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Morfologian tutkiminen on tarkeé osa siemennesteanalyysid, silla se antaa tietoa siemen-
nesteen laadusta sekd karjun kehon ja kivesten terveydesta. Siittio sisaltdd kolmesta vii-
teen morfologista osaa, joissa kaikissa voi olla poikkeamia. Arvioitaessa siemennesteen
meen luokkaan niiden vakavuuden perusteella: primaarisiin, sekundaarisiin ja tertiaari-
siin.

Opinndytetyo tehtiin Finnpig Oy:n karjuasemalla Sastamalassa. Finnpig Oy on HKScan
Finland Oy:n ja A-Tuottajat Oy:n omistama sian keinosiemennysannoksia valmistava yri-
tys, joka hankkii eldinaineksensa kahdesta jalostusorganisaatiosta, tanskalaisesta
DanAvl:sta seké norjalaisesta Norsvin:sta. DanAvl Yorkshire karjuilla on ollut ongelmia
hedelmoittad emakoita. Opinndytetyon tavoitteena oli 16ytdd morfologinen varjaysmene-
telma karjun siittididen tutkimista varten ja tarkoituksena tutkia DanAvl ja Norsvin emé-
rotujen siittididen rakennepoikkeamia, mitka saattavat vaikuttaa hedelmdittymiseen. Li-
séksi tydssa seulottiin asemalla olleet emérodun karjut.

Tyossa tutkimusmateriaalina kaytettiin 58 emérodun karjun siemennestetté ja rakenne-
poikkeamien havaitsemiseen siittioita laskettiin yhteensa 34 800 kappaletta. Varjaysme-
netelmina kaytettiin kahta Minituben menetelmaa, Farelly- ja Spermac-sarjaa. Véarjays-
menetelmat valikoituivat niiden helppokayttdisyyden ja edullisuuden vuoksi. Vaihtoeh-
toina olivat myos Papanicolaou ja May-Grinwald Giemsa, jotka hylattiin niiden moni-
mutkaisuuden ja kustannusten vuoksi. VVarjayssarjan valinnan jalkeen etsittiin sopiva lai-
mennusaine ja -suhde. Laimentimina kokeiltiin Androstar Plus-antibiootti- ja 0,9 %
NaCl-liuosta.

Kéytettavaksi varjadysmenetelmaksi valittiin Farelly-sarja sen selkeyden, nopeuden ja
helppokéyttdisyyden vuoksi. Lisaksi rakennepoikkeamat nékyivét selvasti ja menetelmé
oli riittdvan tarkka karjuaseman laboratorioon. Valintaan vaikutti myos, ettd Spermac-
sarjan varjaysta ei saatu onnistumaan toivotulla tavalla, mika saattoi johtua vérjayksen
hankaluudesta tai siemennesteen siséltdméstd plasmasta. Jatkossa vérjaysmenetelméa
hyddynnetdan hedelméattdmien ja asemalle tulevien uusien karjujen siittididen morfolo-
gian tutkimiseen. Liséksi varjdyksessa saatuja tuloksia verrataan siemennesteelle annet-
tuun elavyyteen (%). Jatkotutkimusaiheena voitaisiin luoda emarodun karjujen siemen-
nesteen tuotantoon hyvaksymisraja.

Asiasanat: karju, siittio, morfologia, sivelynadyte, vérjays
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The thesis was carried out for Finnpig’s boar stud in Sastamala. Finnpig Oy is owned by
two Finnish food companies, A-tuottajat and HKScan Finland. The company produces
artificial insemination doses of boar sperm for sow farms. Finnpig’s boars come from two
refinement organizations, DanAvl from Denmark and Topigs Norsvin from Norway. The
aim of this thesis was to find a morphological staining method for boar’s sperm because
DanAvl Yorkshire boars have had problems with their ability to fertilize sows. The pur-
pose was to examine the spermatozoa of the parent (pig) breed used at Norsvin and Da-
nAvl.

The thesis compared two Minitube’s staining methods, Farelly and Spermac Stain. These
methods were selected for their ease of use and inexpensiveness. The research material
consisted of semen from 58 boars representing the parent breed, and 34 800 pieces of
spermatozoa were counted for the morphology analysis. After the selection of the method
diluents and dilution were tested. Sperm samples were diluted to Minitube’s Androstar
Plus antibiotic and 0,9 % NaCl solutions.

Farelly Stain was selected for use at Finnpig’s laboratory because of its clarity and speed.
Spermac Stain did not work correctly which could be caused by distractions in the semen.
Therefore, the method was rejected. A 0,9 % NaCl solution was selected as diluent be-
cause antibiotic solution disturbed the spermatozoa staining. In the future, the chosen
method will be used in the screening of new parent breed boars and the staining results
are compared to the semen viability. Further research could potentially be conducted to
develop the pass limit used in the semen production of the parent breed boars.

Key words: boar, spermatozoon, morphology, preparate, staining
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1 JOHDANTO

Morfologisesta luokituksesta on tullut olennainen osa siemennesteanalyysid. Se on yksi
tarkeimmisté perusteista, kun méaéritetdan siemennesteen laatua, silla huono morfologia
on tarked indikaattori hedelmaéllisyyden laskussa. (Garsia-Herreros, ym 2006, 553.) Mor-
fologian uskotaan olevan laheistd sukua siittion toimintahdiridille (Schiff ym. 2007,
1326). Erityisesti keinosiemennyksen kannalta siittididen morfologisten poikkeavuuksien
tunnistaminen on ensiarvoisen tarkedéd seka taloudellisesti ettd geneettisestd nakdkul-
masta (Lipensky, Lustykova & Cefovsky 2010, 466).

Kausivaihtelu on huomattava tekija sikojen lisaantymisessd, koska ne ovat hyvin herkkia
vuodenaikojen muutoksille (Lipensky, ym. 2010, 466). Siittididen morfologiassa on ha-
vaittu olevan negatiivista vaihtelua korkean lampdtilan sek& kosteuden vaikutuksesta
(Garsia-Herreros, ym 2006, 557). L&mp0 voi vaikuttaa siittididen tuotantoon ja litkkumi-
seen, akrosomin eheyteen, morfologiaan seka aiheuttaa lievié tai kohtalaisia kivesrappeu-
tumia (Lipensky, ym. 2010, 466). Siittididen morfologia onkin merkittava indikaattori
osoitettaessa karjun kehon ja kivesten terveyttd. Siittiot reagoivat vahvasti ympériston
stressiin ja kehon fysiologisiin muutoksiin. (Menkveld, Holleboom & Rhemrev 2010,
59.)

Vérjattaessa soluja voidaan paremmin havainnollistaa niiden osia ja rakenteita. Solut voi-
daan varjata kayttaméalla kahta tai useampaa véria, jolloin osat erottuvat paremmin toisis-
taan. (Bruckner n.d.; Elliott 2012, 35.) Varjaysmenetelmat perustuvat kemiallisiin reakti-
oihin, kuten happo-emés tai hapetus-pelkistys reaktioihin (Wulff 2004, 14). Morfologisen
arvioinnin luotettavuus riippuu siittididen huolellisesta valmistelusta, kiinnityksesté seka
varjayksesté. Yksi varjaysmenetelmén valinnan tarkeimmista kriteereisté on, ettd varjays-
prosessi aiheuttaisi mahdollisimman vahan muutoksia siittion morfologiaan. (Horst &

menetelmid, esimerkiksi Papanicolaou, Giemsa, Diff-Guik, Hemacolor tai SpermBlue.

Opinnaytety6 tehtiin Finnpig Oy:n karjuasemalla Sastamalassa. Finnpig Oy on HKScan
Finland Oy:n ja A-Tuottajat Oy:n omistama eldinhankintayhti®, joka hankkii eldinainek-
sen kahdesta jalostusorganisaatiosta, norjalaisesta Topigs Norsvinista seké tanskalaisesta

DanAvl:sta. Karjuasemalla on noin 160 isarodun Duroc karjua ja 70 neljan eri emarodun
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karjua. Emarodut ovat Norsvin Yorkshire (ZZ) ja Maatiainen (MM) seka DanAvl York-
shire (YY) ja Maatiainen (LL). DanAvl Yorkshire karjuilla on ollut ongelmia hedelmgit-
td44d emakoita. Opinndytetyon tavoitteena oli 10ytdd menetelma siittididen rakennepoik-
keamien tutkimiseen ja tarkoituksena tutkia Norsvin ja DanAvl-emarotujen siittididen ra-
kennepoikkeamia, mitka saattavat vaikuttaa hedelmdittymiseen. Liséksi seulottiin karju-

asemalla olevat emarodun Kkarjut.



2 SHTTIO

2.1 Siittion rakenne

Siittiésolun rakenne on hyvin riisuttu. Se koostuu kolmesta yhden solukalvon rajaamasta
osasta: paastd, keskiosasta ja hannasta (flagella) (kuvio 1). Jokaisella osalla on oma mor-
fologia ja toiminnallisuus. (Alberts, Johnson & Lewis 2002.) Siittion péé siséltdd tuman,
jossa DNA on tiiviisti pakkautuneena. Tumaa ympérdi proteiinikerros (akrosomi), joka
voidaan jakaa kolmeen eri segmenttiin: subakrosomaalinen, ekvatoriaalinen sekd pos-
takrosomaalinen tuppi (kuvio 2). (Sutovsky & Manandhar 2006, 3.)

3

\ >l.nppu-
| osa
3

f Hinta

Mitokondrio f J
L. } Keski-

Sentrioli —__ 0sa
o — x\isk‘d
Tuma —_ 3

Solukalvo —_ > Piid

Akrosomaalinen
rakkula

KUVIO 1. Siittion rakenne (Gilbert 2000, muokattu)

Akrosomaalinen rakkula rajaa Golgin laitteen sek& suojelee proteaaseja ja reseptoreita,
joita tarvitaan siittion ja oosyytin vuorovaikutuksessa. Se koostuu sisemmaésté ja ulom-
masta akrosomikalvosta. Kalvot rakentuvat tihedstd akrosomimatriisista, joka siséltda
proteaasin ja reseptorit. Subakrosomaalinenkerros sijaitsee akrosomaalisen rakkulan alla.
Se on sulautunut sisdisen akrosomikalvon kanssa ja kiinnittad reseptorimolekyylit ulkoi-
seen akrosomikalvoon. Ekvatoriaalinen kerros on taittunut kompleksi proteiinikerrok-

sesta seka sisdisesta ja ulkoisesta akrosomikalvosta. Sen tehtdvané on reseptorimolekyy-



10

lien kuljetus siittion paédstd munasoluun. Postakrosomaalinen tuppi siséltda todennakoi-
sesti munasolun aktivointiin tarvittavia signalointiproteiineja. (Sutovsky & Manandhar
2006, 3-5, 6.)

Sivusta

subakrosomaalinen
-~ tuppi

L4 | 1\13
O "., ‘\y‘-,"-“ — akrosomikalvo

ulkoinen

[
(I

\ B
‘ 1/
/N ekvatoriaalinen
P osa
/ e oy

postakrosomaali- [/ '/ )1\
nen tuppi [l 'I | -‘| I} [
\ «‘. ) l._ /|

KUVIO 2. Akrosomin rakenne (Evered & Sambayati 2015, muokattu)

Siittion tuma on 40 kertaa pienempi kuin somaattisen solun (Agarwal, Erenpreiss &
Sharma 2009, 67). Se maaraytyy kahden merkittdvan tapahtuman aikana spermiogenee-
sissd: tuman rakenteen lopullisessa muovautumisessa ja histonien korvautuessa protamii-
neilla. Namé kaksi tapahtumaa johtavat erittdin pakattuun kromatiiniin, missa DNA on
pakattu tiukasti ja tayttaa lahes koko tuman. (Agarwal & Said 2005, 93.)

Siittion hanté saatelee siittion liikkumista ja sen toiminta perustuu ainutlaatuiseen yhdek-
sén plus kaksi-jarjestelméan (Sutovsky & Manandhar 2006, 6). Se siséltdd moottorin ta-
voin toimivia osia, aksoneemeja. Aksoneemat (kuvio 3) muodostuvat mikrotubuluksista,
jotka ovat peraisin keskusjyvasistd. Aksoneeman ydin koostuu kahdesta keskusputkesta,
joita ympar6i kehdmikrotubulukset (yhdeksan kappaletta kaksoismikrotubuluksia).
Vaikka mikrotubulukset ovat hannan perusrakennetta, myds muut proteiinit ovat kriittisi4

rakenneosia sen toiminnan kannalta. (Gilbert 2000, 186-187.)
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kuitutuppi

* uloimmat tiheat kuidut
ulommat mikrotubulusparit

keskimmainen mikrotubuluspari

KUVIO 3. Aksoneeman rakenne (Ross & Pawlina 2011, muokattu)

Siittion héntd voidaan jakaa neljaan suureen segmenttiin: liitoskappaleeseen, keskiosaan,
paédosaan ja loppuosaan. Segmenteilld on yhteinen sisin rakenne, aksoneema, mutta eri
ulkoinen rakenne. Liitoskappale koostuu yhdeksasta poikkijuovaisesta tai segmen-
toidusta pylvasrakenteista. Pylvasrakenteiden sisélla on tihed massa, joka useimmilla la-
jeilla sisaltaa keskusjyvasen. (Sutovsky & Manandhar 2006, 6-7.) Keskusjyvésen avulla
siittion hanta on kiinnittyneend padhan.

Hannan keskiosa on peittynyt mitokondriotupella (kuvio 4), joka muodostuu 75-100 siit-
tion mitokondriosta. Mitokondriot tuottavat energiaa hdnnan rakenneosien liikkumiseen.
Jokainen siittié kuljettaa useita kopioita paternaalisesta mitokondriogenomista, jotka
poistetaan proteolyysilla hedelmdittyneen munasolun sisélld. Pé&osa erotellaan keski-
osasta renkaan avulla. Poikittainen, rakenteeltaan tihea rengas sijaitsee distaalisesti mito-
kondriotuppeen néhden. (Sutovsky & Manandhar 2006, 6-7.)

mitokondrio
tuppi

mitokondrio

e - ulompi tihea kuitu
mikrotubulusparit

KUVIO 4. Mitokondriotuppi (Ross & Pawlina 2011, muokattu)
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Padosa on peittynyt suojaavalla kuitutupella. Kuitutuppi muodostuu kahdesta pitkittai-
sestd, samansuuntaisesta pylvéasrakenteesta, jotka ovat toisiinsa liitettying sarjalla poikit-
taisia kaaria. Kuitumainen tuppi tukee siittion aksoneemaa ja samaan aikaan proteiinit
nayttévat rajaavan proteiinikinaaseja kuitutupen sisélle. Proteiinikinaasit ovat valttdmat-
tomié siittion kapasitaatiolle ja ylivilkkaudelle ennen hedelmditystd. Loppuosa sisaltaa
keskimmaisen mikrotubulusparin, ulomman tihe&dn kuidun ja kuitumaisen tupen. (Su-
tovsky & Manandhar 2006, 6-7.)

H&nnan tydntévoiman saa aikaan dyneiini-proteiini, joka hydrolysoi ATP-molekyyleja ja
muuntaa vapautuneen kemiallisen energian mekaaniseksi energiaksi. Mekaaninen ener-
gia saa aikaan ulomman mikrotubulusparin liukumisen, minké& seurauksena hanta taipuu.
Dyneiinin lisdksi histonit ovat tarkeita proteiineja hannén rakenneosana. Histonit 0ytyvét
yleensa tuman sisalta siittion paasta, mutta niita esiintyy myos hannéssa stabilisoimassa

mikrotubuluksia, jotta ne eivat purkaannu. (Gilbert 2000, 187.)

2.2 Spermatogeneesi

mika vaihtelee nisakkailla ihmisen yli 200 miljoonasta sonnin 2-3 miljardiin siittioon.
Massiivinen siittididen tuotanto edellyttad ainutlaatuista rakennetta siementiehyiden epi-
teelisoluissa seka hyvin verenkierrosta eristettya itsendista jarjestelmaé, joka on selektii-
vinen vain parakriinisille tekijoille. Parakriinisella tasolla spermatogeneesia ohjaa hypo-
talamuksen erittdmé gonadotropiinihormoni, joka stimuloi kahta aivolisakkeen erittdmaa
hormonia: follikkelia stimuloivaa (FSH) ja luteinisoivaa hormonia (LH) (Sutovsky & Ma-
nandhar 2006, 7, 15.)

Spermatogeneesi vaatii sukusolujen jatkuvaa erilaistumista ja uusimista. Se jaetaan kol-
meen vaiheeseen: proliferatiivinen vaihe, meioottinen vaihe ja spermiogeneesi. (Sutovsky
& Manandhar 2006, 12.) Spermatogeneesi kestaa kokonaisuudessaan 70-80 vuorokautta
(Martin 2015). Proliferatiivinen vaihe kasittadé alkuitusolujen ja spermatogonioiden pe-
rakkéiset mitoottiset jaot. Meioottisessa vaiheessa spermatogonioiden kromosomiluku
nen ja meioottinen vaihe voivat esiintyd samanaikaisesti tai perakkain. (Sutovsky & Ma-
nandhar 2006, 12.)
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Spermatogeneesissa siittiot kehittyvat alkuitusoluista karjun kiveksissé sijaitsevissa sie-
mentiehyissd. Hiirikokeilla on osoitettu, ettd spermatogeneesié saatelee todennékoisesti
BMP8B-saatelyaineen synteesi. S&atelyaineen pitoisuuden noustessa Kriittiseksi, alkui-
tusolujen erilaistuminen kaynnistyy. Erilaistuvat alkuitusolut tuottavat suuria méaaria
BMP8B-saatelyainetta, jota voidaan edelleen hyodyntéa alkuitusolujen erilaistumisessa.

(Gilbert 2000, 599.) Spermatogeneesin vaiheet on esitetty kuviossa 5.

A tyypin
splermatogonio <_ tai _,@

Az tyypin
spermatogonio

A3 tyypin
spermatogonio

A4 tyypin
spermatogonio

Vili-
spermatogonio

spermatogonia

Primédri spermatosyytti
(1. meioottinen jako)

Sekundédri spermatosyytti _m&
(2. meioottinen jako) :

Spermatidit <

~

\/‘\r“‘(
/\/\‘\ Siittio

KUVIO 5. Spermatogeneesin vaiheet (Gilbert 2000, muokattu)
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2.2.1 Proliferatiivinen vaihe

Alkuitusolut muodostuvat alkionkehityksen aikana ja jakautuvat A:-tyypin spermato-
gonioiksi, minké jalkeen sukupuolijuosteet kovertuvat siementiehyiksi ja kypsyneet solut
erottuvat johtimista osaksi Sertoli-soluja. Spermatogeneesikierron sukusolut kiinnittyvét
Sertoli-soluihin  N-kadheriinimolekyylien sek& galaktosyylitransferaasimolekyylien
avulla. N-kadheriinimolekyylit ja galaktosyylitransferaasimolekyylit sitoutuvat Sertoli-
solun pinnalla oleviin hiilihydraatti reseptoreihin. Sertoli-solut ravitsevat ja suojaavat ke-
hittyvia siittiésoluja. (Gilbert 2000, 599.)

Az-spermatogonioille tyypillistd on munanmuotoinen tuma, jossa kromatiini on Kkiinnit-
tynyt tumakalvoon. Lisaksi ne ovat pienempid kuin alkuitusolut. A;-spermatogoniot si-
jaitsevat ulomman tyvikalvon vieressa sukupuolijohtimissa. Ne ovat kantasoluja, jotka
kykenevét regeneroitumaan seké erilaistumaan uudeksi solutyypiksi, tassa tapauksessa
Ax-tyypin spermatogonioiksi. Spermatogonioiden jakaantuminen ei ole taydellista, silla
solukalvo ei jakaudu téysin vaan solut jadvat kiinni toisiinsa solukalvosillalla (kuvio 5.).
(Gilbert 2000, 599.)

Ax-spermatogoniot jakaantuvat tuottaen As-spermatogonioita ja Asz-solut edelleen, tuot-
taen Ag-spermatogonioita. As-spermatogonioilla on kolme vaihtoehtoa; ne voivat muo-
dostaa toisia As-soluja, suorittaa apoptoosin tai erilaistua ensimmaiseksi kantasolutyy-
piksi eli véli-spermatogonioksi. Véli-spermatogoniot jakaantuvat kerran mitoottisesti
muodostaen B-tyypin spermatogonioita. Ndmé& spermatogoniot ovat spermatosyyttien
edeltdjia ja spermatogeneesin viimeisia soluvaiheita, jotka jakaantuvat mitoottisesti. (Gil-
bert 2000, 599-600.)

2.2.2 Meioottinen vaihe

Spermatogoniot jakaantuvat kerran tuottaen primaarisen spermatosyytin. Jokainen synty-
nyt primé&ari spermatosyytti kdy lapi spermatogeneesin ensimmaéisen meioottisen jaon,
jolloin syntyy sekund&éri spermatosyyttipari. Sekund&éri spermatosyytit jakaantuvat toi-

sessa meioosissa tuottaen haploidisia spermatidejd. Spermatidit ovat my0s toisissaan
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kiinni solukalvosillalla. Vaikka spermatidit ovat periméltdan haploidisia, voivat ne toi-
minnallisesti olla diploideja, silla geeniperima voi solukalvosillan valityksell& siirtyé vie-
reiseen soluun. (Gilbert 2000, 599-600.)

Kehittyessdén A-tyypin spermatogoniosta spermatidiksi, solut siirtyvat kauemmaksi sie-
mentiehyen tyvikalvosta kohti luumenia. Spermatidit sijaitsevat luumenin rajalla, jossa
ne menettavat solukalvoyhteyden toistensa vélilla. Solukalvoyhteyden havitessa sperma-
togeneesin meioottinen vaihe paattyy ja spermatidit kykenevat erilaistumaan siittidiksi.
Meioottisessa vaiheessa syntyneet haploidit spermatidit ovat pyoreitd, hdnnattdmia so-

luja, jotka eivat muistuta rakenteeltaan lainkaan siittioité. (Gilbert 2000, 600.)

2.2.3 Spermiogeneesi

Viimeinen vaihe spermatogeneesissa on spermiogeneesi (kuvio 6) eli siittididen erilais-
tuminen. Kun siittié on saavuttanut spermatidi-muodon ja jattanyt siementiehyeiden tu-
bulussolut, sen on tehtava joukko fysiologisia muutoksia kyetdkseen hedelmdgittaméaan
munasolu (Bearer & Friend, 1990). Spermiogeneesissé siittic valmistellaan kohtaamaan
munasolu kehittdmé&lla muun muassa sen liikkuvuutta. Saavuttaessaan liikkuvuutta siit-
tion on luovuttava useimmista soluelimisté ja suurimmasta osasta sytoplasmista tilavuut-
taan. (Sutovsky & Manandhar 2006, 18.)
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KUVIO 6. Spermiogeneesin vaiheet (Gilbert 2000, muokattu)
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Spermiogeneesi alkaa pédan akrosomirakkulan muodostumisella Golgin laitteesta. Akro-
somirakkulan muodostumisen jalkeen solun tuma kaantyy, jotta keskusjyvanen (sentrioli)
on ytimen vastakkaisella puolella akrosomiin ndhden. Kéantyminen on tarkedd hannén
muodostumisen vuoksi, silla hanté kiinnittyy keskusjyvésen avulla solun ytimeen. Vii-
meisessd vaiheessa tuma litistyy ja tiivistyy, jaljelle jaanyt solulima haviédé ja mitokond-

riot jarjestaytyvat hanndn molemmin puolin. (Gilbert 2000, 600.)

Spermiogeneesissa suurin muutos tuman kannalta on histonien korvautuminen. Spermio-
geneesin aikana nukleosomit erottuvat, jolloin histonit korvautuvat protamiineilla. Histo-
nien korvautuminen pysayttaa transkription tumassa ja helpottaa siittiolle tyypillisen ra-
kenteen muodostumista. Rakenteen muodostumisen jalkeen kehittyneet siittiot vapautu-
vat luumeniin. (Gilbert 2000, 600.)

2.3 Siittion morfologia

siemennesteen laadusta sen sijaan, ettd arvioitaisiin pelkk&é elavyytta (Rozeboom 2000).
Siittion morfologian on osoitettu yhdessé DNA:n eheyden kanssa olevan luotettavin ja
vakain parametri arvioitaessa siittiditd, verrattuna esimerkiksi liikkuvuuden arviointiin
(Abu Hassan Abu, Franken, Hoffman & Henkel 2012, 575). Arvioitaessa visuaalisesti
seka siemensyoksysta. Jos ndytteessa on suuri maaré morfologisesti epdnormaaleja siitti-
0itd, on todennakdista, etta siittididen kehittymisessé on tapahtunut hairidita tai siemen-

nestettd kasitelty vaarin. (Althouse 1997.)

Morfologisesti kypsé siitti0 sisaltdd minimaalisen maaran rakenteita, joilla se kykenee
hoitamaan tehtdvénsg, eli uimaan munasoluun, tunnistamaan ja hedelmoittamaan sen.
Siittié on rakenteeltaan virtaviivainen ja kukin sen osista vaikuttaa tiettyyn vaiheeseen
munasolun hedelmaittdmisesséd. Vaikka siittié on rakenteeltaan pitkalle erikoistunut, on

sen kayttaytyminen analogista muihin soluihin nahden. (Baerer & Friend 1990, 281.)

Osa siittidista on aina morfologialtaan poikkeavia. Kun poikkeavia osia on liikaa, vaikut-
tavat ne hedelmallisyyteen. Poikkeamat siittididen rakenteissa voivat olla paassé, keski-

osassa tai hannéssé, ja joillakin siittidilla samanaikaisesti useammassa paikassa. (Rouge
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2004.) Siittion paan ja hannén ollessa normaalirakenteisia on se morfologisesti normaali.
Kaikki rajatapaukset luokitellaan morfologiselta rakenteeltaan epdnormaaleiksi. Siittion
paan tulee olla siled, sd&nndllisesti muotoiltu ja yleiseltd muodoltaan hieman soikea. Ak-
rosomaalisen rakkulan tulee kattaa 40-70 % pééastd. Keskiosan tulee olla hoikka, séan-
nollinen ja suunnilleen samanpituinen paan kanssa. Hannan tulisi olla suora ja ochuempi
kuin keskiosan. (World Health Organization 2010, 68.)

Rakennepoikkeamat jaotellaan kolmeen luokkaan vakavuuden perusteella: priméaarisiin,
sekundaarisiin ja tertiadrisiin. Priméériset rakennepoikkeamat sijaitsevat paéssa tai han-
nassd, jolloin ne vahingoittavat geneettistd materiaalia tai heikentavat hdnnan toimintaa.
Niiden ajatellaan muodostuvan siementiehyissa siittion kehitysvaiheessa. Sekundaérisia
rakennepoikkeamia ovat proksimaaliset ja distaaliset sytoplasman pisarat. Tertidariset ra-
kennepoikkeamat johtuvat vaaranlaisesta siemennesteen kasittelysta ja niihin luokitellaan
esimerkiksi kietoutuneet hannat. Sekundaarisia ja tertidarisia poikkeamia voidaan kom-
pensoida lisadmalla siitticiden méaéraa keinosiemennysannoksessa. (Rodriguez 2012, 16;
Rouge 2004.)
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3 TOPIGS NORSVIN JA DANAVL

3.1 Topigs Norsvin ja emarodut

Topigs Norsvin on yhtid, joka syntyi vuonna 2014 Topigs Internationalin ja Norsvin In-
ternationalin fuusioituessa. Topigs Norsvin on yksi maailman suurimmista eldinaineksen
toimittajista. Sen tuotanto on yli 1,6 miljoonaa risteytysensikkoa ja yli yhdeksan miljoo-
naa siemenannosta vuodessa. Se on tunnettu innovatiivisesta lahestymistavastaan uusien
teknologioiden k&ytdssa ja jatkuvassa kehityksesséa. Yrityksen kulmakivié ovat tutkimus,
innovaatio ja geneettisen levittdmisen parantaminen. (Topigs Norvin 2015a.)

Norsvin-eméarotuja ovat Z-linja ja Maatiainen (kuva 1). Norsvin ZZ on puhdasrotuinen
York-linja, joka tunnetaan hyvasta hedelmallisyydesté ja luotettavuudesta. Norsvin MM
on puhdas maatiainen, jossa ei ole vaikutteita muiden rotujen genetiikasta. T&st4 johtuen

silld on vahva geneettinen profiili. (Topigs Norsvin 2015b.)

KUVA 1. Norsvin ZZ ja MM (Topigs Norsvin 2015b, muokattu)

3.2 DanAvl ja eméarodut

DanAuvl on jalostusorganisaatio, jota hallinnoi tanskalainen sikatutkimuskeskus, Pig Re-
search Centre (PRC). PRC on hallitus, joka koostuu osittain tanskalaisista sikatuottajien
yhdistyksistd, Tanskan teurastamoista, viljelijoiden yhdistyksistd, siankasvattajista ja va-
paaehtoisista siankasvattajista, jotka ovat liittyneet jarjestelmdan omasta tahdostaan.

DanAvl on avoin jarjestelma kaikille, jotka ovat sitoutuneet noudattamaan PRC:n laati-
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mia yhteisid sdéntoja ja allekirjoittaneet sopimukset tutkimuskeskuksen kanssa. Avoi-
muudella varmistetaan oikeudenmukainen sisdinen kilpailu eri osapuolten vélilla organi-

saatiossa. (DanAvl n.d.)

DanAvl-emarotuja ovat Maatiainen (LL) ja Yorkshire (YY) (kuva 2). DanAvl-maatiainen
on voimakas sika, jolla on erilainen fyysinen ulkonakd. Niilla on pitka ja laiha ruumiin-
rakenne seka ohut karvapeite. Vériltdan ne ovat valkoisia ja niill4 on isot roikkuvat kor-
vat. (Oklahoma State University 1996.) Yorkshirea kaytetadn emérotuna kuten maatiais-
takin. Se on voimakas sika, jolla on korkea hedelmallisyys seka hyvat aidinvaistot.
(SBPork 2016.) DanAvl maatiaista ja Yorkshirea kaytetdan tuottamaan hydridiemakoita
eli LY/YL.

KUVA 2. DanAvl LL ja YY (DanAvl n.d., muokattu)



20

4 SOLUVARJAYS

4.1 Soluvéarjayksen periaate

Soluvarjayksen avulla voidaan paremmin havainnollistaa soluja ja solujen osia mikro-
skoopilla. Se onkin tarkein syy varjaykseen. Kayttamalla erilaisia vareja saadaan varjattya
koko solu tai solun komponentteja. Soluja voidaan vérjata korostamaan metabolisia pro-
sesseja, erottamaan kuolleet elédvisté tai luokitella biomassasta vain osa soluista. Useim-
pia vareja voidaan kayttaa kiinteisiin tai ei-elaviin soluihin, kun taas vain harvoja elévien
solujen varjaykseen. Varjayksessa voidaan kéayttd kahta tai useampaa vériainetta solun
eri osien erottamiseen toisistaan. Solujen varjays- ja valmistelutekniikat riippuvat kaytet-

tavista varjays- ja analysointimenetelmista (Bruckner n.d.; Elliott 2012, 35.)

Monet varjdysmenetelmat perustuvat happo-emas, hapetus-pelkistys tai muihin alkeiske-
miallisiin reaktioihin (Wulff 2004, 14). Eri solun osat voidaan erotella niiden varinsito-
miskyvyn mukaan, jolloin varjays tapahtuu selektiivisesti. Varjays voi olla joko progres-
siivinen tai regressiivinen. Progressiivisessa vérjayksessa solun varjaysaikaa rajoitetaan,
jolloin saavutetaan sopiva vérikyllaisyys. Regressiivisessa vérjayksessa solu yli-vérja-
tdan, minka jalkeen yliméaardinen vari pestaan pois. (Suomen virtuaaliyliopisto 2006.)
Vaériaineen konsentraatio vaikuttaa sen kykyyn vérjata progressiivisesti tai regressiivi-
sesti. Konsentraatioltaan matala variaine varjaa hitaasti ja progressiivisesti. Yli-varjayty-
minen regressiivisessd vérjayksessa saadaan aikaan korkeakonsentraatioisella vériai-
neella. (Bibbo 1991, 885; Bancroft & Stevens 1982, 95-107.)

Solun varjaytymiseen vaikuttavat solujen kiinnitys, ndytteen ja variaineen pH seké reak-
tioaika ja vérin poistuminen solusta. Variaineiden ndkyminen varillisind perustuu niiden
kykyyn absorboida sdhkdmagneettista séateily ndkyvan valon alueella, aallonpituuksilla
400-650 nm. Solun vérjaytyminen riippuu solun ja vériaineen valisestd affiniteetista eli
sitoutumisvoimakkuudesta. (Horobin 2008, 105-106, 113.) Vériaineet voivat muodostaa
ioni-, vety-, Van der Waals- tai kovalenttisia sidoksia sek& hydrofobisia vuorovaikutuksia
solujen kanssa (Cook 2006, 68).
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lonisidosten muodostuminen perustuu pH:sta riippuvaan Coulombin voimaan. Mita suu-
rempi varausero solun ja variaineen valilla on, sitd voimakkaampia sidokset ovat. (Horo-
bin 2008, 105-106.) Vetysidokset eivat ole riippuvaisia pH:sta tai suolapitoisuudesta
mutta niihin vaikuttavat voimakkaasti vetysidosaineet kuten urea tai vesi. Van der Waals
sidokset ovat lyhyen kantaman voimia ja vaikuttavat vain, jos kaksi atomia ovat noin
0,12-0,2 nanometrin péé&ssé toisistaan. Ne voivat muodostua minka tahansa kahden ato-
min valille. Kovalenttiset sidokset ovat voimakkaita mutta harvinaisia. Hydrofobiset vuo-
rovaikutukset ovat lyhyen kantamia kuten Van der Waals sidokset ja niihin ei vaikuta
vetysidosaineet tai suolat. (Cook 2006, 68-73.)

4.2 Varjaysprosessi

Ennen varjaysté objektilasit tulee varjadysmenetelmasta riippuen antaa kuivua ja kiinnittaa
kuivumisen jélkeen tai kiinnittaa valittomasti levityksen jalkeen. Naytteiden kiinnittdmi-
nen ennen varjaysta on vélttamatont, jotta naytteiden tuhoutuminen saadaan pysaytettya
ja morfologia sailytettyd. Kiinnitys on tehtavd mahdollisimman pian, silla solut kuivuvat
nopeasti. Kuivuneiden solujen vérjaytyminen saattaa olla vaihtelevaa tai ne vérjaytyvét
vain toisella vérilla. (Holliday 2004, 17.)

Kiinnittdminen voidaan tehda fysikaalisesti tai kemiallisesti. Fysikaalisia tapoja ovat esi-
merkiksi kuumentaminen, mikroaalloilla tehty tai jaadyttdminen. Kemiallisessa kiinni-
tyksessa kéaytetadan orgaanisia ja ei-orgaanisia liuottimia yllapitdmaan riittavad morfolo-
giaa. Kemiallisia tekniikoita ovat esimerkiksi saostus, kuivasaostus, formaldehydi, gluta-
raldehydi tai alkoholikiinnitys. Kiinnittdmisen tehtédvand on sailyttaa solu tai kudos myo-
hempaa kasittelyéd varten. Sitd kaytetdan lopettamaan solun aineenvaihdunta, estaméaan
entsymaattinen toiminta seké tappamaan patogeeniset mikro-organismit, kuten bakteerit.
(Grizzle, Fredenburgh & Myers 2008, 55-61; Ross & Pawlina 2011, 2.)

Kiinnityksell& on vaihteleva vaikutus soluun ja sen avulla voi jopa paattad onko solussa
mitadn nahtavaa (Elliott 2012, 35). Elinkykyisilla soluilla on koteloitu kalvo, minka kiin-
nitysliuos hajottaa ja mahdollistaa nédin suurienkin molekyylien paasyn soluun. Kiinni-
tysnesteen vaatimukset vaihtelevat varjaystekniikoiden mukaan, esimerkiksi ennen
Giemsa-vérjaysté tulee tehda ilmakuivaus ja Papanicolaou-menetelmad varten marka-
kiinnitys (Holliday 2004, 17.) Yleisin kéytetty kiinnitysliuos on formaliini. (Elliott 2012,
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35). Formaliinin tehtdvana on pysayttaa solun aineenvaihdunta ja sailyttda sen rakenne.
Se muodostaa ristisidoksia solun proteiinien valille sek& kiinnittéa ja kovettaa solun jat-
kokasittelya varten. (Reagena 2016.)

Jotkut vériaineet tarvitsevat peittausta ennen varsinaisen vérjayksen suorittamista. Sen
avulla voidaan tehda useita varjayksia perékkain ja vériaine ei katoa vesipesun tai -pois-
ton yhteydessa. Peittausaineita ovat usein metallisuolat tai hydroksidit. Ne sitoutuvat va-
riaineen kanssa muodostaen liukenemattoman yhdisteen. (Suomen virtuaaliyliopisto.
2006.) Peittauksen ja kiinnittamisen jalkeen véarjays voidaan suorittaa valitun menetelman

mukaisesti.

4.3 Morfologiset varjaysmenetelmat

2008, 449). Télla hetkelld ei kuitenkaan ole saatavilla morfologista varjdysmenetelmaa,
joka olisi yksinkertainen (yksi liuos), nopea ja vérjaisi siittion osat erottelevasti varjaa-
mattd taustamateriaalia. Lisaksi menetelma olisi osmoottisesti ja/tai fysiologisesti sovi-
tettu siemennesteeseen ja sitd voitaisiin soveltaa kaikkiin lajeihin selkdrangattomista ih-
miseen. (Horst & Maree 2009, 2.)

Papanicolaou- ja Shorr-vérjayksista on tullut standardisoituja menetelmid, silla ne taytta-
vat Maailman terveysjarjeston ja Tugerbegin asettamat kriteerit (Horst & Maree 2009, 2).
Papanicolaou-menetelman tilalle tutkijat ovat etsineet yksinkertaissmpaa ja nopeampaa
menetelmaa, silla se sisaltadd yli 20 kasittelyvaihetta ja 12 reagenssia. Lisaksi Kiinnitys
ja/tai ksyleenikuivatus saattavat aiheuttaa siittididen kutistumista. (Maree ym. 2010,
1370.)

Diff-Quik, Hemacolor ja Giemsa ovat nopeita arviointimenetelmié siittion morfologiasta
ja kromatiinin tilasta. Ne siséltavét lyhyet Kiinnitysajat seké kaksi varjaysvaihetta, jotka
vievdt vain muutamia sekunteja. Huolimatta Diff-Quik:n aiheuttamasta siittididen turvo-
tuksesta ja taustan varjaytymisesta on se rutiininomaisesti laajalti k&ytetty menetelmaé.
Spermac on my6s nopea menetelma siittioiden morfologian tutkimiseen. Sen haittapuo-

lina ovat taustanvarjaytyminen ja hankaluus saada varjays onnistumaan. Uutena menetel-
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mana on tullut SpermBlue, jonka tarkeimmat edut ovat yksinkertainen ja nopea vérjays-
toimenpide seka siittion osia erotteleva varjays. Eosin-nigrosin vérjays kehitettiin osoit-
tamaan eldvat ja kuolleet solut. Sitd on kdytetty myds siittion morfologian arvioimiseen,
vaikka se ei erottelekaan siittion osia selkeasti toisistaan. (Horst & Maree 2009, 2; Maree
ym. 2010, 1370.)

Morfologisen arvioinnin luotettavuus riippuu huolellisesta valmistelusta, kiinnityksesta
javarjayksesta, silla kyseiset tapahtumat voivat muun muassa vaikuttaa siittion paan mit-
toihin ja/tai muotoon. Vérjaysmenetelmén valinta riippuu sen vaikutuksista siittion mor-
fologiaan seké& kyvysta vérjata siittiot erottelevasti, jolloin paé, akrosomi, post-akrosomin
alue, keskiosa ja hanta erottuvat selkedsti toisistaan. Varjaystekniikoiden valill4 on ha-
vaittu olevan suuria eroja paan akrosomin koossa, jolloin mygds tdméa vaikuttaa menetel-
man valintaan. Taustan varjaytymista voidaan vahentda pesemalla siemenneste ennen le-
vitysta. (Maree, Plessis, Menkveld & Horst 2010, 1370, 1376.)

aineen, osmolaliteetti ja toonisuus. Mareen ym (2010, 1376) tutkimuksissa on raportoitu,
etta siittiot paisuvat hypotonisessa liuoksessa ja kutistuvat hyperosmoottisissa olosuh-
teissa. Kiinnitysliuoksia ja vareja vertailtaessa ksyleeni, alkoholi ja dehydraatio voivat
aiheuttaa &drimmaisia hypo-osmoottisia olosuhteita muihin verrattuna ja kutistaa soluja.
SpermBlue menetelmaélla on osoitettu olevan vahemmaén vaikutusta siittiéiden paan ko-
koon kuin Papanicolaoulla, mika johtuu tasapainoisesta suolojen suhteesta SpermBlue
liuoksissa. (Maree ym. 2010, 1376.)
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5 KOKEELLINEN OSUUS

5.1 Materiaalit ja menetelmat

Tutkimuksen tavoitteena oli 16ytd44d morfologinen vérjaysmenetelméa karjun siittididen tut-
kimiseen. Menetelmdd haettaessa siemennestendytteité otettiin satunnaisista tuotantohy-
pyistd, jotka vérjattiin kahdella eri Minituben varjaysmenetelmalla (Farelly ja Spermac).
Vérjaysmenetelman valitsemisen jalkeen kokeiltiin laimennussuhteita ja laimentimia.
Naytteet laimennettiin Androstar Plus-antibiootti- ja 0,9 % NaCl-liuoksella 1:1 ja 1:2.

Farelly Stain on tarkoitettu tuoreiden tai laimennettujen siittidsolujen diagnostiseen var-
jaykseen. Sitd ei voida kayttaa jaadytettyihin soluihin, jotka siséltavat glyserolia. Kitti
siséltad kolme komponenttia, fiksaatioliuoksen (Formaliini 3,5 %), Aniliini-sinisen 5 %
ja Kristallivioletin 0,5 %. (Minitube nd.) Erotteleva vérjdys mahdollistaa paéan, akro-

somin, ekvatoriaalisen alueen, keskipisteen ja hannén visualisoinnin (Minitube 2016).

Spermac Stain on Minituben morfologinen varjayssarja, joka siséltaa fiksaatioliuoksen ja
kolme variliuosta (akrosmonivéri, siittion paan- ja keskiosan varit) Sita kaytetdan paan,
akrosomin ja hannén visualisointiin, jotta morfologiset epamuodostumiset eri solun alu-
eilla voidaan tunnistaa. Spermac Stain-sarjalla siittiosolun paa varjaytyy punaiseksi, ak-
rosomi ja hanté vihreiksi. Erotteleva varjays mahdollistaa poikkeamien havaitsemisen ja

sitd voidaan kayttad myods pakastettujen siittididen varjadmiseen. (Minitube n.d.)

karjua, 16 ZZ-karjua, 14 LL-karjua seka 10 MM-Karjua. Jokaisesta karjusta otettiin yksi
siemennestendyte, joka vérjattiin Farelly-sarjalla. Naytteisté laskettiin virheelliset siittiot
100 siittiota kohti. Rakennepoikkeamien havaitsemista varten laskettiin yhteensa 34 800

siittiota.
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5.2 Tyo0n suoritus

Vérjayksia varten kustakin siemennestendytteestd valmistettiin kuusi kappaletta prepa-
raatteja. Siemenneste laimennettiin 1:1 suolaliuokseen pipetoimalla korkilliseen putkeen
1 ml suolaliuosta ja 1 ml raakasiementd. Seos sekoitettiin hyvin ja jokaiselle objektilasille
pipetoitiin k&anteisesti 5 pl. Levitys tehtiin toisella objektilasilla asettamalla lasi 30—40°
kulmaan kuvion 7 mukaisesti ja vetamaélla lasia, jotta pisara levisi sen alle. Pisaran levit-
tya lasin alle, lasi tydnnettiin varovasti itsestd poispéin objektilasin toiseen paéhéan. Ob-

jektilasit jatettiin kuivumaan huoneenlampdon yon vili.

KUVIO 7. Preparaatti (Rodak & Carr 2013)

Yon yli kuivuneet objektilasit varjattiin Minituben Farelly- ja Spermac-véreilla. Farelly-
varjayksessa objektilasit upotettiin kiinnitysliuokseen 10 sekunniksi, ravisteltiin ylimaéa-
rainen liuos pois ja upotettiin Aniliini-siniseen 20 sekunniksi. Ylimé&é&rdinen vari ravistel-
tiin, minka jalkeen objektilaseja kaytettiin 5-6 kertaa UHP-vedessé ja lasien reunat kui-
vattiin varovasti suodatinpaperilla. Pesun jalkeen objektilasit upotettiin kristallivioletti -
liuokseen viideksi sekunniksi ja toistettiin pesu sekd kuivaus. Véarjayksen jalkeen objek-

tilasit jatettiin kuivumaan pystyasennossa huoneenlamp6on yon yli.

Spermac-varjdys suoritettiin upottamalla objektilasit kiinnitysliuokseen viideksi minuu-

tiksi, minké jalkeen niit4 kuivattiin lampokaapissa +37 °C 15 minuutin ajan. Kuivaamisen
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jalkeen lasit upotettiin A-liuokseen yhden minuutin ajaksi, minké jalkeen ne pestiin kéyt-
tdmalla muutaman kerran UHP-vedessé. Pesun jalkeen lasit laitettiin B-liuokseen minuu-
tin ajaksi ja toistettiin pesu. Lopuksi lasit upotettiin C-liuokseen minuutin ajaksi ja tois-

tettiin pesu. Varjayksen jalkeen objektilasien annettiin kuivua pystyasennossa 12 tuntia.

Kuivuneita objektilaseja tarkasteltiin Olympus CX31 mikroskoopilla 20x, 40x ja 100x
objektiiveilla. Rakennepoikkeamat laskettiin kayttaen 100x objektiivia, immersiodljyé ja
kahta solulaskuria. Karjuja seulottaessa rakennepoikkeamat laskettiin kaikista kuudesta
naytteestd, joista otettiin keskiarvo. Lasketut rakennepoikkeamakeskiarvot karjukohtai-
sesti on esitetty liitteen 2, taulukoissa 1-4. Lisdksi kokeelliseen osuuteen liittyen tehtiin
tyoohje (liite 1) preparaatin ja Farelly-varjayksen suorittamisesta.
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6 TULOKSET

6.1 Varjaysmenetelma

Varjaysmenetelmaa valittaessa kokeiltiin kahta Minituben eri menetelmé&d, Spermac- ja
Farelly-varjayksia. Farelly-sarja valittiin sen selkeyden ja paremman toimivuuden
vuoksi, silla padn muodot erottuivat selkedmmin (kuva 3). Liséksi Spermac -sarjalla var-
jattaessa siittididen paat varjaytyivat kokonaan vihreiksi, vaikka vain akrosomaalisen rak-

kulan olisi pitanyt varjaytya (kuva 3).
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KUVA 3. Varjdysmenetelmien vertailu: 1. Farelly ja 2. Spermac (Kuva Olympus CX31

mikroskooppi, kamera Huawei Honor 7, kokonaissuurennos 400x).
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Siemennestendytteiden laimennusaineeksi valittiin suolaliuos suhteessa 1:1, koska anti-
bioottiliuos hairitsi paan varjaytymista ja naytteistd tuli vérjayksen jalkeen sotkuisia
(kuva 4). Liséksi laimennusaineessa olleet hiilihydraatit ynnd muut varjaytyivat myos,
jolloin néytteiden taustoista tuli tummempia ja siittiot oli hankalampi erottaa taustasta.

ke,

| Frioey

KUVA 4. Laimentimen valintaan liittyvat kuvat: 1. antibioottiliuos 2. suolaliuos (Kuva:
Zeiss Primo Star mikroskooppi, Leica DFC 450-kamera, kokonaissuurennos 1000x) 3.

antibioottiliuos-preparaatti 4. suolaliuos-preparaatti.

Siittioita tarkasteltiin Olympus CX31 mikroskoopin 20x, 40x ja 100x suurennoksilla ja
kokonaissuurennoksilla 200x, 400x, ja 1000x. 20x suurennoksella varjayksen onnistumi-
sesta ja siittididen tiheydesta saatiin yleiskuva. Silla ei vielad voinut arvioida rakennepoik-
keamia. 40x suurennoksella siittidista nakyivat sytoplasman pisarat ja hdnnan kiertymi-
set. Paan akrosomirakkulan muutokset nékyivat vain kédytettdessa 100x suurennosta ja

immersiodljya.
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6.2 Rakennepoikkeamat

Paan rakennepoikkeamia ovat esimerkiksi pieni/suuri pad, kartiomainen, pyored, paa-
ryndnmuotoinen ja amorfinen paa, pieni/suuri akrosomaalinen alue, kaksinkertainen péa,
vakuoleja sisaltdava (enemman kuin kaksi) tai jokin edelld mainittujen yhdistelma (World
Health Organization 2010, 69). P4&n koon ja muotojen viat ovat tarkeita kriteereja mor-
fologiaa arvioitaessa. Niiden on osoitettu vaikuttavan vakavasti akrosomin reaktioon, si-
toutumiseen munanjohtimeen sek& munasolun hedelmdittamiseen. (Maree ym. 2010,
1370.)

Niskan ja keskiosan vikoja ovat esimerkiksi keskiosan epdsymmetrinen kiinnittyminen
paahan, jyrkkéa taipuminen, poikkeuksellisen ohut keskiosa tai jokin edelld mainittujen

yhdistelmé (World Health Organization 2010, 69). Kuvassa 5 on esitetty seulotuista nayt-

teistd 16ytyneet paan, niskan ja keskiosan poikkeamat.

B N7

5 6 7 8 9

S RANAS

KUVA 5. Pdén, niska ja keskiosan poikkeamat: 1-2 akrsomikalvon havidminen 3. tum-

mentunut akrosomikalvo 4. padrynanmuotoinen pé&é 5. yliméaéraista solulimaa 6. irtopaa
7. muutos solukalvossa 8. muutos akrosomikalvossa 9. solukalvomuutos 10. kaventunut
pééa 11. iso péé ja laajentunut niska 12. kaksi paata 13. laitaan kiinnittynyt hantd. (Kuva:

Zeiss Primo Star mikroskooppi, Leica DFC 450-kamera, kokonaissuurennos 1000x)
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H&nnan poikkeamia ovat sen lyhyys ja rikkindisyys, voimakas taipuminen, Kiertyminen
rullalle tai pddn ympéri seké edelld mainittujen yhdistelmat (World Health Organization

2010, 69). Loytyneet hdnnan rakennepoikkeamat on esitetty kuvassa 6.

KUVA 6. Hannén poikkeamat: 1. paén alle osittain Kiertynyt 2. hdnnan loppuosa taipunut
3. rullalla pé&én alla 4. kiertynyt 5. kiertynyt ja taipunut 6. niskasta taipunut 7. taysin rul-
lalla p&éan alla 8. taipunut hantd 9. taipunut 10. p&an péalle kiertynyt 11. taipunut distaa-
lipisaran kohdalta (Kuva: Zeiss Primo Star mikroskooppi, Leica DFC 450-kamera, koko-

naissuurennos 1000x).
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Sytoplasminen pisara on jdadnne spermatidien solulimasta, joka on kietoutunut siittién
hannan liitoskappaleeseen. Sytoplasminen pisara pysyy kiinnittyneena liitoskappaleeseen
siittion kulkeutuessa kivesverkosta efferenttikanaviin. Liitoskappaleeseen Kiinnittynytta
sytoplasman pisaraa kutsutaan proksimaalipisaraksi (kuva 7, kohdat 2 ja 4) ja se koostuu
paaasiassa kalvomaisesta rakkulasta. Lisakiveksissa siittion kypsyessa ja kulkeutuessa
niiden l&pi, proksimaalipisara liukuu alaspéin keskiosaan pysahtyen renkaaseen, jolloin
sitd kutsutaan distaalipisaraksi (kuva 7, kohdat 1 ja 3). Useimmilla nisakkéill& sytoplas-
man pisara poistuu siittion kulkeutuessa lisékiveksen l&pi tai siemensyoksyn yhteydessé.
(Sutovsky & Manandhar 2006, 15.)

-

KUVA 7. Sytoplasman pisarat: 1. distaalinen pisara 2. proksimaalinen pisara 3. levinnyt
distaalinen pisara ja levinnyt proksimaalinen pisara. (Kuva: Zeiss Primo Star mikro-

skooppi, Leica DFC 450-kamera, kokonaissuurennos 1000x).

DanAvl Yorkshire karjuilta morfologisia virheitd 10ytyi muita emarodun karjuja enem-
man. Poikkeamat eivat kuitenkaan olleet poikkeuksellisia vaan suurimmaksi osaksi sy-

toplasman pisaroita ja h&nnén eriasteisia taipumisia.
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7 POHDINTA

7.1 Varjaysmenetelmat

Opinndytetyon tavoitteena oli 10ytad morfologinen vérjaysmenetelmé siittididen raken-
nepoikkeamien tutkimiseen ja tarkoituksena tutkia karjuasemalla olevien Norsvin ja
DanAvIl emdrotujen siittididen rakennepoikkeamia. Tyossa kéytettiin kahta varjadysmene-
telmaa (Farelly ja Spermac). Véarjaysmenetelméaa pohdittaessa tarkeimpana kriteerin oli,
etta laboratorion henkil6kunta suorittaisi varjayksen muun tyon ohessa. Tamén vuoksi

sen tulisi olla nopea ja yksinkertainen.

Vérjaysmenetelmaa valittaessa vaihtoehtoina Farellyn ja Spermacin lisaksi olivat Papa-
nicolaou- ja May-Griinwald Giemsa-vérjaykset. Papanicolaou sisaltdd 21 tydvaihetta
(liite 3, taulukko 5) ja on siten hidas. Liséksi menetelmassa kiinnitysliuoksena kaytetaan
etanolia, jonka kayttoon ja séilytykseen liittyvat valtioneuvoston asetukset vaarallisten
kemikaalien kasittelyn ja varastoinnin valvonnasta (685/2015), teollisen kasittelyn ja va-
rastoinnin turvallisuusvaatimuksista (856/2012) seka ré&jahdyskelpoisten ilmaseosten
tyontekijoille aiheuttaman vaaran torjunnasta (576/2003) (Ty6terveyslaitos 2015). Finn-
pigin laboratoriossa ei kéytetd etanolia, joten varjaysmenetelman vuoksi olisi jouduttu
tekemaan tarkka selvitys etanolin kédytdstd ja hankkimaan asianmukainen varastointi-
paikka. Papanicolaou-menetelmé& hylattiin sen monimutkaisuuden ja etanolin kayttoon
liittyvien lisatdiden vuoksi.

May-Grinwald Giemsa-menetelmassé varjaysvaiheita on nelja, mutta liuokset tulee lai-
mentaa ja niiden pH:t sdatda ennen varsinaisen varjayksen suorittamista (liite 3, taulukko
6). Finnpigin laboratoriossa ei valmisteta tarkkoja liuoksia tai mitata pH:ta, joten varjays-
menetelmé&é varten olisi jouduttu hankkimaan tarvittavat vélineet sekd asianmukainen ve-
tokaappi. Kustannussyista varjaysmenetelma hyléattiin. Lisaksi Farelly- ja May-Grinwald
Giemsa-menetelmét ovat lopputulokseltaan hyvin samankaltaisia, jolloin paadyttiin va-
litsemaan Farelly.

Valittu Minituben Farelly-sarja vérjasi siittiot selkeasti ja rakennepoikkeamat oli helppo
havaita. Lisédksi menetelma on riittavan tarkka laboratoriossa kéytettavaksi, sill& siemen-

nestendytteitd vérjatdan satunnaisesti ja varjaysmenetelmén avulla halutaan varmistaa,


http://www.finlex.fi/fi/laki/alkup/2015/20150685
http://www.finlex.fi/fi/laki/ajantasa/2012/20120856
http://www.finlex.fi/fi/laki/alkup/2003/20030576
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ettd siemennesteelle annettu eldvyys vastaa siemennesteen todellista laatua. Farelly-var-
nojen voimakas rajautuminen. Fiksaatioliuoksena kaytetty formaliini sai aikaan héntien
taipumista, jolloin niista tuli hyvin kulmikkaita. Kulmikkuus ja paan rajautuminen eivat

kuitenkaan hairinneet rakennepoikkeamien havaitsemista.

Farelly-menetelman vérjays oli helppo suorittaa ja se onnistui joka kerta. Kiinnitysliuosta
menetelmassa kului eniten, silla se varjaytyi helposti varjattaessa useita naytteita perak-
kain. Objektilasitelineeseen tuli pesté varjayksien vélissa huolellisesti, muutoin Kiinnitys-
liuos varjaytyi vaalean violetiksi ja ei en&a toiminut. Liséksi menetelman véreilla pystyi
varjadméaan kolme kertaa perékkain, minka jalkeen vérjaysliuokset oli suodatettava. 1l-
man vérien suodatusta naytteista tuli tummia ja sotkuisia, jolloin siittiditéa oli vaikea erot-

taa taustasta.

Spermac-sarjalla siittioita ei saatu varjaytymaan kunnolla, silla varjatyt siittiot olivat ko-
konaan vihreita (kuva 3). Liséksi siittididen akrosomaaliset ongelmat eivat nakyneet lain-
kaan, mika vaikutti myds osaltaan sen hylkd&dmiseen. Minituben (2014,17) manuaalin
mukaan siemenneste tulisi pesta ja sentrifugoida ennen preparaatin tekemista, jotta sie-
mennesteen plasma saadaan pois. Pesua ei tarvitse tehdd, jos preparaatti kiinnitetdan heti
kuivumisen jalkeen (Minitube 2014, 17). Siemennesteen peseminen katsottiin tarpeetto-
maksi, silla siemenneste otettiin suodattimelliseen pussiin ja preparaatti kiinnitettiin heti
kuivumisen jalkeen. Néaytteisiin on kuitenkin ilmeisesti jadnyt siemennesteen plasmaa,
mika héiritsi sitten varjaytymista (Minitube 2014, 17). Varjaytymisen epaonnistuminen
on kuitenkin hieman kyseenalainen, silla Minituben (n.d.) ohjeen mukaan akrosomikal-
von ja hannan kuuluisi véarjaytya vihredksi ja padn muun osan punaiseksi. Kun taas Sper-

jaytyvan vihreén ja sinisen eri sévyilla.

Laimentimena paadyttiin kayttdmaan 0,9 % NaCl-liuosta, sill4 varien mukana tulleessa
manuaalissa suositeltiin sitd ja laboratoriossa muuten kaytdssa ollut Androstar Plus-anti-
bioottiliuos hairitsi siittididen varjaytymista. Antibioottiliuoksen tehtdvané on sailyttaa
siittiot hengissd, joten ne kuolivat vasta kuivuessa tai kiinnityksen yhteydessa. Tamaé saat-
toi atheuttaa muutoksia siittididen rakenteessa tai variaineen sitoutumisessa. Suolaliuok-
sen vaikutuksesta siittiot kuolevat saman tien, jolloin niiden rakenne sailyy muuttumatto-

mana. Liséksi antibioottiliuoksella laimennettujen néytteiden suolapitoisuuden ollessa
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pieni variaineet sitoutuvat soluun voimakkaammin, jolloin yliméardinen vari ei peseydy
pois ja néin ollen ndytteet varjaytyvat tummemmiksi ja epaselvemmiksi (Cook 2006, 71).
NaCl-liuos toimi my6s peittauksena ennen vérjaysta, jolloin vérit sitoutuvat paremmin

soluun.

Kéytettavaksi laimennussuhteeksi valittiin 1:1 (1 ml raakasiementd, 1 ml suolaliuosta),
sillé se oli riittdvé usean karjun siemennesteelle. Joidenkin karjujen raakasiemenneste oli
laimeaa ja laimennettaessa suolaliuoksella siittididen laskeminen oli hieman hankalaa.
Toisaalta taas osa raakasiemenneste naytteista oli todella vahvoja ja laimennuksesta huo-

limatta siittiot olivat paallekkain.

Vaérjayksessa saatuja tuloksia verrattiin hypyille annettuihin elavyyksiin (liite 4, taulukot
7 ja 8). Siemennesteille annetut eldavyydet olivat hyvin lahella morfologian perusteella
laskettua elavyyttd, muutamia poikkeuksia lukuun ottamatta. Luotettavia tuloksia karju-
kohtaisesti ei kuitenkaan voida antaa, silla tulokset on laskettu vain yhdesta hypysta. Sa-
moja karjuja ei kuitenkaan lahdetty hyppyyttdmaan useita kertoja, silla opinnaytetydssa
keskityttiin varjaysmenetelman lI6ytamiseen ja rakennepoikkeamiin, jotka saattavat vai-

kuttaa hedelmoittymiseen.

7.2 Morfologia

Arvioitaessa siittididen rakennepoikkeamia emérodun Kkarjuilta, 10ydettiin poikkeamia,
joita arveltiinkin ldytyvéan (sytoplasman pisarat). Seulotuista karjuista yhden Norsvin
Maatiaisen tulos yllatti, silla siemennesteelle annettu eldvyys ja tiineytystulokset eivat
vastanneet lainkaan morfologia tuloksia. Anderssonin (2016) mukaan kyseisesta karjusta
ei kuitenkaan kannata huolestua, sill4& morfologiset poikkeamat ovat kiinni myds karjun

iastd ja osa poikkeamista hdviaa karjun vanhetessa.

Tyobssé seulotuista siemennestendytteissa huomattava osa morfologisista poikkeavuuk-
sista oli sytoplasman pisaroita. Niitd esiintyy eniten siemennesteessa kesékuukausina, jol-
loin kivesten lampétila on hieman kohonnut (Lipensky, Lustykova & Cefovsky 2010,
467). Opinnaytety0 tehtiin kesd—syyskuussa, miké selittad sytoplasmisten pisaroiden 10y-

tymisen. Sytoplasman pisaroiden katsominen morfologiseksi poikkeamaksi on hieman
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kiistanalinen, koska jokainen siitti¢ sisdltdd pisaran ennen poistumista kiveksista (An-
dersson 2016). Liséksi siemennestendytteista 10ytyi harvinaisempia poikkeuksia, esimer-
kiksi kaksihdntainen tai -pdinen siittid, akrosomikalvon muutokset seka hannén kiertymin

paan alle tai ympérille.

tykseen (Schiff ym. 2007, 1328; Shabtaie, Gerkowicz, Kohn & Ramasamy 2016, 1). Vi-
allinen spermatogeneesi ja jotkut lisdkivesten poikkeamat liittyvét yleisesti siittididen
epanormaaliin muotoon. Epanormaaleilla siittidilla on yleensé alhaisempi hedelmaoitys-
potentiaali riippuen poikkeavuuden tyypista tai epanormaalista DNA:sta. P4&n muodon
poikkeamat saattavat liittyd DNA:n pirstoutumiseen, kromosomin rakenteellisiin poik-
keamiin, epakypsaan kromatiiniin tai aneuploidiaan. Siksi painopiste morfologiassa on-
kin annettu paalle, vaikka hdnnan poikkeamia ei mydskaan saa unohtaa. (World Health
Organization 2010, 69.)

Tutkimukset osoittavat, ettd kohtu toimii esteend morfologialtaan epanormaaleille siitti-
Oille, koska kohdun ja munanjohtimien risteyksessa lahes 100 % siittidistd on morfologi-
altaan normaaleja. Tuloksille on kaksi selitysta: kohtu valitsee siittiot morfologian perus-
teella ja/tai kohdun ymparist6 edistéa sytoplasmisten pisaroiden irtoamista. Useimmilla
nisékaslajeilla kohdun ja munanjohtimien vélilla toimii selektiivinen risteys liikkuvien
siittioiden morfologian tutkimista varten. Padstyaan munanjohtimeen siittiot kiinnittyvét
epiteelisolujen vérekarvoihin, missa niiden elinkelpoisuutta, morfologiaa ja hedelmoitys-
kykya arvioidaan. Morfologisesti normaaleilla siittidilla on suurempi kyky sitoutua mu-
nanjohtimeen kuin epanormaaleilla. Epanormaalit siittiot keraantyvét vastavirtasulkuun.
Sioilla siemennesteen takaisinvirtaus on fysiologinen prosessi, ja sité esiintyy lahes 100
% emakoista (Garcia-Vazquez ym. 2015, 410-411; Waberski ym. 2006, 311.)

Monet morfologiset poikkeavuudet liittyvat hedelméattomyystapauksiin (Lipensky, Lus-
tykova & Cefovsky 2010, 466). On olemassa useita selityksida morfologialtaan epanor-
maalin siittion hedelmallisyyden alhaisuudelle. Karjuilla siemenneste sisaltdd usein suu-
ren maarén sytoplasmapisarallisia siittioitd, jotka laskevat siemennesteen hedelmalli-
syytta (Sutovsky & Manandhar 2006, 15). Sytoplasmiset pisarat voivat muuttaa hiilinyd-

hin heikentyy (Garcia-Vazquez ym. 2015, 411).
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On osoitettu, ettd proksimaaliset pisarat haittaavat siittiéiden liikkumista, jolloin ne eivét
kykene uimaan munanjohtimeen. Toisaalta sytoplasmisten pisaroiden l&dsndoloon liittyy
my06s muutos siittididen solukalvossa, minka myo6té hedelmaéllisyys laskee. Lisaksi kro-
matiinin epanormaalilla tiivistymiselld uskotaan olevan haitallinen vaikutus siittion Kiin-
fologiset poikkeamat, kuten hannan silmukoituminen, haittaavat niiden paasyd munan-
johtimeen. (Waberski ym. 2006, 314.)

Emarodun karjuilta 16ytyneet morfologiset poikkeamat liittyvat olennaisesti niiden hedel-
mallisyyteen. P&aasiassa siittidista I0ytyneet poikkeamat olivat sekundaarisié tai tertiaa-
risié. Primadrisia poikkeamia 16ytyi hyvin vahan. DanAvl Yorkshire karjujen siemennes-
teestd l0ytyi muita enemman siittididen rakennepoikkeamia, mika osaltaan selittdd niiden
alhaisen hedelmallisyyden muihin karjuihin verrattuna. Péaasiallisesti poikkeamat olivat
kuitenkin sekund&arisid, jolloin niiden vaikutusta voidaan kompensoida siittiopitoisuu-

den lisddmisell& keinosiemennysannoksessa.

7.3 Varjaysmenetelman kaytto jatkossa

Jatkossa laboratoriossa tullaan kayttdmaan Farelly-varjaysta uusien asemalle tulevien
karjujen siemennesteen myyntiin hyvaksymiseksi seka vertailemaan siemennesteelle an-
nettua elavyyttd (%) varjayksessé saatuun virhemadréan sataa siittiota kohti. Jotta vér-
jays- ja elavyystulokset ovat vertailukelpoisia, tulisi vertailla useita hyppyja karjukohtai-
sesti. Hyppyjen vélilld morfologiassa saattaa olla suuria vaihteluita lamp6tilan muutok-
sien tai kausivaihtelun takia (Lipensky, Lustykovéa & Cefovsky 2010, 466; Garsia-Herre-
ros, ym 2006, 557).

Lisdksi vertailuun vaikuttaa olennaisesti, ettd eldvyys annetaan kayttamalld 200x koko-
naissuurennosta, kun varjatyille naytteille kaytetddn1000x kokonaissuurennosta. El&avyy-
dessa arvioidaan siemennesteessé olevien elévien ja morfologialtaan normaalien mééra
prosentteina. Tulokset eivat tdmén vuoksi ole taysin vertailukelpoisia, silla 1000x suu-
rennoksella nakyvét virheet (esim. proksimaaliset pisarat), joita 200x suurennoksella ei
ndy. Luotettavien tuloksien saavuttamiseksi naytteité tulisi tarkastella samankokoisella

suurennoksella.
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Jatkotutkimusaiheena morfologisen varjdysmenetelméan avulla voitaisiin luoda emérodun
karjujen tuotantoon hyvéksymisraja. Talla hetkell& laboratoriossa myyntiin hyvaksytaan
karjut, joiden siemenneste saa eldvyydeksi 80 % tai 90 %. Tuotantoon hyvaksymisrajan
Ioytdmiseksi eméarodun Karjuilta tulisi kerata tuloksia useista hypyista. Lisaksi tuloksia
tulisi verrata siemennesteelle annettuun eldvyyteen seka asiakkailta saataviin tiineytystu-
loksiin.
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LITTEET

Liite 1. Tydohje 1(4)
Varjaysohje
Farelly Stain

Preparaatti
1. Laita 1 ml suolaliuosta ja raakasiementé korkilliseen 10ml putkeen. Kirjoita karjun

numero putken kylkeen.

2. Ota poydalle kaksi objektilasia, kirjoita laseihin karjun numero ja numeroi lasit.

3. Pipetoi 5 pl seosta kummankin lasin yldlaitaan (tekstiosan alapuolelle). Ota puhdas
objektilasi ja tuo se pisaran lahelle 30-40° kulmassa. VVeda lasi pisaran alalaitaan, jol-
loin pisara leviéé lasin alle. Tyonn& vetolasi rauhallisesti itsestasi poispéin objektila-
sin loppuun asti (kuva 1). Samalla lasilla voit tehda kaksi levitystd, kun kdénnat lasin
levitysten valilla.

4. Anna preparaattien kuivua 12 tuntia huoneenldmmaossa.

KUVA 1.Preparaatin tekeminen (Rodak & Carr)

Kiinnittdminen ja varjays

Kéyta suojakasineitd ja suorita varjays kohdepoistoimurin alla!
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2(4)
Suojaa poytd muovilla ja ota kuvassa 2 nakyvat vélineet esille (varjaysastiat, objektilasi-
teline, varit, yon yli kuivuneet preparaatit, suodatinpaperi). Objektilasitelineeseen mahtuu
yhtd aikaa 12 objektilasia. Laita lasit telineeseen tekstipuoli ylospdin (kantta kohti). Mer-

Kitse vérjaysastiat (A, B, C & 2 x vesi)

KUVA 2.Tarvittavat valineet

Tayté vérjaysastiat maksimissaan kavennetun osan ylalaitaan (kuva 3), jotta koko prepa-
raatti varjaantyy, mutta tekstiosa ei. Tee kiinnittdminen ja varjdys alla olevan ohjeen mu-
kaan. Samoilla vareilla voi varjata korkeintaan kolme kertaa ilman suodatusta. Pese ob-

jektilasiteline hyvin saippualla vérjayksien vélilla, jotta fiksaatioliuos ei varjaanny.

KUVA 3. Tayttoohje

1. Kiinnittdminen, liuos A
- Laita objektilasiteline 10 sekunniksi liuokseen A

- Ravista ylimaaréinen liuos pois



44

3(4)
2. ViériB
- Laita objektilasiteline 20 sekunniksi liuokseen B
- Ravista ylimaaréinen vari pois
3. Pesu
- Kayta objektilasitelinettd 56 kertaa vedessa
- Valuta ylimadrainen vesi pois
- Kuivaa objektilasitelineen reunat varovasti suodatinpaperilla
4. VériC
- Laita objektilasi/-teline 5 sekunniksi liuokseen C
- Ravista ylimaaréinen vari pois
5. Pesu
- Kaytd objektilasia 5-6 kertaa vedessé
- Valuta ylimaaréinen vesi pois
- Kuivaa objektilasitelineen reunat varovasti suodatinpaperilla
6. Kuivaus
- Jata objektilasit pystyasennossa kuivumaan 12 tunniksi (yon yli) huoneenlam-
poon

Kaada kaytetyt pesuvedet erilliseen kanisteriin.

Pese kédet huolellisesti saippualla varjayksen jéalkeen.
Suodatus
Suodata kiinnitysliuos ja varit aina kayton jalkeen VWR:n Folded qualitative filter 310

paperilla. Suorita suodatus kohdepoistoimurin alla. Pese suppilo liuoksien valilla.

Mikroskopointi

Tarkastele kuivuneita ndytteitd 20x, 40x ja 100x objekteilla. Kéytd immersiodljya kéyt-
tdessasi 100x objektiivia. Laske solulaskurin avulla sata siittiota ja merkitse toiseen las-
kuriin morfologiset virheet. Virheitd (kuva 4) ovat mm. distaalinen pisara, proksimaali-

nen pisara, hannan kiertymat, irronneet p&at ja hannat, pdén epdmuodostumat.
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4(4)

R

Proksimaalinen pisara Distaalinen pisara Hénnén kiertymat

V0o

Paan epamuodostumat

KUVA 4. Esimerkkej rakennepoikkeamista

Lahteet
Rodak, B. & Carr, J. 2013. Clinical Hematology Atlas. 4. painos. St. Louis: Elsevier Saun-
ders.



Liite 2. Seulonta tulokset

TAULUKKO 1. DanAvl Yorkshire TAULUKKO 2. DanAvl Maatiainen
Karju  virheellisia/100 siittiota Karju  virheellisid/100 siittiota
YY6069 9 LL1037 5
YY6070 12 LL1041 4
YY6072 59 LL1043 45
YY6073 18 LL1049 60
YY6075 82 FI11053 19
FI16079 25 FI11057 22
F16084 30 F11059 42
F16086 27 FI11061 13
F16087 25 F11063 17
F16088 16 FI11064 6
F16089 18 F11065 13
F16090 21 F11066 7
F16091 67 F11067 26
F16093 89 F11068 14
F16095 61
F16096 23
F16097 16
F16098 15
TAULUKKO 3. Norsvin Yorkshire TAULUKKO 4. Norsvin Maatiainen
Karju  virheellisid/100 siittiota Karju  virheellisid/100 siittiota
273034 24 MMO0287 44
273035 23 MMO0288 28
273036 3 MMO0289 72
773038 9 MMO0290 34
273040 26 MMO0291 32
273042 52 MMO0292 23
273044 4 MMO0293 13
273045 40 MMO0294 14
273047 18 MMO0295 17
273048 9 MMO0296 13
773051 8
273050 16
273052 23
273053 10
773054 14

7273055 25




Liite 3. Papanicolaou ja Giemsa vérjayksien tyovaiheet

1(2)
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TAULUKKO 5. Papanicolaou-vérjayksen tyovaiheet (Ikonen & Routa 2007, muokattu)

STEP Reagenssi Aika

nro.
1 96 % etanoli 10:00
2 70 % etanoli 05:00
3 02:00
4 00:15
5 02:00
6 Juokseva vesi 03:00
7 Differentaatio 00:02
8 Juokseva vesi 03:00
9 00:30
10 02:00
11 70 % etanoli 02:00
12 80 % etanoli 02:00
13 96 % etanoli 02:00
14 Sytoplasmaviri OG-6 02:30
15 96 % etanoli 02:00
16 96 % etanoli 02:00
17 Svtoplasmaviiri EA 02:30
18 96 % etanoli 02:00
19 96 % etanoli 02:00
20 Absoluuttinen etanoli 02:00
21 Ksyleeni




Giemsa-vérjayksen tyovaiheet (Avantor Performance n.d., muokattu)

1. Sgrensen puskuri pH 7

100 ml Sgrensen fosfaattipuskuriliuosta 1,9 | UHP-vett4

2. May-Grinwald ty6liuos

250 ml May-Grinwald -liuosta, 250 ml Sgrensen puskuriliuosta pH 7

3. Giemsa tyoliuos

50 ml Giemsa -liuosta, 450 ml Sgrensen puskuriliuosta pH 7

4. Vérjays taulukon mukaan

2(2)

TAULUKKO 6. Giemsa-varjayksen suoritus (Avantor Performance n.d., muokattu)

Step _ Aika
Reagenssi ]

nro. (min)
1 Laimentamaton May-Grunwald 03:00
2 May-Grunwald tyoliuos 05:00
3 Sgrensen puskuri 01:00
4 Giemsa tyoliuos 25:00
5 Vesi

48
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Liite 4. Seulonta tulokset verrattuna eléavyyksiin 1(2)

Punaisella merkityt tulokset poikkeavat toisistaan. Morfologisille virheille saadaan suo-
raan prosenttiosuus, kun virheet on laskettu 100 siittiota kohti. Eli jos virheita on 9/100,
elavyydeksi saadaan 91%. Eldavyyden mennessé alle 80 % silla ei ole en&é kovinkaan
paljon merkitystd, koska siemenneste ei mene myyntiin (merkitty violetilla). Lisaksi sie-
menneste saa elavyydeksi aina 10 % kun néytteesta 10ytyy siittioita, siitd huolimatta,

vaikka kaikki olisivat virheellisia tai kuolleita.

TAULUKKO 7. DanAvl Yorkshire ja Maatiainen

Karju _ Mﬂorfolog?g o Laskettu elavyys Siemenrlesteelle annettu
(virheitd/ 100 siittiota) (%) elavyys (%)
YY6069 9 91 90
YY6070 12 88 90
YY6072 59 41 80
YY6073 18 82 80
FI6079 25 75 90
F16084 30 70 90
FI16086 27 73 80
FI16087 25 75 90
FI16088 16 84 90
FI16089 18 82 90
FI6090 21 79 90
FI6095 61 39 80
FI16096 23 77 80
FI6097 16 84 90
FI16098 15 85 90
LL1037 5 95 90
LL1041 4 96 90
LL1049 60 40 80
FI1053 19 81 90
F11057 22 78 90
F11059 42 58 80
FI11061 13 87 90
FI11063 17 83 80
FI1064 6 94 90
FI1065 13 87 80
FI11066 7 93 90
F11067 26 74 90

F11068 14 86 80
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2(2)
TAULUKKO 8. Norsvin Yorkshire ja Maatiainen
Karju _ I\_/Iprfolog_i_a o Laskettu elavyys Siemenn_esteelle annettu
(virheit&d/100 siittittd) (%) elavyys (%)
773034 24 76 80
Z73035 23 77 80
Z73036 3 97 90
7273038 9 92 90
Z73040 26 74 90
273042 52 48 80
773044 4 96 90
273045 40 60 80
2723047 18 82 90
773048 9 91 90
Z73051 8 92 90
273050 16 84 90
273052 23 77 90
Z73053 10 90 90
773054 14 86 90
7273055 25 75 90
MMO0287 44 56 90
MMO0288 28 72 80
MMO0290 34 66 80
MMO0291 32 68 90
MM0292 23 77 80
MMO0293 13 87 80
MM0294 14 86 90
MMO0295 17 83 90

MMO0296 13 87 90




