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Uppsamling av spermier från bitestikeln post mortem är en bra teknik för att bevara 

viktigt genetiskt material från individer som är värdefulla ur avelssynpunkt och/ 

eller vilda djur. Djur dör dock inte nödvändigtvis i nära anslutning till ett labora-

torium med rätt utrustning och resurser för att ta till vara materialet. Denna studie 

syftar därför till att undersöka vilken effekt förvaring av testiklar har på bitesti-

kelspermiernas motilitet, viabilitet och kromatinintegritet. Detta för att metoden 

skall kunna användas som en modell för konservering av spermier från vilda arter.  

Spermieprover samlades vid fyra tillfällen (dag 0; dag 1; dag 2 och dag 3 efter första 

provtagning) från bitestiklar ifrån 13 tjurar där en testikel från varje tjur användes 

som kontroll och förvarades orörd i 5°C till sista dagen. Prover samlades genom att 

med ett skalpellblad göra ett litet snitt i cauda epididymis, spermier samlades upp i 

en pipett och späddes sedan med Optixcell. Samtliga prover utvärderades avseende 

motilitet och kinematik med hjälp av datorassisterad spermieanalys (CASA). 

Plasmamembranintegritet mättes med en infärgningsteknik där antalet levande, dö-

ende och döda spermier utvärderades med flödescytometri. Kromatinintegritet mät-

tes med hjälp av metoden spermiekromatinanalys (SCSA) som utvärderades med 

hjälp av flödescytometri.  

Resultatet visar på en signifikant minskning av både total motilitet och progressiv 

motilitet (p <0,0001) med tid. Det fanns däremot ingen signifikant skillnad avse-

ende levande och döda spermier då plasmamembranintegritet mättes, däremot hade 

antalet döende spermier ökat signifikant från dag 1 och 2 jämfört med dag 3. Det 

fanns inte heller någon signifikant skillnad avseende % DFI, siffrorna var även låga 

vilket visar på en låg andel spermier med skadat DNA. För % HDS däremot kunde 

en signifikant ökning (p <0,0001) med tid iakttas. 

Resultatet från studien indikerar att bitestikelspermier blir påverkade av hur lång 

tid testikelvävnaden förvaras post mortem. Uppföljande studier behövs för att ut-

värdera om spermierna är kapabla att befrukta oocyter och utvecklas till  blastocys-

ter. 

Nyckelord: Bitestikel, spermier, tjur, post mortem, motilitet 

  

Sammanfattning 



 

 

 

 

Post mortem recovery of epididymal spermatozoa is a valuable technique to pre-

serve gametes from genetic valuable individuals and/or wild animals. However,  

animals do not necessarily die within easy access to laboratories with the equipment 

needed to process semen. Therefore, the purpose of this study was to determine the 

effect of storage time of tissue post mortem on motility, viability and chromatin 

integrity of bull epididymal spermatozoa, as a model for wild species. 

Sperm samples from cauda epididymis were collected at four times (Day 0; day 1; 

day 2 and day 3 after the first sampling) from 13 bulls where one testis from each 

bull were used as a control and was stored untouched in 5°C until the last day of 

sampling. Samples were collected by making a small incision in the cauda epididy-

mis with a scalpel blade; epididymal spermatozoa were recovered using a pipette 

and then extracted into Optixcell semen extender. All the samples were then evalua-

ted for motility and kinematics using computer assisted sperm analysis (CASA); 

plasma membrane integrity, was evaluated with a staining technique evaluating the 

numbers of living, dying and dead spermatozoa by flow cytometry. Chromatin in-

tegrity was evaluated in the sperm chromatin structure assay (SCSA) by flow cy-

tometry.  

The results show a significant decrease in both total motility and progressive mo-

tility (p<0.0001) with increasing time since slaughter. However, there was no sig-

nificant difference for alive and dead spermatozoa when plasma membrane integ-

rity was evaluated, although there was a significant increase of dying spermatozoa 

from day 1 and 2 compared to day 3. There was no difference in the DNA fragmen-

tation index (%DFI); the proportions of spermatozoa with damaged chromatin were 

low. For %HDS however there was an increase over time (p<0.0001). 

The results of this study indicate that epididymal spermatozoa are affected by the 

storage time of tissue post mortem. Additional studies are needed to evaluate 

whether the spermatozoa are capable of fertilizing an oocyte and developing into a 

blastocyst. 

    

Keywords: Epididymis, spermatozoa, bull, post mortem, motility   
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ALH Amplitude of lateral head displacement 
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Uppsamling av spermier post mortem är en viktig teknik för att bevara arvsmassa 

från genetiskt värdefulla djur eller utrotningshotade arter, vilken annars hade kun-

nat gå förlorad (Kaabi et al. 2003; Cocchia et al. 2009). Efter att djuret dör finns 

möjligheten att rädda genetiskt material i form av spermier från bitestikeln hos 

handjur (Cocchia et al. 2009). Djur dör dock inte nödvändigtvis lättillgängligt till 

laboratorier med adekvat utrustning för att ta hand om spermier. Organ kan kylas 

och transporteras till laboratorier för behandling, men det är inte känt vilken effekt 

förvaringstiden har på de spermieprover som extraheras från dessa organ.  

Det finns flera studier om spermieuppsamling från bitestikeln beskriven på olika 

arter (Fournier-Delpech et al. 1977; Gilmore et al. 1998; Lambrechts et al. 1999; 

Hewitt et al. 2001). Likt spermier i ejakulat kan spermier från bitestikeln bevaras 

för att användas i assisterad reproduktionsteknik (ART) som artificiell insemination 

(AI)  (Pavlok 1974; Nagai et al. 1988; Tsutsui et al. 2003), in vitro-fertilisering 

(IVF) (Ogawa et al. 1972; Pavlok 1974; Niwa et al. 1985; Nagai et al. 1988; 

Lengwinat & Blottner 1994; Blash et al. 2000) och intracytoplasmisk spermiein-

jektion (ICSI) (Bogliolo et al. 2001).  

I en studie gjord av Christian et al. (1993) förvarades muskadaver i rumstemperatur 

i upp till 24 h varefter uppsamling av spermier från bitestikel utfördes. Studien vi-

sade att spermier uppsamlade 15 h post mortem var kapabla att befrukta åtminstone 

25 % av oocyterna in vitro. Majoriteten av de befruktade äggen utvecklades till 

blastocyster, vilket kan indikera att spermierna bibehåller sin befruktningsförmåga 

en tid efter döden (Christian et al. 1993). 

Syftet med denna studie är att avgöra vilken effekt förvaringstiden av testikel-

vävnad post mortem har på motilitet, viabilitet och kromatinintegritet på bitestikel-

spermier från tjur. Detta för att kunna användas som en modell för konservering av 

spermier för exempelvis vilda arter. 

1. Inledning  
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2.1. Reproduktionsanatomi  

2.1.1. Testikel (testis) 

Tjurtestikeln är oftast äggformad med längsta axeln i dorsoventral riktning (Fayrer-

Hosken 1997). Testiklarna varierar i storlek beroende på ålder, ras och genetik men 

är vanligtvis 8 ï 16 cm långa och 5 ï 10 cm i diameter. Storleken på testikeln speg-

lar hur stor spermieproduktionen är och bedöms genom att mäta omkretsen, ju 

större omkrets desto högre spermieproduktion (Fayrer-Hosken 1997). Dock kan   

testikelns omkrets även öka till följd  av exempelvis testikelinflammation (Zachary 

2017) och hull (Fayrer-Hosken 1997). Om det förekommer mycket fett i scrotum 

ökar både omkretsen och det påverkar  temperaturregleringen negativt vilket även 

kan ha en negativ påverkan på spermatogenesen (Senger 2003).  

Varje testikel hänger separat i pungen fastsittande med varsin funikel på testikelns 

dorsala pol. Funikeln är en samling strukturer innefattande sädesledaren, kärl och 

nerver som är inneslutna i dubbla lager av peritoneum (Dyce et al. 2017). Funikelns 

funktion är att bidra med vaskulär, lymfatisk och neural kontakt till kroppen, bidra 

med värmereglering och hysa kremastermuskeln (Senger 2003). Testiklarna sepa-

reras från varandra med hjälp av en septumvägg bestående av tunica dartos, vilken 

delar scrotum i två halvor (Fayrer-Hosken 1997). Tunica dartos är ett glatt muskel-

lager som ligger precis under huden på scrotum (Senger 2003). Graden av kontrak-

tion i muskeln varierar som respons till förändrad skrotal hudtemeratur (Senger 

2003).  Testiklarna täcks av två lager peritoneum (Figur 1). Det yttersta lagret är 

tunica vaginalis, vilken har ett visceralt och ett parietalt blad och det innersta lagret 

är en tjock fibroelastisk kapsel, tunica albuginea. Tunica albuginea förlänger sig in 

i testikeln till mediastinum och bildar lober (Figur 2) (Fayrer-Hosken 1997; Senger 

2003). Den inre ytan av tunica albuginea och òseptal divisionò, vilka tillsammans 

formar loberna, är väl vaskulariserade och kallas därför tunica vasculosa (Senger 

2003). 

 

2. Litteraturºversikt  
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Figur 1. Testikel med dess hinnor och översiktliga delar. CM = Kremastermuskel, DD= Ductus 

deferens, T = Testikel, PVT = Tunica vaginalis parietala blad, EB =Bitestikelkropp, ET = Bitestikel-

svans, VVT = Tunica vaginalis viscerala blad & TA = Tunica albuginea. With permission: Reprinted 

from Pathways to Pregnancy and Parturition, 2nd ed. from Current Conceptions, Inc. (Senger 2003).  

 

 

Figur 2. Schematisk illustration av scrotum, bindvävsstödjande strukturer och de tubulära vägarna 

i den typiska däggdjurstestikeln With permission: Reprinted from Pathways to Pregnancy and 

Parturition, 2nd ed. from Current Conceptions, Inc. (Senger 2003). 

2.1.2. Bitestikel (epididymis) 

Bitestikeln är fäst kaudomedialt på tjurens testikel och delas in i tre succesivt över-

gående delar; huvud (caput), kropp (corpus) och svans (cauda) (Dyce et al. 2017). 
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Bitestikelns huvudsakliga funktion är att bidra med en gynnsam miljö där den slut-

giltiga mognaden av spermier kan ske, men även att fungera som reservoar för sper-

mier (Senger 2003). Huvudet är stadigt fäst till testikelns kapsel. Där samlas de 

efferenta ductuli (Figur 2), vilka förenas och bildar den bredare bitestikelgången. 

Kroppen är inte lika kraftigt fäst till testikelns yta och bildar ett mellanliggande 

område kallat testikelbursan. Svansen fäster stadigt in till ligamentum proprium och 

till det parietala bladet av tunica vaginalis Svansen smalnar sedan av och övergår i 

ductus deferens (Dyce et al. 2017). 

Bitestikelgången är en enda lång och mycket veckad kanal (Senger 2003). Den är 

omgiven av glatt muskulatur vars rytmiska sammandragningar av kanalen tvingar 

spermierna att transporteras längs kanalen mot bitestikelsvansen (Senger 2003). 

Bitestikeln är inte bara ansvarig för lagring och mognad av spermier utan även att 

spermierna ska kunna lämna det hanliga reproduktionsorganet (Senger 2003). När 

sexuell stimulering inträffar börjar den glatta muskulaturen i den distala bitestikel-

svansen att kontrahera kraftigt, vilket förflyttar spermier in i ductus deferens. Även 

utan sexuell stimulering behöver bitestikeln avge spermier för att förhindra över-

fyllnad med ett förmodat högt tryck som påföljd. Avlägsnandet av spermier sker 

genom periodvisa kontraktioner av bitestikel och ductus deferens, vilket resulterar 

i att spermier gradvis förflyttas från svansen, genom ductus deferens, vidare via 

ampulla som är en förstoring av ductus deferens, ut i urinröret där de sedan utsönd-

ras i samband med urinering (Senger 2003). 

 

2.1.3. Accessoriska kºnskºrtlar 

Avsöndringen från de accessoriska könskörtlarna är essentiellt för initieringen av 

spermiernas motilitet samt bistår med en stödjande och nutritionsrik miljö för sper-

mierna (Fayrer-Hosken 1997). De accessoriska könskörtlarna på tjur består av sä-

desblåsor, prostata, ampulla och bulbourethralkörtlar (Figur 3). Sädesblåsorna är 

multilobulära körtlar belägna lateralt på intrapelviska delen av urinröret kranialt om 

prostatan. Sädesblåsorna är vanligtvis 8ï15 cm långa och 2ï4 cm i diameter, dock 

är storleken relaterad till ålder på tjuren. Prostatan är en rund körtel belägen i slutet 

på den intrapelviska delen av urethra (Fayrer-Hosken 1997). Bulbourethralkört-

larna är pariga belägna på var sida om intrapelviska urethra nära bäckenbotten 

(Senger 2003). Ampulla är en förstoring av ductus deferens vilken sedan mynnar 

direkt in i intrapelviska delen av urethra (Senger 2003).  



15 

 

 

 

Figur 3. Dorsal och ventral vy på accessoriska könskörtlar. A = Ampulla, BP = Penisens bas, CS 

= Colliculus seminalis, DD = Ductus deferens, IcM = Ischiokavernös muskel, PG = Prostata, PU 

= Intrapelviska urethra, RPM = Retraktormuskel, UB = Urinblåsa, UM = Urethralis muskel & VG 

= Sädesblåsor. With permission: Reprinted from Pathways to Pregnancy and Parturition, 2nd ed. 

from Current Conceptions, Inc. (Senger 2003). 

2.2. Spermatogenes 

Spermatogenesen defineras av den sammanlagda processen av spermatocytogenes 

och spermiogenes (Fayrer-Hosken 1997). Spermatocytogenesen är när primära och 

sekundära spermatocyter bildas från spermatogonier. Från spermatocyterna bildas 

därefter spermatider. Spermiogenes är bildningen av spermier från spermatider 

(Fayrer-Hosken 1997). 

Spermatogenesen är den grundläggande processen för hanlig reproduktion, vilken 

resulterar i produktion av spermier (Noakes et al. 2018). Processen pågår i sädes-

kanalerna i den mogna testikeln och består av tre huvudprocesser: mitotisk replike-

ring av spermatogonier, meios och postmeiotisk differentiering till spermier. Pro-

cesserna återspeglas i den funktionella morfologin av sädeskanalerna. Sädesepitelet 

består av koncentriska lager av spermatogonier, spermatocyter och spermatider, 

med karakteristiska sammansättningar mellan cellgenerationer genom hela sä-

desepitelet (Noakes et al. 2018; Staub & Johnson 2018). Detta sker då nya genera-

tioner av spermieceller går från spermatogonier till spermier och fortsätter genom 

den inre ytan av sädeskanalernas membran, utan att invänta att föregående genera-

tioner slutför sin utveckling och försvinner in i kanalernas lumen (Staub & Johnson 

2018). Cellgenerationernas sammansättning klassificeras generellt i två typer. Typ 
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I där två generationer av primära spermatocyter och en spermatid finns närvarande 

samt Typ II där enbart en generation av spermatocyter men två spermatider före-

kommer (Noakes et al. 2018). Övergången mellan Typ I och Typ II inträffar efter 

mognadsfasen. Typ II övergår till Typ I då frisättning av spermier sker i samband 

med ankomsten av en ny generation spermatocyter från den senaste spermatogonala 

uppdelningen. Varje generation av spermatogenetiska celler är länkade med cy-

toplasmatiska bryggor, så att utvecklingsstadierna är synkrona mellan varje gene-

ration så att vissa områden av sädesepitelet uppvisar celler vid ett liknande utveck-

lingsstadium. Fibroblaster och myoida celler omger sädeskanalernas basalmembran 

utvändigt. Blodförsörjningen begränsas av basalmembranet och passerar inte in i 

själva kanalen. Inuti kanalen finns somatiska sertoliceller och de olika stadierna av 

spermatogenetiska celler, vilka tillsammans bildar sädesepitelet (Noakes et al. 

2018). 

Sädeskanalen delas in i basala och luminära avdelningar av så kallade täta fogar 

(Tight cell junctions, TCJ) mellan intilliggande sertoliceller. Dessa fogar bildar 

blod-testisbarriären, vilken upprätthåller den specialiserade miljön i tubuli semini-

feri och separerar meiotiska och postmeiotiska (haploida) celler från immunsyste-

met (Noakes et al. 2018).  

Hos tjur pågår sädesepitelets cykel i 13,5 dagar och den totala durationen av sper-

matogenesen är 61 dagar, vilket motsvarar 4,5 gånger durationen av sädesepitelets 

cykel (Staub & Johnson 2018).  

Follikelstimulerande hormon (FSH) och testosteron är essentiella för sertoliceller-

nas normala aktivitet, men det huvudsakliga hormonet för upprätthållande av sper-

matogenesen i det postpubertala djuret är testosteron (Noakes et al. 2018).  

Primordiala könsceller börjar utvecklas tidigt i embryonalstadiet där ett litet antal 

migrerar från gulesäcken till könslisten. Där avslutar de sin migration, aggregerar 

tillsammans och påbörjar en period av mitotisk celldelning samt differentieras till 

spermatogonier (Wilhelm et al. 2007; Noakes et al. 2018). I det vuxna djuret delas 

spermatogonier in i A-, intermediära och B-klasser, vilka ytterligare delas in i un-

derklasser beroende på morfologi och grad av differentiering. Hos tjur finns A0, A1, 

A2, A3, intermediära, B1 och B2 spermatogonier. A-klassen är de spermatogonier 

som är minst differentierade och bildar en reservoar av stamceller i sädeskanalerna. 

Alla spermatogonier bibehåller sin kontakt med basalmembranet, men kontaktytan 

är avsevärt mindre för B-spermatogonier. Den sista mitotiska celldelningen av sper-

matogonierna ger upphov till de primära spermatocyterna (Figur 4) och cytoplas-

man hos sertolicellerna intervenerar mellan basalmembranet och de primära sper-

matocyterna. 
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Under den första meiotiska delningen genomgår cellerna två känsliga faser, zygo-

ten- och pachytensteget. Pachytensteget är särskilt känsligt för skadlig påverkan 

som hög testikeltemperatur eller otillräcklig hormonell tillförsel. Under den första 

meiotiska delningen förflyttar sig cellerna djupare in i sädesepitelet och sertolicel-

lernas TCJ bildas under spermatocyterna samt bryts ner ovanför dem. Detta så att 

cellerna effektivt kan passera genom blod-testisbarriären. De sekundära spermato-

cyterna vilka blir produkten av den första meiotiska delningen, flyttas från basal-

membranet till det luminala òfacketò av sädesepitelet och separeras därefter från 

den allmänna vävnadsvätskans avdelning.  

Den andra meiotiska delningen producerar spermatider vilka inte delar sig ytterli-

gare. I slutet av meiosen är spermatiderna runda celler med en rund kärna. Därefter 

genomgår de stora förändringar i cellfunktion och morfologi under differentie-

ringen till spermier, vilket benämns spermiogenesen (Noakes et al. 2018). 

 

 

Figur 4. Spermatogonier (A1-A4, I och B) genomgår en rad mitotiska delningar (Mit), där sista 

mitotiska delningen ger upphov till primära spermatocyter vilka påbörjar meiosen. Denna serie av 

mitotiska delningar möjliggör fortsatt proliferation av spermatogonier. Efter meiosen differentierar 

haploida sfäriska spermatider till spermier. Varje generation av celler sitter sammanlänkade med 

intercellulära cytoplasmatiska bryggor. Varje generation delas därför synkront i grupper. Vissa 

celler (svarta) degenerera under processen. Talen indikerar ett teoretiskt antal celler genererade 

av varje delning. With permission: Reprinted from Pathways to Pregnancy and Parturition, 2nd ed. 

from Current Conceptions, Inc. (Senger 2003). 
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2.2.1. Spermiogenes 

De runda spermatiderna som bildas genom den andra meiotiska delningen, genom-

går flera steg av cytologiska förändringar vilket resulterar i bildandet av spermier 

(de Kretser et al. 1998). Spermiogenesen även kallad differentialfasen (Senger 

2003) är en cellulär transformation i 4 steg där huvud, mellanstycke och svans på 

spermien bildas och där den slutgiltiga produkten är en spermiecell med ett huvud 

med en akrosom, ett mellanstycke med en mitokondriehelix och en svans med     

axiellt filament (Fayrer-Hosken 1997). Det sker ingen ytterligare delning under 

denna fas (Senger 2003; Staub & Johnson 2018).  

De fyra stegen i differentieringen består av golgifasen, capfasen, akrosomfasen och 

mognadsfasen (Figur 5) (Senger 2003). I golgifasen bildas akrosomen (Senger 

2003). Först bildas proakrosomiska vesikler vilka sedan sammansmälter till en 

större vesikel vid sidan av kärnan (Senger 2003; Dunleavy et al. 2019). Vesikeln 

innehåller tätt packat akrosomgranulat. Små golgivesikler tillkommer varvid akro-

somvesikeln växer ytterligare. Samtidigt migrerar centriolerna från cytoplasman till 

kärnans bas. Den proximala centriolen utgör sedan platsen för implantationsappa-

raten vilken möjliggör för flagellen att fästa till kärnan (Senger 2003).  

Under capfasen formas akrosomen till en distinkt hatt (cap) över den främre delen 

av kärnan. Golgiapparaten som slutfört packningen av akrosomen flyttar sig nu bort 

från kärnan mot spermatidens kaudala del för att sedan försvinna helt. En primitiv 

flagell (svans) som bildats från den distala centriolen börjar växa ut från sperma-

tiden mot lumen på sädeskanalen.  

Akrosomen fortsätter att sprida sig tills den täcker ungefär två tredjedelar av kär-

nans främre del. Detta sker under akrosomalfasen. Kärnan börjar bli elliptisk till 

formen och förflyttas mot kanten i cellen. Under akrosomalfasen bäddas sperma-

tiderna in djupt i sertolicellerna med svansarna utstickande i sädeskanalernas lu-

men. 

Under mognadsfasen migrerar och samlas mitokondrierna runt flagellen, från kär-

nans bas till svansens övre tredjedel. Mitokondrierna formerar sig spiralformat och 

bildar mittendelen av den färdigutvecklade spermien. Flagellens täta yttre fibrer och 

det fibrösa höljet bildas och spermiens uppbyggnad är då komplett (Senger 2003). 

 

 

 

 



19 

 

 

 

  

2.3. Kapaciteringsprocessen  

Spermier från däggdjursejakulat behöver befinna sig i det honliga reproduktions-

organet i flera timmar innan de förvärvar förmågan att befrukta ett ägg (Austin 

1952; Ickowicz et al. 2012). Spermierna behöver genomgå en serie  molekylära för-

ändringar innan de blir fertila vilket  kallas för kapaciteringsprocessen (Breitbart 

2002; Stival et al. 2016). 

Aktivering av spermiemotilitet är ett tidigt steg av kapaciteringen (Visconti 2009). 

Spermier lagras i cauda epididymis och förbrukar där syre i hög omfattning, dock 

är de fortfarande inte motila, utan det sker först när spermierna kommer i kontakt 

Figur 5. De tre sista stegen (capfasen, akrosomfa-

sen och mognadsfasen) under differentieringen av 

spermatiden. With permission: Reprinted from 

Pathways to Pregnancy and Parturition, 2nd ed. 

from Current Conceptions, Inc. (Senger 2003). 
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med seminalplasman vilken innehåller hög koncentration av bikarbonat (HCO3
-) 

och kalcium (Ca2+). I samband med kapaciteringen sker en intracellulär pH-ökning, 

till följd av transcellulär förflyttning av HCO3
-. Både HCO3

- och Ca2+ är viktiga för 

stimuleringen av adenylylcyklas (SACY) vilket i sin tur reglerar metabolismen för 

cykliskt adenosinmonofosfat (cAMP). De ökade intracellulära nivåerna av cAMP 

leder i sin tur till aktivering av Protein kinase A (PKA). Protein kinase A är ansvarig 

för fosforylering av flera mottagarproteiner vilka antas initiera flera signalvägar i 

spermierna vilket leder till en ökad motilitet som benämns hyperaktivitet (Visconti 

2009). Hyperaktiva spermier tros underlätta för kontakten mellan spermie och 

oocyt (Senger 2003). Spermiernas plasmamembran som ligger över akrosomen har 

specifika proteiner på ytan vilka binder specifikt till zona pellucidas proteiner. 

Dessa zonabindande proteiner på plasmamembranet måste exponeras under kapaci-

teringen innan en bindning till zona pellucida kan ske. När bindningen mellan sper-

mien och zona pellucida sker initieras akrosomreaktionen (Senger 2003). 

2.4. Akrosomreaktionen 

Akrosomen och dess tillhörande plasmamembran är viktiga för interaktionen mel-

lan spermie och oocyt (Fayrer-Hosken 1997). Akrosomen möjliggör även för sper-

mien att penetrera zona pellucida på oocyten (Fayrer-Hosken 1997).  

Det finns två syften med akrosomreaktionen. Reaktionen möjliggör för spermien 

att penetrera zona pellucida och exponerar spermiens ekvatoriella  segment vilket 

senare smälter samman med oocytens plasmamembran (Senger 2003). 

Akrosomreaktionen initieras direkt efter att primär bindning mellan spermie och 

oocyt skett (Gadella et al. 2001). Spermiens plasmamembran bildar då flera fu-

sionsplatser  med det yttre akrosommembranet (Gadella et al. 2001; Senger 2003). 

När de två membranen sammansmälter bildas flera vesiklar och detta benämns ve-

sikuleringen. Därefter skingras akrosomens innehåll och spermiens kärna är kvar, 

omsluten av det innersta akrosommembranet. Genom porerna passerar akrosomens 

enzymer vilka gör det möjligt för spermien att penetrera zona pelucida (Senger 

2003).  

2.5. Kºnsmognad 

En tjur blir könsmogen mellan 7ï18 månaders ålder (Senger 2003). Puberteten star-

tar då Gonadotropinfrisättande hormoners (GnRH) neuroner kan svara på positiv 

och negativ feedback. Hos det hanliga djuret sker enbart en negativ feedback av 

mestadels östrogen och till viss del även testosteron, som genom aromatisering i 
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hjärnan konverteras till östrogen. Hos handjuret blir GnRH-neuronen mindre käns-

liga för den negativa feedbacken av testosteron och östrogen när puberteten närmar 

sig. Det innebär att ökande mängd testosteron och östrogen behövs för att hämma 

GnRH-neuronerna. Med den minskade känsligheten för den negativa feedbacken 

svarar hypotalamus genom att producera mer GnRH och därmed även mer luteini-

serande hormon (LH) och FSH. Handjuret når i detta skede puberteten (Senger 

2003). 

Starten av puberteten kan definieras på flera sätt (Senger 2003), exempelvis som 

åldern då beteenden relaterade till könsmognad uttrycks, åldern vid första ejakulat-

ionen, åldern då spermier förekommer i ejakulatet, åldern då spermier förekommer 

i urinen eller åldern då ejakulatet innehåller ett visst antal spermier (Senger 2003). 



22 

 

 

3.1. Litteraturgenomg¬ng 

Genomgång av relevant litteratur genomfördes genom användning av sökmotorer 

som Pubmed, google scholar och SLU-bibliotek (primo). För att söka relevant lit-

teratur från de senaste 70 åren användes olika kombinationer av ord och begrepp  

(på engelska) som; Bitestikel, spermier, tjur, post mortem, spermatogenes, motilitet, 

anatomi med flera.   

3.2. Uppsamling av testiklar 

I denna studie användes 26 testiklar från 13 slaktade tjurar av raserna svensk 

Holstein (två st.) och SRB (11 st.). Dessa upphämtades från slakteriet i tre om-

gångar (5 st. + 5 st. + 3 st. par) och placerades i kyllåda för transport och förvarades 

där i ca en timme till s dess att provtagning kunde ske. Under hela experimentet 

förvarades testiklarna vid en temperatur av 5°C.  

3.3. Spermieextraktion 

Spermieprover från bitestikeln samlades genom att ett litet snitt anlades i cauda 

epididymidis med ett skalpellblad. En droppe spermier från bitestikeln tillvaratogs 

genom att applicera tryck mot bitestikelns bas med en pipett. Totalt gjordes fyra 

provtagningstillfällen på en av tjurens testiklar vid flera tidpunkter efter slakt med 

följande intervall; Dag 0 (vid ankomst till laboratoriet), dag 1 (efter 24h), dag 2 

(48h) och dag 3 (72h). Vid sista provtagningstillfället (dag 3) togs prov från båda 

testiklarna från respektive tjur för att kunna jämföra om vävnaden påverkats av 

upprepade provtagningar i samma testikel och i sin tur affekterat spermierna nega-

tivt (kontroll). 

3. Material och metoder 
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Efter varje provuppsamling skyddades incisionen med Opsite-spray (Smith & 

Nephew, London, United Kingdom) och organen placerades i en bägare med fos-

fatbuffrad saltlösning (PBS) för vidare förvaring i kyl (5°C).  

3.4. Behandling av spermieceller 

Extraherade spermier späddes under en del av studien i två provrör och i en del i ett 

provrör där ena späddes med 1 ml Optixcell (IMV Technologies, lǋAigle, France) 

och den andra med 1 ml mjölkspädningsvätska bestående av fruktos och mjölk-

pulver. En mindre mängd provmaterial fördes över till ett nytt rör för analys av 

flödescytometern. Provrören placerades i en inkubator i 38°C för aktivering. Pro-

verna analyserades sedan efter både 20 och 30 minuters inkubation med datorassi-

sterad spermieanalys (CASA). 

En omgång prover (n=5) från dag 0 utgick på grund av byte av spädningsvätska och 

inkubationstid. Kontrolltestikel nr 13 utgick dessutom på grund av för låg koncent-

ration av spermier i provet för att kunna mätas. 

3.5. Spermieutvªrdering 

Samtliga spermieprover utvärderades avseende motilitet, plasmamembranintegritet 

och kromatinintegritet med hjälp av datorassisterad spermieanalys (CASA) och flö-

descytometri med två olika infärgningstekniker. 

3.5.1. Datorassisterad spermieanalys (CASA) 

Spermiernas kinematik utvärderades med Datorassisterad spermieanalys (CASA), 

varvid proportionen av motila spermier och spermiernas motilitetsmönster mättes 

med fasmikroskop vid temperaturen 38°C. Det inkuberade spermieprovet blanda-

des varefter en droppe med volymen 5 µl applicerades på ett objektglas. Eventuella 

bubblor punkterades så gott det gick och ett täckglas placerades ovanpå droppen. 

Spermiernas motilitet och motilitetsmönster mättes på 8 synfält i varje prov (Figur 

6). 
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a)  b) 

Figur 6. Motiliteten mätt med Datorassisterad spermieanalys (CASA). Samma synfält visat före och 

efter analys. Tekniken upprepas på 8 slumpmässigt valda synfält för att få ett medelvärde. Stillbild 

tagen på spermier i rörelse (a), bild tagen efter analys (b.) 

Förkortningarna för rörelsemönstren som mättes med CASA var problematiska att 

översätta till svenska och behölls därför på originalspråket engelska. De inklude-

rade rörelsemönstren var; Curvilinear Velocity (VCL: medelhastigheten för sper-

mien mätt efter cellens faktiska väg från punkt till punkt), Straight Line Velocity 

(VSL: medelhastigheten för spermien mätt som en rak linje från början till slutet av 

banan), Average Path Velocity (VAP: medelhastighet för medelvägen mellan VCL 

och VSL, Straightness (STR: Medelvärdet av förhållandet mellan VSL/VAP), Li-

nearity (LIN: Medelvärdet av förhållandet mellan VSL/VCL), Wobble (WOB: den 

genomsnittliga svängningen av den krökta banan - VAP/VCL), Amplitude of Late-

ral Head Displacement (ALH: vidden av laterala förflyttningen av huvudrörelser) 

och Beat Cross Frequency (BCF: frekvensen av hur ofta spermiehuvudet korsar 

spermiens genomsnittliga väg). 

3.5.2. Flºdescytometri 

Alla prover utvärderades med två färgningstekniker för flödescytometri där plasma-

membranintegritet och kromatinstruktur undersöktes.  

Plasmamembranintegritet 

Plasmamembranintegritet utvärderades genom att färga med SYBR®14 och propi-

diumjodid (PI) från Live/Dead® Sperm Viability Kit L -7011 (Thermofisher, In-

vitrogenÊ Molecular ProbesÊ, Eugene, Oregon, USA). Spermierna späddes till 

koncentrationen 2x106/ml med Cellwash (BDBiosciences, San José, CA, USA). 

Därefter tillsattes 1 µl SYBR-14, spädd 1:50 i Cellwash samt 3 µl PI. Proverna 

inkuberades 10 minuter i 37 °C. Grön och röd fluorescens utvärderades med en 

FACSVerse flödescytometer (BDBiosciences). Grön fluorescens detekterades med 

ett FL1 band-pass filter (527/32 nm), medan röd fluorescens mättes med hjälp av 
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ett FL3 band-pass filter (700/54 nm). Därefter klassificerades spermierna enligt föl-

jande (Se även figur 7 och 8): 

Levande, (SYBR®14-positiv/PI-negativ) 

Död, (SYBR®14-negativ/PI-positiv)  

Döende, (SYBR®14-positiv/ PI-positiv)  

 

 

Figur 7. Fluorescensmikroskopibilder av spermier där grön fluorescens motsvarar SYBR14-positiv, 

levande och röd fluorescens motsvarar PI-positiv, död. 
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Figur 8. Exempel på graf från flödescytometrimätning, där Gate 2 motsvarar andel levande, Gate 

3 motsvarar andel döende och Gate 4 motsvarar andel döda. Grön fluorescens på X-axeln, röd 

fluorescens på Y-axeln. 

Spermiekromatinstrukturanalys - SCSA  

SCSA utfördes genom att använda en alikvot från varje spermaprov, vilka späddes 

1:1 med Trisïsodium chlorideïethylenediaminetetraacetic acid (TNE) buffert (0,5 

M natriumklorid (NaCl), 0,01 M Tris-saltsyra (HCl), 1 mM Etylendiamintetra-ät-

tiksyra (EDTA); pH 7,4)   och därefter omedelbart frystes i flytande kväve och 

förvarades i -80°C fram till utvärdering. Vid analys tinades proverna på krossad is; 

en alikvot av provet blandades med TNE-buffert (0,5 M NaCl, 0,01 M Tris-HCL, 

1 mM EDTA; pH 7,4) till en koncentration av å2x106 spermier/ml. Sedan tillsattes 

200 µl av en sur lösning innehållande HCl och Triton X-100 (0,17% Triton X-100, 

0,15 M NaCl och 0,08 M HCl; pH 1,2), vilken fick verka i 30 sekunder innan 600 

µl av akridinorangelösning (AO) (6 µg/ml i 0,1 M citronsyra, 0,2 M Dinatrium-

vätefosfat (Na2HPO4), 1 nM EDTA, 0,15 M NaCl; pH 6,0) till sattes. Proverna ana-

lyserades inom 3 - 5 minuter med flödescytometri (FACSVerse). Grön och röd    

fluorescens utvärderades. Alla spermieceller har en viss del grön respektive röd  

fluorescens, men något förenklat motsvarar normal grön fluorescens oskadade sper-

mier och röd fluorescens motsvarar skadade spermier. Likadana filter som för 

plasmamembranintegritet användes. De insamlade filerna utvärderades med 

FCSExpress (DeNovo software, Glendale, CA, USA) där Deoxiribonukleinsyra 

(DNA)-fragmentations index (% DFI) beräknades (Figur 10), dvs förhållandet mel-

lan celler med denatuerat, enkelsträngat DNA och totala antalet celler. Även ande-

len omogna spermiekärnor med hög grön fluorescens (High DNA stainability; % 






































