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Meioos (Spermatogenees) Animatsioon

2013 Medrano JV et al. Germ Cell Differentiation from Pluripotent Cells.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23329632

Geen- ja kromosoommutatsioonid

Vigade teke gametogeneesil
DNA-kahjustuse kontrollpunkt — DNA siinteesil tekkivate
vigade leidmine ja parandamine (analoogiline interfaasis esinevaga):

* Geen- ja kromosoommutatsioonid
1. DNA replikatsiooni vead, oluline ainult spermatogeneesis, kuna
° Genoom mutatsioonid spermatogoonid on mitootiliselt aktiivsed kogu eluea;
2. sunaptoneemiliste kompleksite moodustumine ja krossingover

— protsess sarnaneb DNA reparatsioonile
Kontrollpunkti t66 efektiivsus on otseselt seotud vanusega.
Kontrollpunkti t66 hairumine p&hjustab gameetidel kromosoom-

aberratsioone ja/v&i geenide de novo mutatsioone.

KONTROLLPUNKTID:
vigade leidmisel peaks meioos seiskuma De novo mutatsioonide esinemise sageduse tdus
ja rakud suunatama APOPTOOSI on otseselt seotud isa vanusega — suureneb oluliselt!

https://novaator.err.ee/631569/eakad-vanemad-parandavad-lastele-kumneid-geenimutatsioone




Spermatogenees Marika Masso

Spontaneous de novo germline mutations Genoommutatsioonid

Maternal germline
Vead meioosi | profaasis, ristsiirdel ja kiasmide

4 tekkel, viivad vigadeni meioosi | ja Il anafaasis
Ly ©© ””””” ©© ehk meioosi lahknemishéireteni.

~ 30 cell divisions

-~
/ [nlfosTs ~» Sagedasim tagajirg — ANEUPLOIDSED gameedid.
zygote meiosis gamete OOO . .
mitosis P Aneuploidia — kromosoomide vale arv.
* (@) eeeeeeeewe®” | Ofeing . . s

@@@ g Vigade leidmise eest vastutab k&avi kontrollpunkt SAC.

/ ~380 call divisions (at age 30) * Vigade leidmisel peaks meioos seiskuma ja rakud suunatama

APOPTOOSI.

Paternal germline

* Vorreldes oogeneesi meioosiga toédtab spermatogeneesi

* In Fig: A dot in the nucleus represents a de novo mutation that arose in a cell of the paternal SAC kontroll pun kt tunduvalt tdhusamalt
germline (arrowhead) and was transmitted to the offspring. 2019 Ohno M. Spontaneous ... :

Krossingoveri vead meloosi | protaasis — )
kromosoomaberratsioonid sugurakkudes
— infertiilsuse Uks pdhjusi
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Kromosoomaberratsioonide sagedus fertiilse mehe sugurakkudes:
~10% spermatosoididest omab kromosoomide ehituse = struktuuri anomaaliad;
1-2% spermatosoididest on kromosoomide vale arv = ANEUPLOIDIA.

Jélgides meioosi kaiku tsiitogeneetiliste meetoditega on tuvastatud, et
spermatogeneesi | profaasis oligo- ja azoospermiaga meestel:

® on stinaptoneemiliste kompleksite moodustumisel rohkem vigasid;

¢ on vdhenenud krossingoverite sagedus ja moodustunud kiasmide arvy;

* on sagenenud aneuploidiate esinemine.
Aneuploidiate esinemine on kromosoomspetsiifiline! 21., 22. ja X/Y-kromosoomid
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tunduvalt sagedamini; Seos rekombinatsioonide vahesuse ja/voi puudumisega. 13 14 5 16 ’ 18
Viljatutel meestel on aberratsioonide esinemise sagedus tunduvalt suurem!
1975 Chandley et al.; 2007 Sun et al.; 2008 Martin; 2013 Templado et al.; 2015 Chatziparasidou et al. F -3 A ﬂ G
2011 Hann et al. Meiotic recombination and male infertility: from basic science to clinical reality? 19 '20 -
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21297654
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Meioosi lahknemisvead spermatogeneesi ajal
HETEROSOOMIDEL ehk SUGUKROMOSOOMIDEL
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https://www.histology.leeds.ac.uk/male/sertoli_cells.ph

Sertoli rakk — moodustumine
=
. A Sertoli raku tuum
Ulesandeid: tuumakesega
- toetav
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- ekskretoorne: b & testikul
anti-Miilleri hormoon, €s IU aarne
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Sertoli raku ehitus

Spermi
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Sertoli rakkude paigutus
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Lumen
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Adluminal compartment
Sertoli rakk

Basal compartment

Hemato-testikulaarne barjaar

Holstein, 2003
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Spermi DNA cells 5
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nucleosome .
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kromosoomid on I! protamine
kokkupakitud Mo . T,
6 korda tihedamini ' e s
kui mitootilised trans!tlon
kromosoomid. pmtem 2 annulus.

Histoonid asendatakse
protamiinidega.

’ ("doughnut”)

15% DNA-st jaab siiski protamines
histoonidega seotuks —
neid geene on vaja

viljastamisel ja

DNA transkriptsiooniline aktiivsus spermatogeneesi ajal

Geenide
ekspressioon ja

Mitotic Phase

Spermatogonia

- : aktiivne
@ 5 transkriptsioon
N N Pachytene a .
Spermatocyte = Hrstcme acetylation Maksimaalne
& intensiivsus
E | profaasis
=

Vajalik meioosi
kulgemiseks,
Round v ndit krossingoveri
labiviimine, kaavi
moodustumine jne
spermiogeneesi
toimumiseks,

nédit histoonide
asendamine

Post-meiotic Phase

varajases arengus! ooy :::::“:;: protamiinidega jne
Kimmins, 2004
Sperm chromatin remodelling in mammals Head  Midpiece Tail
A A

P Fertil Pronuclear formation Zygotic cell cycle
-, ) - )= ( - - |
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Cell cycle stage Metaphase Anaphase Telophase G1 s G2
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DNA-binding 0
protein PO b iamines

Efstcr |4 S N\ Paternal
acetylation

Other DNA- and

chromatin-binding

proteins TBP, Sp1

Patemal DNA
methylation

Mclay, 2003

Isaspronukleuses, mis kujuneb spermi tuumast, asendatakse protamiinid histoonidega.
Protsessi dnnestumine sdltub omakorda ootsutidi kiipsusastmest.

i Y

f Acrosome

Protamine-rich

Histone-rich

Zini, 2006

Spermi
morfoloogia

Kael

Keskosa ]

Tsentriool
Spiraalselt

paigutunud
mitokondrid

Inimese spermi méddud:

AKksoneem
Pea 3-5 um
u Saba
Keskosa 5-7 um .. Viburi ristidige
Clgex2+2)
Saba 45-50 um mikrotorukest

2018 Mortimer D. The
function: https:,

y of the human relating ultrastructure and
ic.oup.com/molehr/article/24/12/567/5095621?login=false

Spermi ultrastruktuur_1

Akrosoom

Spermi
plasmamembraan

Akrosoom

Sisemine
akrosoomi
membraan

Valimine
akrosoomi
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ELEKTRONOGRAMM
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Tsentriool
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Spermi ultrastruktuur_2

Uleval ristldige spermi keskpiirkonnast,
paremal pikildige

M - mitokonder

* - vibur (9x2 +2 mikrotuubulit)
* _tsentriool (9x3 mikrotuubulit)
NE - tuumaiimbris

Meeste viljatuse ehk infertiilsuse pShjuseid

* 15-30% juhtudest seotud geneetilise faktoriga:
tstitogeneetilised kdrvalekalded (Y-kromosoomi mikrodeletsioonid, aneuploidiad
- nt 47, XXY jt aberratsioonid), geenmutatsioonid (tsistiline fibroos, mtDNA jt).

¢ hormonaalsed pdhjused testosterooni ja gonadotropiinide siinteesi haired

¢ spermatosoidide vahene hulk ja spermatosoidide kvaliteet
azoospermia, oligozoospermia, morfoloogia vead, vdhene liikuvusvdime

* haigused: infektsioon—>pdletik - leukotsiiiitide arvu tdus - oksiidatiivne stress.
Mittenakkuslikest haigustest on laseim pdhjus varil Esineb
38%-| infertiilsetest meestest. Elu jooksul areneb vilja ~15%-| meestest.
Varikotseele on seemnev: veenide ebanormaalne laienemine.

¢ anatoomilised pShjused kriiptorhism, genitaalide vigastused jt

 keskkonna kahjustav toime (toksiinid, suitsetamine -eriti ema suitsetamine)

o seleeni puudus (Se akumuleerub spermiogeneesi ajal spermi kaelaossa)
Se defitsiidi korral spermi kaelapiirkond murdub — ei ole viljastamisvdimeline.
Spermatogeneesi ajal selenoproteiin (fosfolipiid, glutatiooni perokstidaas)
muudab peroksiide alkoholideks - kaitse okstdatiivse stressi eest!

2016 Punab M et al. Causes of male infertility: https://www.ncbi.nlm.nih. ‘/oubmed/27864361

Sperma kvaliteet
Spermatosoidide kvaliteet

Ejakulaadi uuring / norm vaartused

WHO referentsvaartused 2010 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19934213

e spermamaht >2ml

* spermatosoidide konsentratsiooon 20- 40 miIn/ml; viljatus < 20 min/ ml

o liikuvus, sperme liilkuvusega =25 um/s on 2 25%

¢ spermatosoidide morfoloogia

¢ leukotsiiiitide kontsentratsioon (p&letiku naitaja) neutrofiilide arv < 1 min/ml

¢ autoimmuunreaktsioon / puudub dr M. Punab <0,2 min/ml

Spermatosoidide kvaliteedi uuring

1. morfoloogia (akrosoom, pea, kael, keskosa, saba)

liikumisvdime (seos: halb liikkumisvdime on seotud spermi DNA kvaliteediga)
kromosoomide arv (aneuploidia, poliiploidia)

kromosoomide morfoloogia (kr-de ehituse vead, aberratsioonid)

DNA kvaliteet https://link.springer.com/article/10.1007/510815-014-0194-3
(DNA kokkupakkimisaste, fragmenteerumine, histoonide-protamiinide suhe )

uhwN

Median sparm cansemrationof young men

Semen quality y
in the o
215 century

Virtanen HE et al.
Nature Reviews Urology
https://www.nature.com/articles/nrurol.2016.261
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The origin of genetic and epigenetic abnormalities
during spermatogenesis

@ Soarmatogonia A*

Abnormal DNA methylation
* Mistakes in DNA-replication

w
@
Attered expression of MRNAS,
> é @ Sparmatogonia 8 MIRNAS, SIRNAS, pIRNAS
[ | (3)  scomaoyer :
] Double strand breaks Spermatogeneesi
E‘ § (o)  spermatocyien. — | © ajal havib ~75%
: — Abnormal histone modification arenevatest
g (@)  Powa spemata spermatotstittidest
E K Holstein, 2003
@B
1 €  Elongating spermatid Abnormal protamine replacemant

and centrosome formation

Differentiation

/
d/ Mature spermatozoa

DNA fragmentation
\/ Nanassy, 2008

Spermi Spermide DNA kvaliteedi
DNA kahjustumise hindamise meetodeid

péhjusi Test Measures Characteristics
e ) Sperm chromatin Susceptibility of Objective, flow
¢ ravimid, kemoteraapia, structure assay sperm DNA to cytometry-based,
kiiritusravi denaturation indirect assay,
. complex analysis,
¢ suguteede pdletikud — used clinicalty
okstidatiivne stress™ | Nuclear protein Sperm histone Objective, gel
composition and protamine electrophoresis
o testikulaarne hipertermia (by protein levels assay, indirect
separation) assay, labour
* varikotseele intensive
" Sperm nuclear Chromatin Simple, semi-
* hormonaalsed faktorid maturity test compaction, quantitative,
. PR, P (by nuclear protamine slide-based,
* suitsetamine jt véliskk toksiinid | jiaining) etk ik o
* vanusega vaheneb raku f;v'“ﬂ by g:;bl':‘“;ﬂ"d'd 0"??“::’_- oo
25 H H single-cell gel reaks quantitative, direct
voimekus leida ja parandada electrophoresis) (neutral assay) assay, complex
DNA siinteesil tekkinud vigu image analysis
NB! Spermatogoonid on TUNEL assay Double-stranded  Semi-quantitative,

mitootiliselt aktiivsed rakud. DNA breaks direct assay,
quantitative if flow
cytometry-based

*2017 Dorostghoal M et al. Oxidative stress status and sperm DNA fragmentation in fertile and infertile men.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28124476
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Vananemise modju spermatogeneesile Keskkonna moju mehe reproduktiivsusele
; N Male reproductive organs are at risk from environmental hazards.
L]
. e
Si ¢ ium:
DF:!!C"I;IU logonitm. b
l émg;%fgnﬂ éﬁ?{g shic anl I;r:;:v: ethane

Vanuse kasvades . 2 Capillary: E‘;{f{,‘fggﬁydm
spermatogeneesi Cadmium v / i

kvaliteet langeb — ﬁ
mutatsioonid

kuhjuvad ning
viljakus viheneb:

suureneb Y-kromosoomi mikrodeletsioonide esinemise sagedus,
vaheneb DNA reparatsioonimehhanismide efektiivsus,

Interstitial "~ Seminiferous

<
tissue Sertoll cell: epithelium
suureneb okstidatiivne stress = ROS ehk reaktiivsete hapnikutihendite hulk suureneb, Phthalate esters P

suureneb geenmutatsioonide esinemise sagedus,
toimuvad muutused epigeneetilistes mehhanismides (nt DNA metuleerimine).

Samas vananedes spermi kromosoomide telomeerid pikenevad — see aga parandab viljakust :) EGME (ethylene glycol monomethyl ether) — lahusti lakkides, vérvides jne; DBCP (dibromochloropropane ) —

2022 Dong S et al. Testicular aging, male fertility and beyond. komponent pestitsiidides; Chlorometane (klorometaan) — kiillmutusaine, nt soojuspumpades,
https://www.ncbi.nlm.nih.qov/pmc/articles/PMC9606211, Epichlorohydrin (epiklorohiidriin) — nt epoksiidvaikudes; Phthalate esters (ftalaat estrid) — plastifikaatorid jne

~Golgi apparatus —

-Actosomal

Normaalne \/3]ik ehituse kdrvalekaldeid

Mitokondrid

vesicle

W B e sperm
b @ 1 Nuclaus —
- @~ sy~ (G —~ I8 o—
y e 4 =~ y
® /, / / / 2 Miniature head Giant head
L spanmatid £ centrioles Microlubules = ’

- S
n @ —Flagelum - 7 u‘tul....n., H”f” Q;
” o S r 1 C—
Sl N7 Pyriform haad O Twinbends
Spermiogeneesi haired ‘ g
Mitokondrite ARV:

Shoehook tail Coiled tail @
inimese spermil pakutakse 24-26 tk,

teistel imetajatel 50-75 tk; Normal Cytoplasmic droplet
mtDNA koopiate arv vdheneb 8-10 x. ® @

Tail

@

Fertiilsetel meestel >12% normaalse morfoloogiaga sperme/ wHo > 15%

) ' ' 9-12% nn subfertiilsed mehed
Increased mtDNA copy number in poor quality sperm may result from excessive levels
of oxidative stress and a retarded elimination process during spermiogenesis. Ehituselt normaalsete spermlde % on iiks peamisi

2020 Sperm mitochondial DNA biomarkers and couple fecundity https://wwuw.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7603861/ meeste viljakusega Uheselt seotud parameeter.

Inimese Spermide paid
ebanormaalse morfoloogiaga sperme

* teratozoospermia - ebanormaalse ehitusega spermid

Normaalne Ebanormaalsed

-
Normaalse 1 g -
ehitusega sperm £

2018 Oumaima A etal. Investigation on the origin of sperm morphological defects:
oxidative attacks, chromatin immaturity, and DNA fragmentation.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29508198

2006 Sunetal. Is there a relationship between sperm chromosome abnormalities and sperm morphology?
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1395314,
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EESTIS TEGELEVAD
MEHEPOOLSE VILJATUSE UURINGUTEGA

MEESTEKLIINIK TALLINNAS
Tallinn, Gonsiori 3

MEESTEKLIINIK TARTUS
Tartu, L.Puusepa 1a

UURINGUTE
ja RAVIGA

Meeste viljatuse mono- ja digeensed p&hjused. TU MV & TU Kliinikum

prof Maris Laan
Teadusprojekt: 01.01.2021-31.12.2025

vastutav tditja
Kristel Ehala-Aleksejev Rasvumise ja metaboolse stindroomi m&ju mehe viljakusele.
2019 doktoritéd Juhendaja dr Margus Punab

Keskealiste meeste reproduktiivfunktsioon: seos eesndarme, elustiili
faktorite ja paari viljatusega. Juhendajad dr R Méndar, M Punab

dr Kristo Ausmees
2014 doktorit66

Meeste viljatuse tsttogeneetilised pdhjused.
Juhendaja dr R Mikelsaar

drJelena Lissitsina
2011 doktorit66

dr Margus Punab TUK Meestekliinik, tilemarst-8ppejéud, androloogia professor
2007 doktorit6o Meeste viljakus ja selle riskitegurid Eestis. Juhendaja dr A Peetsalu
dr Paul Korrovits Asymp ic infl y prostatitis: pr , etiological
2008 doktoritéd factors, diagnostic tools. Juhendajad dr R Mandar, M Punab

Oxidative stress, male factor infertility and the possible impact of

Gerly Kilusk
nutrition habits. Juhendja dr A Salumets

2005 magistrit6d

Inimese munand ehk testis ja
munandimanus ehk epididiim

MUNANDI-

Hiire testis ristldikes.
Seemnevaantorukesed.Preparaat

Sektor hiire seemnevaantorukesest.
Plsipreparaat

Valendik - ot , Sekundaarn

- ‘ spermatots
5 '?\ ;

Spermi saba :\. » .

Primaarne
spermatotsiiiit

Akrosoomi
vesiikul
s

Leydigi
raku tuum

Sertoli raku
tuum tuumakesega

Suurendus: 1500 x

e A
Basaalmembraan

nev akrosoom

2012 Sathananthan AH. Ultrastructure of human gametes, fertilization and embryos in assisted

reproduction. https:, ncbi.nim.nih.qov/22687884,

Inimese spermid

1000x




