreparationerna (Tabell 11), fér alla tidpunkter som

studerades (0 timmar, P< 0,01; 24 timmar och 48 timmar, P< 0,001). Det var inte

nagra skillnader i endera medel_DFI, eller SD_DFI mellan de icke-selekterade och

selekterade spermieproverna. Fér XL-provet var den ingen skillnad mellan sméa och

stora fér endera DFI eller SD_DFI (DFI sma 11,2 + 3,8, XL 9,3 + 4,6; SD_DFI sma

29,6 £ 3,2, XL 27,4 £ 6,0). Det var emellertid en signifikant skillnad mellan medel

_DFI fé6r sma och extrastora (416,3 £ 42,8 respektive 258,3 + 6,5; P< 0,05).
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Tabell 11: Parametrar av spermiekromatinintegritetsanalys (Sperm Chromatin
Structure Assay) for icke-selekterade, sma SLC-selekterade och stora SLC-

selekterade spermiepreparationer lagrade i 48 timmar vid 5°C (n=8).

Icke-selekterade Sma SLC-selekterade Stora SLC-selekterade
SD- SD- SD-
DFI Medel DFI DFI DFI Medel DFI DFI DFI Medel_DFI DFI
0 26,2 242 + 14,3 243+ 13,1
405,4 £ 73,4 397,2+71,1 400,2+71,5|27%4
tim 6,52 4,1 5,42 5,1 6,42
24 133z 22,4 + 16,0 £ 28,0 + 16 £
415,1 £ 61,8 398,8 + 67,4 393,4+71,6 29t4,1
tim |6,6P 3,8 7,5b 5,9 7,1b
48 |48,6 % 214t 13,8 + 14,3 % 27,4 £
. 404,3 £ 44,8 404,8 + 69 26+64 394,1 £71,1
tim |20,1b 3,3 5,9b 6,6P 4.0

Anm.: &b = DFI for icke-selekterade > SLC-selekterade, P<0,01 respektive P<0,001.

Spermieutbyte: det fanns en betydande skillnad mellan det genomsnittliga utbytet
for SLC-sma och SLC-stora spermiepreparationer (32 + 22,3% resp. 8,9 + 8,9%, P<
0,001). I ett annat experiment var daremot utbytena for de extrastora proverna

ungefar 25% hogre an for de sma proverna (25,5 + 14,1% jamfért med 20,2 £ 5,9%).

Experiment 2: Alikvoter fran 23 ejakulat (fran 4 hingstar vid Vasterbo stuteri och
10 hingstar fran Flyinge AB), anvandes fér SLC sasom beskrivet ovan, bendmnda
sasom sma (1,5 ml utspatt ejakulat pa 4 ml kolloid i ett 10 ml rér) och stora (7,5 ml
utspatt ejakulat pa antingen 15 ml eller 20 ml kolloid av olika densiteter - 60%,
65%, 70%, 75% eller 80% - i ett 50 ml Falcon-rér). Notera att det inte var majligt att
anvanda alikvoter fran varje ejakulat i var och en av de 10 behandlingarna i
experiment 2 pa grund av brist pa prov. Efter centrifugering vid 300 x g i 20
minuter, togs de resulterande spermiepelletarna fram och resuspenderades i farsk
Kenney's spadningsmedel i ett rent rér, under anvandning av 1 ml Kenney's
spadningsmedel f6r den “lilla” pelleten och 5 ml Kenney's fér den “stora” pelleten.
Spermiekvaliteten i de resulterande spermiepreparationena bedémdes med
avseende pa subjektiv motilitet och kromatinintegritet sdsom beskrivet i experiment
1, och &ven spermiedverlevnaden och utbytet. Dessutom utférdes objektiv
motilitetbeddmning under anvindning av antingen Qualisperm™ (15) -systemet

(Flyinge-ejakulat; 9) eller MTM Motion Analyzer (13) (Vasterbo-ejakulat).
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Resultat: Matningar f6r genomsnittlig subjektiv motilitetsbedémning och
Qualisperm™-motilitet fér de olika kombinationerna av volym/densitet visas in
Tabell 12, tillsammans med &éverlevnad dvs. varaktighet av motilitet. Aven om det
inte fanns nagra skillnader mellan de olika kombinationerna av volym/densitet vid
subjektiv motilitetbedémning, fanns det signifikanta skillnader mellan de sméa och
stora spermiepreparationerna vid lagre kolloiddensiteter under anviandning av
objektiv motilitetbedémning med Qualisperm™. De stora spermiepreparationerna

behdll inte motiliteten lika lange som de sma preparationerna (P< 0,001).

Tabell 12: Effekten av forandrad volym och/eller densitet hos kolloiden som
anvindes for uppskalade preparationer av hingsspermier pa genomsnittlig

spermiemotiliet och 6verlevnad (n=23).

. . Subjektiv Objektiv Overlevnad

Volym/densitet | Behandling | | vivivet (%) | motilitet (%)* | (timmar)

Sma 850 76,5 £ 20,6 112 + 27,7
15/60

Stora 83x7,6 72,1+ 16,4 160 £ 13,9

Sma 86,7+ 2,9 87,1 = 3,6* 136 £ 36,7
15/65

Stora 81,7+ 14,4 59,9 + 5,9* 144 + 41,6

Sma 91,7 + 2,9* 86,9 £ 2,6 120 £ 24,0
15/70

Stora 80 % 5,0* 8279 144 £ 24,0

Sma 81,5+5,8 86,4 £ 14,4 112 + 27,7
15/75

Stora 8010 91,6 + 3,8 112+ 13,9

Sma 855 69,7 £ 16,1 112 £ 36,7
15/80

Stora 81,7+ 14,4 73,3 £ 14,5 112 £27,7

Sma 90 = O* ND 96 t 24
20/60

Stora 80 = 5* ND 80 £+ 36,7

Sma 900 ND 112+ 13,9
20/65

Stora 85+5 ND 72 +41,6

Sma 86,7 £ 5,8 ND 192 + 98,0
20/70

Stora 800 ND 104 = 50,0

Sma 76,7 £ 8,2 ND 84 £ 29,4
20/80

Stora 77,5 + 6,89 ND 92 + 18,1

Anm.: * Qualisperm™., 1) Motilitet: Inga skillnader mellan stora preparationer. Signifikanta
skillnader mellan behandlingar fér sma preparationer: 15/70 vs. 15/60 P < 0,05; 15/70 vs.
15/80 P< 0,05; 15/70 vs. 20/80 P< 0,05; 20/60 vs. 20/80 P< 0,05; 20/65 vs. 20/80 P<
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0,05. 2) Overlevnad: Inga signifikanta skillnader mellan sma preparationer; den stora
preparationen 20/65 hade signifikant kortare 6verlevnad an den stora preparationen 15/60;
inga signifikanta skillnader mellan andra stora preparationer. Notera: sma, O timmar vs.
2timmar, icke signifikant. Stora, O timmar vs. 24 timmar, icke signifikant. Sma vs. stora, O

timmar P< 0,05; 24 timmar, icke-signifikant.

DFI-resultaten (Tabell 13) indikerade aterigen att det fanns skillnader mellan
kontrollpreparationerna (SLC-sma) och de SLC-stora preparationerna da lagre
densiteter av kolloiden anvandes, t ex 60% och 65% (P< 0,05 vid 0 timmar) men
inte da 70% eller mer anvandes. Dessa skillnader férsvann emellertid vid 24
timmar. Det var inte nagon signifikant skillnad mellan DFI fér SLC-sma
preparationer vid O timmar och 24 timmar eller for SLC-stora preparationer vid O

timmar och 24 timmar.

Tabell 13: Effekt av fordndrad volym och/eller densitet hos kolloiden som
anvindes for uppskalningspreparationer av hingstsperma pa medelvirdena av
DFI (%) (n=23).

Volym/densitet | Behandling | DFI (%) O timmar | DFI (%) 24 timmar

Sma 8,644 11,3+ 6,7
15/60

Stora 13,7+7,5 10,2 £+ 4,3

Sma 14,92+ 1 52+%1
15/65

Stora 11,631 22,4 £

Sma 12,2 £ 5,9 8,8+2,6
15/70

Stora 15,2+ 11,5 11,5+ 6,4

Sma 12,0+ 6 18,6 £ 9,1
15/80

Stora 55+1,9 50+£2,1

Sma 7,5 7,0
20/60

Stora 12,6 14,3

Sma 13,7+ 2,9 18,2 + 3,0
20/65

Stora 7,1+21 8,7+ 3,6

Sma 55 5,0
20/70

Stora 8 6,9

Sma 14,3 £ 5,4 16,0 + 7,5
20/80

Stora 13,1 +6,4 16,0+ 7,1
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Experiment 3: "Sma” spermiepreparationer bearbetades som beskrivet tidigare for
experiment 1 och 2 under anvéndning av 1,5 ml fran vart och ett av 7 utspadda
ejakulat. Ytterligare SLC gjordes med en 6kad volym av ejakulat (4,5 ml) placerad
ovanpa 4 ml kolloid i 10 ml centrifugrér, bendmnda sasom "SLC-Inc” (vilket betyder
6kad volym). Efter centrifugering resuspenderades varje ”SLC-Inc”-spermiepellet i 3
ml farsk Kenney’s spadningsmedel och alla spermiesuspensioner lagrades vid 5°C.
Spermiekoncentrationen bestamdes for alla SLC-preparationer och spermieutbytet
berdknades. Motiliteten hos spermiepreparationerna och det utspadda ejakulatet
beddémdes dagligen under anvandning av CASA (13), under det att

membranintegritet méattes vid 24 timmar efter SLC-beredningen (14).

Resultat: CASA-motilitetsresultaten visas in Figur 11. Det var inte nagon skillnad i
motilitet mellan SLC-sma och for SLC-Inc-spermiepreparationer, &ven om det fanns
signifikanta skillnader mellan icke-selekterade och bada typer av selekterade
spermiepreparationer vid 24 och 48 timmar. Den icke-selekterade
spermiesuspensionen hade ingen méatbar motilitet efter 48 timmar.

Hastighetsdata skilde sig inte heller mellan de tva typerna av SLC-selekterade
spermiepreparationer (Figur 12). Aven om det genomsnittliga utbytet for SLC-Inc-
preparationerna var stérre dn for SLC-sma (41,2 + 28,3% respektive 33,3 + 21,3%),
var denna skillnad inte statistiskt signifikant. Spermieviabiliteten skilde sig inte

mellan de tvd SLC-metoderna (Sma4, levande: 72 + 0,3%; Inc, levande 72 + 0,3%).

Experiment 4: Som for experiment 3 men med tillagget av en andra
uppskalningsmetod under anvindning av 15 ml kolloid (densitet 67,5%) plus 15 ml
utspatt ejakulat, i ett 50 ml Falcon-rér (som benamns "stort”). Subjektiva och
CASA- (13) motilitetméatningar gjordes dagligen, viabilitetsbedémningar gjordes vid
0 timmar respektive 24 timmar under det att alikvoter frystes for efterfoljande SCSA
vid O, 24, 48 och 72 timmar.

Resultat: de subjektiva och CASA-motilitetsresultaten var liknande dem som
erhélls i experiment 3, utan skillnad mellan nagra av SCL-metoderna (Figur 13).
Det var en god korrelation mellan CASA- och subjektiva motilitetsresultat (r= 0,7 till
0,9 for centrifugerade respektive ocentrifugerade prover; P< 0,001). Utbytena skilde
sig inte signifikant mellan de tre SLC-behandlingarna (medel + SD: sméa 33,3 + 20%;
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Inc 36,3 + 15,8%; stora 40 + 21,7%). Dessutom var det inte nagon skillnad i

spermieviabilitet mellan nagra av SLC-uppskalningsmetoderna (Tabell 14).

Tabell 14: Andel viabla spermier i olika SLC-spermiepreparationer vid O

timmar och 24 timmar, medel + SD (n=9).

Centrifugering | Centrifugering | Centrifugering
Liten volym Okad volym Stor volym
O timmar 78+ 11,3 84,9+8,9 81,4+11,5
+ 24 76,5+ 11,3 81,4+8,9 76,6 £ 9,0

Ingen signifikant skillnad mellan de tre centrifugeringsmetoderna.

Signifikanta skillnader fanns i medel-DFI mellan ocentrifugerade och centrifugerade
prover, aven om det fanns en interaktion med tiden, eftersom de ocentrifugerade
proverna visade férsamrad spermiekvalitet vid lagring medan kromatinintegriteten

hos de centrifugerade proverna inte forsdmrades med tiden (Tabell 15).

Tabell 15: Effekten av olika uppskalningsmetoder pa kromatinintegritet hos

hingstspermier, medel + SD (n=9).

Centrifugering Centrifugering Centrifugering
Liten volym Okad volym Stor volym
0 tim 20,7 £ 10,2 14,2+ 7,7 13,9+6,8
24 19,2+ 11,3 12,9 + 8,0 19,2 + 10,4
48 tim 15,0+ 8,0 13,0 £ 8,0 21,0 £ 14,0
72 tim 17,0 £ 10,0 18,0+ 11,0 22,0 8,0

Konklusion: Det ar mojligt att skala upp SLC genom att 6ka volymen av det
utspadda ejakulatet som anvands pa 4 ml kolloid. Fér ytterligare ékningar i volym
ar det emellertid nédvandigt att anvanda ett stérre centrifugror och att justera
kolloiddensiteten, sasom visas i Tabell 16. Dessa justeringar ger
spermiepreparationer som &r ekvivalenta till de ursprungliga vad géller
spermiekvalitet och utbyte, baserat pa spermiemotilitet, -viabilitet och -

kromatinintegritet.
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Tabell 16: Jimforelse av parametrar som ger jamforbar kvalitet i uppskalade

spermiepreparationer och i originalmetoden.

Kolloidvolym Kolloiddensitet Volym av utspitt
(ml) (%) ejakulat (ml)
Original 4 80 1,5
Okad volym 4 80 4,5
Stor uppskalning 15 67,5 15-18

EXEMPEL 5: Tjur

Mal: (i) att undersoka fertiliseringsférmagan hos tjurspermier som bereddes
antingen pa en densitetsgradient eller pa ett enkelskikt av kolloid i IVF; (ii) att
underséka anvindningen av kolloid centrifugering fér selektion av spermier med

normal storlek fran en polymorf population hos ett tjurejakulat.

Metoder: For det férsta experimentet gjordes stran av kryokonserverad tjursperma
tillgangliga pa Universitetet i Gent, Belgien, dar IVF-forsoket genomférdes. Fore
centrifugeringen tinades strana av utspadd sperma i vatten vid 37°C under 12
sekunder och koncentrationen justerades till 100 x 106 miljoner per ml. Kolloid
centrifugering utférdes som beskrivet fér hingstsperma under anvandning av 80%
kolloid E for enkelskiktscentrifugering och 2 ml 40% plus 2 ml 80% kolloid E for
densitetsgradienten. Datoriserad spermiemotilitetsanalys (CASA) pa ocentrifugerade
kontroller och pa bada typerna av spermiepreparationer genomférdes av en erfaren
operatdr under anvidndning av en Hamilton Thorne motilitetsanalysapparat. Data
samlades in for f6ljande parametrar: hastighet av den jdmn bana, raklinjig
hastighet, kroklinjig hastighet, amplitud av lateral huvudavvikelse,
slagkorsfrekvens (beat cross frequency), rakhet (straightness), linjaritet,
koncentration,% motilitet,% progressiv motilitet,% snabb motilitet,% mellansnabb
motilitet,% langsam motilitet och% ororlig. Standardmetoder (16) anvandes fér IVM
och IVF for att bestimma fertiliseringsgrad (10). Odling av de fertiliserade oocyterna
fortsatte i 8 dagar, varefter% utveckling till blastocyst och det totala antalet celler
bedémdes. For det andra experimentet samlades ejakulat in fran en tjur som var

kénd for att producera bade diploida och haploida spermier. Spermierna var mycket
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polymorfa, dar macrocefaliska och mikrocefaliska spermier forelag, tillsammans

med hel rad spermier som hade ungefiar normal storlek. Sperman

kryokonserverades pa Universitetet i Helsingfors, Finland pa vanligt sitt. Strana

sandes till SLU f6r ytterligare undersékningar. Fore centrifugering tinades strana av

utspadd sperma i vatten vid 37°C under 12 sekunder innan den spaddes med

buffert B. Enkelskikt med kolloid av olika densiteter inom intervallet fran 40-90%

av stamlésningskolloiden anvéndes for att identifiera 1ampliga densiteter for

efterfoljande anvandning i en densitetsgradient. Kolloid centrifugering genomférdes

sasom beskrivet tidigare, varvid den resulterande spermiepelleten resuspenderades

i buffert B. Férinfargade objektglas (Testsimplets; Online diagnostik, Tyskland)

anviandes for att farga in spermierna fér mikroskopisk undersékning. Andelen

makrocefaliska spermier bland 200 spermier fran ocentrifugerad och centrifugerad

sperma registrerades.

Resultat (forsta experimentet): Medelfertiliseringsgrad, blastocystutvecklingsgrad
och totalt antal celler var 56,27% + 29,1, 23,5% + 17,4 resp. 83,2 + 29,9 for
densitetsgradientberedda spermier och 58,1% * 23,3, 24,5% + 14,3 respektive 94,6

t 23,4 f6r spermier beredda pa ett enkelskikt av kolloid. Medelvardena fér olika

parametrar av den datoriserade analysen av spermiemotilitet skilde sig inte mellan

de tva spermieprepareringsmetoderna (Tabell 17).

Tabell 17: CASA-parametrar av notkreatursspermier preparerade genom

densitetsgradienter och enkelskiktscentrifugering.

Parameter | Enkelskikt Densitets- Parameter Enkelskikt Densitets-
gradient gradient
VAP 112,36 £ 9,93 111,1 £ 8,87 Konc 37,68+ 17,69|36,96 + 20,3
VSL 95,4 + 8,87 94,02 £ 10,58 % mot 75,4+ 10,5 71,4 +17,09
VCL 171,48 £10,98 |167,44 £16,18 |% prog mot 61,4 +13,3 54,8+ 16,8
ALH 7,08 £ 0,57 6,98 £ 0,71 % snabb 69,4+11,04 |64,6 17,87
BCF 23,12+ 5,63 23,3 5,54 % medelsnabb [6,6 £ 1,95 6,6 £ 1,95
STR 82,2 £2,28 83 £ 4,04 % langsam 14 £6,12 15,2 £9,49
LIN 55,6 £ 4,05 56,2 + 3,70 % ororlig 10,4 £ 6,69 13,4 £ 8,53

Anm.: det finns inga signifikanta skillnader
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ii) Resultaten av enkelskiktscentrifugeringen med de polymorfa spermierna visas i
Tabell 18. Nastan alla spermier hade féormaga att passera genom enkelskikt med
40% och 50% kolloid. De hogsta andelarna makrocefaliska spermier fanns i pelleten
efter ett 60% enkelskikt (49% makrocefaliska ), vilket ater minskade till 27%
makrocefaliska da kolloiddensiteten hojdes till 70%. Under anvidndning av en
densitetsgradient med skikten 70/55% identifierades tva subpopulationer, en som
var anrikad pa spermier med normal storlek pa gransytan mellan de tva skikten
(8% makrocefaliska spermier och 92% normala), medan spermiepelleten var
anrikad pa makrocefaliska spermier (34%). Under anvindning av
kolloiddensiteterna 55% och 70% var det méjligt att erhalla tva
spermiesubpopulationer, en som innehéll néastan alla spermier med normal storlek
och en annan anrikad pa de makrocefaliska spermierna (Tabell 19). De
mikrocefaliska spermierna selekterades ut genom kolloiden med lagst densitet och

upptrddde darfér inte i nagon av de selekterade subpopulationerna.

Tabell 18: Andel spermier med olika storlek fore och efter

enkelskiktscentrifugering av tjurspermier.

Stor Liten Rest
Fore 24 6 70
Efter enkelskikt 40% Pellet 35,5 1 63,5
Kolloid (endast litet antal) 23 4 73
Fore 26 6 68
Efter enkelskikt 60% Pellet 49 2 49
Kolloid 14 3 82
Efter enkelskikt 70% Pellet 27 3,5 69,5
Kolloid 15 3,5 80
Tabell 19: Andel spermier med olika storlek fore och efter
densitetsgradientcentrifugering av tjurspermier.
Stor Rest Liten
Fore 32 65 3
Efter 70/55 Pellet 34 64,5 1,5
70 Kolloid 17 81,5 1,5
Gréansyta 8 92 0
Ovre del (<55%) (litet antal) 10 83,5 6,5
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Konklusioner:

1) Spermierna beredda pa ett enkelskikt av kolloid har inte annat uppférande eller
andra egenskaper dn spermierna beredda pa en densitetsgradient.

2) Under anvandning av en kombination av enkelskiktscentrifugering och
densitetsgradientcentrifugering var det mojligt att separera spermier i olika
subpopulationer, exempelvis en som inneholl ndstan alla spermier med normal

storlek och en annan som var anrikad pa makrocefalika spermier.

EXEMPEL 6: Galt

MAL (i) att undersoéka effekten av 6kande osmolariteten hos en kolloid formulering
och centrifugrérsstorlek pa effektiviteten av galtspermieselektion under
densitetsgradientcentrifugering, i syfte att utveckla kolloidformuleringar som &r
specifika f6r djurspermier; (ii) att jamfora densitetsgradientcentrifugering med
centrifugering pa ett enkelskikt av kolloid for beredning av galtspermier, (iii)
effekten av att sterilisera genom autoklavering av kolloiden; och (iv) effekten av att

tvatta spermiepelleten efter kolloidal centrifugering.

Metoder: den gelfria, spermierika fraktionen av ejakulatet samlades manuellt in
fran 8 galtar (the gloved hand method) och spaddes omgaende 1:1 (v/v) i Beltsville
Thawing Solution. Spermiekoncentration justerades till 100x106/ml.
Densitetsgradient- och enkelskiktscentrifugering genomférdes enligt metoden som
beskrivits tidigare, under anvandning av 80% kolloid A for enkelskiktscentrifugering
och 2 ml 40% plus 2 ml 80% kolloid A fér densitetsgradientcentrifugeringen. I ett
experiment antingen tvattades (genom resuspendering av pelleten i 5 ml
spermaspéadningsmedel och centrifugering vid 500 gi 10 minuter) replikat av
spermiepelletar eller ej. Spermiemotiliteten i de icke-selekterade och selekterade
spermieproverna bedémdes subjektivt som foljer: alikvoter (0,5 nl) underséktes
genom faskontrastljusmikroskopi (x 200), pa en uppvarmd mikroskop-platta (38°C)
omedelbart efter beredning och déarefter dagligen tills motiliteten hade minskat till
ca 20%. Foér bedémningarna under de efterfoljande dagarna lagrades
spermiepreparationerna éver natt vid rumstemperatur (19-24°C, beroende pa vader)
och inkuberades vid 38°C under 15-30 minuter infér motilitetsutvarderingen.

Utvinningsgrad (utbyte) berédknades sasom andelen av spermier som initialt hade
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laddats pa kolloiden efter kolloid centrifugering och som upptradde i

spermiepelleten efter centrifugering.

Resultat: genom att 6ka osmolariteten av kolloiden som anvindes fér densitets-
gradientcentrifugering av galtspermier fran 305 till 330 mOsm, dkade andelen
rorliga spermier i den resulterande spermiepreparationen (Figurer 14 och 15).
Spermiemotiliteten bibeholls i atminstone 24 timmar langre i de centrifugerade
spermiepreparationerna an i kontroller (ocentrifugerade alikvoter), d v s 7 eller 8
dagar fér spermier centrifugerade pa en densitetsgradient jamfért med mindre an 6
dagar for ocentrifugerade spermier. Vid jamforelse av ett enkelskikt av kolloid och
en densitetsgradient var spermiemotiliteten signifikant béattre (P< 0,001) i de
centrifugerade spermiepreparationerna (medel £ SD: 79,6 + 8,1% och 74,2 £ 12,0%
for enkelskikt respektive densitetsgradient) &n i de ocentrifugerade kontrollerna
(62,9 + 12,7%). Antalet spermier som erholls efter centrifugering (Tabell 20) och
medelutbytet skilde sig inte mellan de tva metoderna (medelutbyte av rérliga
spermier, enkelskikt: 67,5 + 25,6%; densitetsgradient: 59,6%  22,3%).
Spermiedverlevnaden (Figur 16), 6kade signifikant genom kolloidal centrifugering
(ocentrifugerade preparationer: 3,1 + 0,3 dagar, enkelskikt 5,5 + 0,79 dagar,
densitetsgradient 5,75 + 0,62 dagar; P < 0,001 for ocentrifugerade vs.
centrifugerade; enkelskikt vs. densitetsgradient, icke signifikant). Inkubering fére
motilitetutvardering var nodvandig for lagrade spermaprover (Figur 17).
Forekomsten av bakterier i de ocentrifugerade spermaproverna kan ha bidragit till
franféllet av spermier. Kolloidal centrifugering verkade avlidgsna bakterierna
(subjektiv visuell bedémning). Autoklavering av den kolloida formuleringen hade
ingen effekt pa spermieantalet, spermiemotiliteten eller spermieéverlevnaden (Tabell
21). Vidare hade tvéttning eller ej av spermiepelleten erhallen efter kolloidal
centrifugering inte nagon effekt pa spermieantalet, spermiemotiliteten eller
spermiedverlevnaden (Tabell 22). Galtspermierna kunde lagras i 24 timmar fére
centrifugering utan att detta hade nagon skadlig effekt p4 spermiemotiliteten och

motilitetsvaraktigheten i de centrifugerade proverna (Figur 18).



Tabell 20: Antalet galtspermier erhallna efter densitetsgradient- och
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enkelskiktscentrifugering, medel + SD (miljoner) (n=20)

Galt Enkelskikt | Densitetsgradient | P-virde

87 107,17 £ 20,3 84,5 + 20,0 icke signifikant (ns)
1500 49,5 + 28,7 45,2 + 15,8 icke signifikant

62 88,7 £ 31,8 90,7 + 25,4 icke signifikant
367 93,2 + 25,5 90,8 + 32,7 icke signifikant

Anm.: Signifikanta skillnader mellan galtar (P <0,01) men inte mellan ejakulat.

Tabell 21: Effekten av autoklavering av kolloiden pa spermiemotilitet,

spermiedverlevnad och spermieantal i pelleten.

Parameter Autoklaverad | Icke-autoklaverad
Spermiemotilitet Dag 1 (%) 78,6 £ 8,7 81,4+6,4
Spermiedverlevnad (dagar) 4,7+ 1,2 45+1,3
Spermieantal (x109) 88,5 + 30,1 77,5 + 30,2

Anm.: skillnaderna mellan autoklaverade och icke-autoklaverade kolloider var inte

10  signifikanta.

Tabell 22: Effekten av tvittning av spermiepelleten pa spermiemotilitet,

spermiedverlevnad och spermieantal efter kolloid centrifugering.

Parameter Tvittad Ej tvittad
Spermiemotilitet Dag 1 (%) 80,7 £ 10,3 75,4+£9)9
Spermiedéverlevnad (dagar) 6,1 +1,2 54+1,1
Spermieantal (x109) 82,5+ 32,5 73,8 £ 24,1

15 Anm.: skillnaderna mellan tvattade och ej tvattade kolloider var inte signifikanta.

Konklusion: genom att 6ka osmolariteten av den kolloida formuleringen ékar
selektionen av spermierna under densitetsgradientcentrifugering. Centrifugering pa
ett enkelskikt av kolloiden ger spermiepreparationer som har liknande motilitet och

20  utbyte som dem fran densitetsgradienterna och dessa preparationer uppvisar
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féorbattrad spermiemotilitet och 6verlevnadsvaraktighet jamfort med

kontrollspermaproverna (ocentrifugerade).

EXEMPEL 7: Hund

Mal: att undersoka om enkelskiktscentrifugering (SLC) 4r gynnsam fér att selektera

hundspermier av god kvalitet for insemination.

Metoder: ejakulat med varierande spermiekvalitet fran fyra hundar samlades in
genom digital manipulation. Alikvoter (4.5 ml) placerades pa 4 ml 80% kolloid E i
ett 12 ml centrifugrér. Efter centrifugering vid 300 g i 20 minuter resuspenderades
den resulterande spermiepelleten i dggula-Tris-spadningsmedel (1 ml) (17). En
alikvot av det icke-selekterade ejakulatet spaddes i dggula-Tris-spadningsmedel till
samma spermiekoncentration som den selekterade spermiepreparationen.
Motilitetsbedémning under anvandning av datorstédd spermieanalys (CASA) och
morfologisk utvardering utférdes pa alla icke-selekterade och selekterade

spermieprover.

Resultat: genomsnittet av spermiemotiliteten 6kade fran 77,2 £ 19,6% fore SLC till
87,6 £ 2.7% efter SLC, medan genomsnittet av den progressiva motiliteten 6kade
fran 48,6 + 18% till 67,9 + 11% (Tabell 23). Genomsnittet av normal morfologi var
62,2 £ 42,8% i icke-selekterade prover och 82,5 £ 19,1% i SLC-selekterade prover.
Efter lagring i 7 dagar vid 4°C var spermiemotiliteten < 5% i icke-selekterade
spermaprover och 57 + 11,3% i de SLC-selekterade spermiepreparatione.
Spermieutbytet varierade fran 12 till 47% beroende pa spermiekvaliteten i det
ursprungliga ejakulatet.
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Tabell 23: Motilitetsresultat genom datorstodd spermieanalys (CASA) for icke-

selekterade och SLC-selekterade hundspermaprover.

Hund Total motilitet (%) Progressiv motilitet (%) Utbyte (%)
icke-selekterade | selekterade | icke-selekterade | selekterade
1 48,3 84,1 34,3 81,8 12
2 82,3 90 69 68,5 47
3 87,9 89,5 32,5 54,5 47,5
4 90,4 86,9 58,7 67,5 30
Medel | 77,2 (19,6) 87,6 (2,7) 48,6 (18) 67,9 (11) 34,1 (16,9)
(SD)

Konklusion: Dessa preliminéra resultat indikerar att SLC kan vara en anvandbar

metod f6r att forbattra hundspermiekvaliteten i spermadoser avsedda for Al.
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