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ANNOTATSIOON

Magistritod on kirjutatud eesti keeles 73 lehekiiljel ja sisaldab 11 tabelit, 34 joonist, 1 lisa ning 82

kirjandusviidet.

To6 esimeses osas on kirjeldatud oksiidatiivse stressi olemust ning erinevaid anti- ja pro-
oksilidante. Peatutud on toitumise osal oksiidatiivse stressi tekkimises. Lisaks on kisitletud
meeste viljakust mojutavaid tegureid ning reaktiivsete hapniku osakeste osa meeste viljatuse

tekkimises.

Too teises osas on antud iilevaade kasutatud materjalidest ja meetoditest, sealhulgas
seemnevedeliku kvaliteedi hindamisest, reaktiivsete hapniku osakeste ja poletikumarkerite

madramisest ning toitumisuuringu labiviimisest.



I SISSEJUHATUS

Oksiidatiivse stressi temaatika on hetkel vdga aktuaalne, kuna tdnapédeval puutub inimene sageli
kokku seda puudutavate faktoritega. Oksiidatiivse stressi tdttu kahjustuvad lipiidide, valkude,

stisivesikute ning nukleiinhapete struktuur ja funktsioon.

Ulemaiirane oksiidatiivne stress omab rolli mitmete haiguste tekkes. Uuringud on niidanud, et
viimase 50 aasta jooksul on oluliselt halvenenud meeste viljakus. Uheks oluliseks seemnerakkude
viljastamisvoimelisuse mojutajaks peetakse hapniku reaktiivseid osakesi ning oksiidatiivset
stressi. Seemnerakud on tundlikud reaktiivsete hapniku osakeste pdhjustatud kahjustustele, kuna

nende membraanis on palju poliikiillastamata rasvhappeid.

Eluviisid voivad viga oluliselt mdjutada inimese tervislikku seisundit. Oksiidatiivse stressi teket
soodustavad mitmesugused kemikaalid ja fiilisikalised faktorid (nditeks mikrolained,
radioaktiivne kiirgus), ebaterved eluviisid (nditeks suitsetamine, rohke alkoholi tarbimine,
toitumisvead) ning mitmed ravimid. Antiokslidantide enamik tagatakse normaalse segatoiduga,

seega on iiks abindu okstidatiivse stressi ennetamiseks tervislik toitumine.

Kidesoleva t06 eesmdrgiks oli uurida seemnevedeliku kvaliteeti ning reaktiivsete hapniku

osakeste mdju seemnevedeliku kvaliteedinditajatele.

To0 tilesandeks oli:

1. madrata viljatute meeste seemnerakkude reaktiivsete hapniku osakeste hulk ja
seemnevedeliku kvaliteet ning leida nende vastastikuseid seoseid,

2. uurida poletiku osa reaktiivsete hapniku osakeste tekkes,

3. hinnata eluviisi - eelkdige toitumise, alkoholi tarbimise ja suitsetamise osatéhtsust

seemnerakkude reaktiivsete hapniku osakeste ning seeldbi ka meeste viljatuse tekkes.
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KASUTATUD LUHENDID

ATP - adenosiintrifosfaat (adenosine triphosphate)

cAMP - 37,5 -tstikliline adenosiinmonofosfaat (3,5 cyclic adenosine monophosphate)

DNA - desoksiiribonukleiinhape (deoxyribonucleic acid)

G6PD - gliikoos 6-fosfaat dehiidrogenaas (glucose-6-phosphate dehydrogenase)

GSH - glutatioon (glutathione)

GSHPX - glutatiooni perokstidaas (glutathione peroxidase)

GSSG - okstideeritud glutatioon (oxidized glutathione)

IL-6 - interleukiin-6 (interleukin-6)

IL-8 - interleukiin-8 (interleukin-8)

KMI - kehamassi indeks (body mass index)

LO - rasvhappe alkoksiiradikaal (fatty acid alkoxyl radical)

LOOH - rasvhappe hiidroperoksiid (fatty acid hydroperoxide)

LP - lipiidide peroksiidatsioon (lipid peroxidation)

NADP - nikotiinamiid adeniin dinukleotiid fosfaat (nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate)

NADPH - nikotiinamiid adeniin dinukleotiid fosfaadi redutseeritud vorm (nicotinamide

adenine dinucleotide phosphate, reduced form)

NO - nitrikoksiid radikaal (nitric oxide radical)

0" - superoksiid anioon radikaal (superoxide anion radical)

OH - hiidroksiiiil radikaal (hydroxyl radical)

ONOO® - peroksiinitrit anioon (peroxynitrite)

(0N - okstidatiivne stress (oxidative stress)

PUFA - poliikiillastamata rasvhape (polyunsaturated fatty acid)

RHO - reaktiivsed hapniku osakesed (reactive oxygen species)

RLO - reaktiivsed ldmmastiku osakesed (reactive nitrogen species)
ROO" (HOO) - peroksiiiil radikaal (peroxyl radical)

RS - titilil radikaal (thiyl radical)

SD - standardhélve (standard deviation)

SEM - keskmise véértuse viga (standard error of the mean)

SOD - superoksiidi dismutaas (superoxide dismutase)

TZI1 - morfoloogiliselt defektsete seemnerakkude indeks (teratozoospermia index)
WHO - Maailma Tervishoiuorganisatsioon (World Health Organisation)



I1 KIRJANDUSE ULEVAADE
1. Oksiidatiivne stress
1.1 Pro-oksiidandid
1.1.1 Vabad radikaalid ja reaktiivsed osakesed
Vaba radikaal on iga osake, mis sisaldab {ihte vdi enam paardumata elektroni. Vaba radikaal on
tilireaktiivne, mistottu eksisteerib liihikest aega. Vabale radikaalile on iseloomulik
ahelreaktsioon. Mingi faktori poolt tekitatud vaba radikaal atakeerib molekuli, vottes sellelt
vesinikuaatomi. Atakeeritud molekul muuutub vabaks radikaaliks, mis atakeerib teisi iithendeid.

Tulemuseks on ahelreaktsioon, mis kulgeb suure kiirusega (Zilmer et al., 1994).

Reaktiivsete osakeste maoiste hdlmab nii vabu radikaale kui ka reaktiivseid mitteradikaalilisi
osakesi. Eristatakse:
e Reaktiivseid hapniku osakesi

e Reaktiivseid lammastiku osakesi (Zilmer et al., 1999).

Olulisemad reaktiivsed hapniku ja 1dmmastiku osakesed on toodud tabelis 1.

Tabel 1. Tuntumad reaktiivsed osakesed.

Triviaalnimetused Téhistus
Vabad radikaalid

Superoksiid anioon radikaal 0,
Hiidroksiiiil radikaal OH’
Nitrikoksiid radikaal NO
Peroksiiiil radikaal ROO" (HOO)
Tiiitil radikaal RS

Mitteradikaalilised reaktiivsed osakesed

Vesinikperoksiid H,0,




1.1.1.1 Reaktiivsed hapniku osakesed (RHO)

RHO-d moodustuvad organismis erinevate biokeemiliste protsesside tulemusena. Nende

iseloomu kirjeldab joonis 1.

Teatud RHO-d on juhuslikud, kuid
viltimatud

Nt. elektronide leke hingamisahelast;

katehhoolamiinide autooksiidatsioon;

isheemia/reperfusioon

Teatud RHO-d on ettekavatsetud
ja sihipédrased
Nt. fagotsiiiitide okstidatiivne purse;
nitrikoksiid on  160gastusfaktor
endoteeli jaoks

v\/'

Reaktiivsed hapniku osakesed
(RHO)

—

Koik RHO-d on potentsiaalselt Teatud RHO-d on ilma
proteiinidele, lipiididele ja DNA-le eesmirgita, kuid ildiselt
kahjustusi tekitavad véltimatud ja kahjustusi tekitavad

Joonis 1. Hapniku reaktiivsete osakeste iseloom (Benzie , 2003).

Hapnik (O;) on oluline aeroobsetele organismidele, aga tema redutseerimise produktid vdivad
kdituda vabade radikaalidena. Hapniku molekuli iihe elektronilise redutseerimise tagajérjel tekib
superoksiid aniooni radikaal (O;") (Gate et al., 1999). Superoksiid anioon radikaali peamised
tekkekohad on mitokondrid, fagotsiitaarsete rakkude membraanid, endogeensete ja eksogeensete
substraatide metabolism endoplasmaatilises retiikulumis ning ksantiini oksiidaasi osalusel toimuv

puriinide metabolism (Shils et al., 1994).

Vesinikperoksiid on hésti difundeeruv molekul, ta v3ib kergesti 1dbida membraane ja ta on
vihem reaktiivne vorreldes superoksiid anioon radikaaliga. Vesinikperoksiid tekib superoksiid
aniooni radikaali dismuteerumisel superoksiidi dismutaasi toimel (joonis 2). Samuti voib
vesinikperoksiid tekkida aminohapete oksiidaasi ja ksantiini oksiidaasi poolt kataliiiisitavate

ensliiimreaktsioonide kdigus (Gate et al., 1999).



SOD
0, +0,7 + 2H+ — H,O,+ O,
Joonis 2. Superoksiid dismutaasi poolt kataliiiisitav vesinikperoksiidi tekkimine superoksiid

aniooni radikaalist.

Hiidroksiiiilradikaal on reaktiivseim vaba hapniku radikaal, mille tekkimine omab vdtmerolli
koekahjustuste kujunemises. Hiidroksiiiilradikaali tekkimise pohiteed on jargmised:

1. Raua ning vase ioonide poolt kataliilisitav superoksiid anioon radikaali ning
vesinikperoksiidi omavaheline reaktsioon - Haber-Weissi’i reaktsioon (joonis 3)
(Halliwell et al., 1989). Fe**

0" + H,0, — OH" + OH" +0,

Joonis 3. Haber-Weissi’i reaktsioon.

2. Veemolekuli homoliiiis
3. Rasvhappe hiidroperoksiidi (LOOH) IShustumine, mille kidigus tekib rasvhappe
alkokstiradikaal (LO") ja hiidrokstiiilradikaal.

LOOH — LO" + OH

Joonis 4. Rasvhappe hiidroperoksiidi 1dhustumine.

4. Ksenobiootikumi redoksringluses tekkiva hemikinooni reageerimine vesinikperoksiidiga

(Zilmer et al., 1994).

1.1.1.2 Reaktiivsed limmastiku osakesed

Reaktiivsed ldmmastiku osakesed on nitrikoksiid (NO' ) ja peroksiinitritanioon (ONOO).
Nitrikoksiid on laenguta molekul, ta sisaldab iiksikut paardumata elektroni (NO’), mis on
pohjuseks reaktsioonidele hapniku, glutatiooni ja superoksiidi radikaaliga. Nitrikoksiid tekib
enliiimi nitrikoksiid siintaasi toimel L-arginiini guanidiinigrupist L-arginiini muutumisel L-
tsirulliiniks. Eristatakse kolme produtseerijat: veresoonte endoteelirakud, neutrofiilid ja neuronid
(Drew et al., 2002).
Superoksiid aniooni radikaali ja NO" reageerimisel tekib peroksiinitrit anioon (joonis 5) (Saran et
al., 1989).
0," + NO" — ONOO

Joonis 5. Peroksiinitrit aniooni protoneerumine.
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Peroksiinitrit aniooni protoneerunud vorm vaib 16hustuda OH' —ks ja NO; —ks (joonis 6) (Saran et

al., 1989).

ONOOH — OH' + NO,

Joonis 6. Peroksinitrit aniooni 16hustumine.

1.1.2 Pro-oksiidantsed faktorid

Pro-oksiidant ehk oksiidatiivne stressor on osake/faktor, mis on vdimeline esile kutsuma voi

stivendama oksiidatiivset stressi (OS). See mdiste haarab reaktiivseid hapniku ja ldmmastiku

osakesi, metalliioone, ravimeid ja fiilisikalisi faktoreid. Vabade radikaalide ja reaktiivsete

osakeste peamised tekkepohjused on (Zilmer et al., 1999):

Endogeensed ehk organismisisesed

Mitokondriaalne hingamisahel — produtseerib rakuhingamise kdigus superoksiidi
radikaale

Fagotsiiidid — produtseerivad superoksiidi radikaale, hiidroksiiiilradikaale ja
vesinikperoksiidi

Ksantiini oksiidaas — produtseerib superoksiidi radikaale puriinide katabolismi kéigus
Vaba raud ja vask — kataliiiisivad hiidrokstiiilradikaalide teket, kuna nad kéituvad
inimorganismis stabiilsete, varieeruva oksilidatsiooniastmega metalliioonidena
Arahhidonaadi metabolism — produtseerib rasvhapete peroksiide

Peroksiisoomid — produtseerib RHO-d biomolekulide ja rasvhapete 16hustumisel

Pdletik — produtseerib RHO-d fagotsiititide iiliaktiivsuse tottu

Pidev emotsionaalne tugev stress — ndrvikude on reaktiivsete osakeste poolt kergemini
kahjustatav  kui teised koed, kuna ajukoe biomembraanide fosfolipiidid on
poliikiillastamata rasvhapete rikkad ning oksiidatiivne metabolism on ajukoes véga

intensiivne (Raps et al., 1989).

Eksogeensed

Kurnav fiiiisiline pingutus — lihasrakkudes on homeostaasi tagamiseks vajalik tdpne
koordineeritus hapniku rohke tarbimise ja energia intensiivse kulutamise vahel. Olulise
potentsiaalse kahjustajana lisandub lihaskoe puhul miioglobiin, mille rauda sisaldavad
laguproduktid on efektiivsed pro-oksiidandid (Jackson et al., 1993)

Raua ja vase liig toidus
11



e Raskmetallid

e Radioaktiivne kiirgus, ultraviolett kiirgus, ultraheli, vibratsioon
e Ksenobiootikumide redoksringlus

e Ravimid, mis langetavad antioksiidantide taset

e Anesteetikumid, pestitsiidid, orgaanilised lahustid, keskkonnamiirgid, osoon, suitsetamine

(Zilmer et al., 1999).

1.2 Antioksiidandid

Antiokstidant on substants, mis aeglustab voi inhibeerib substraadi oksiideerumist, olles ise viga
madalas kontsentratsioonis vorrelduna oksiideeruva substraadiga. Oksiideeruva substraadi moiste

holmab lipiide, valke, nukleiinhappeid ja siisivesikuid voi mistahes teisi molekule (Zilmer, 1994).

1.2.1 Antioksiidantne regulatsioonisiisteem organismis

Vabade radikaalide ja teiste reaktiivsete osakeste hulga reguleerimiseks funktsioneerib
organismis antiokslidantne regulatsioonisiisteem, mille koikide komponentide olemasolu
vajalikus hulgas on hiddavajalik. See koosneb antiokstlidantidest, mille koordineeritud iihistegevus
reguleerib oksiidatiivsete stressorite toimet. Inimorganismi seisukohalt on otstarbekas
antioksiidante liigitada arvestades nende lokalisatsiooni veres ja rakkudes. Kasutusel on jérgnev
jaotus (Zilmer et al., 1999):
1. Vereplasma peamised antioksiidandid
e Veeslahustuvad molekulid - askorbiinhape, kusihape, albumiin, tseruloplasmiin,
apotransferriin, laktotransferriin
e Lipiidlahustuvad molekulid - vitamiin E, ubikinoon, vitamiin A, karotenoidid
2. Rakusisesed peamised antioksiidandid
e Veeslahustuvad molekulid - glutatioon ja askorbiinhape
e Enslimaatilised - superoksiidi dismutaas, katalaas, glutatiooni peroksiidaas
3. Biomembraanide peamised antioksiidandid

e Lipiidlahustuvad molekulid - vitamiin E, ubikinoon, karotenoidid

12



Lisaks organismis siinteesitavatele ja kehavedelikes leiduvatele antioksiidantidele saab
inimorganism neid ka toiduga. Olulisemad on tokoferool, askorbiinhape, retinool, karotenoidid,
antioksiidantsed mikroelemendid (néiteks seleen). Inimorganismi antioksiidantne kaitsesiisteem

on efektiivne aga mitte eksimatu, kahjustuste hulk suureneb vanusega (Zilmer et al., 1995).

1.2.2 Erinevad antioksiidandid

1.2.2.1 Vitamiinid ja mineraalained

Vitamiin C

Vitamiin C ehk L-askorbiinhape on kuue silisinikuga hape. Oksiideerumisel tekib
askorbiinhappest semihiidroaskorbiinhape ning edasisel oksiidatsioonil dehiidroaskorbiinhape.
Askorbiinhape loovutab kergesti elektrone, ta on elektronide doonoriks keemilistele iihenditele
reaktsioonides, mis leiavad aset nii rakus kui ka véljaspool. Askorbaat redutseerib superoksiidi,
hiidroksiitilradikaali ja teisi reaktiivseid hapniku radikaale (Papas, 1999). Joonisel 7 on toodud

askorbiinhappe keemiline struktuur.

Joonis 7. Askorbiinhape

Askorbiinhappel kui vitamiinil on selge otsene antioksiidatiivne efekt: ta korvaldab
veekeskkonnas vabu radikaale (Niki , 1987). Lisaks on askorbiinhape ka kaudne antioksiidant,
mis toetab ja abistab vitamiin E osalusel toimuvaid antioksiidatiivseid protsesse lipiidses
keskkonnas. Askorbiinhape taastab vitamiin E esialgse ldhtevormi pérast seda, kui vitamiin E on

vaba radikaali kdrvaldamise protsessis ise muundunud.

Vitamiin C voib kdituda ka pro-oksiidandina. Kui vitamiin C kohtub vaba rauaga, redutseerib ta

kolmevalentse raua Fe*"-ks (joonis 8):

Fe’" + askorbaat — Fe*" + hemidehiidroaskorbaat

Joonis 8. Vitamiin C ja kolmevalentse raua reaktsioon.
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Fe’* keskse rolli tdttu hiidroksiiiilradikaali genereerimises muutub vitamiin C koostdds

rauaioonidega véga tugevaks pro-oksiidandiks (Zilmer et al., 1994).

Vitamiin E

Vitamiin E esineb looduses vihemalt kaheksa erineva teisendina, millede antioksiidantne
kaitsevOime on erinev. Bioloogiliselt aktiivseim ja kodige edukam radikaaliliste ahelprotsesside
tokestaja on vitamiin E iiks erivormidest — a-tokoferool (Hsu et al., 2002). Joonisel 9 on toodud
a-tokoferooli keemiline struktuur.

OH
CH; CH, CH,

Joonis 9. a-tokoferool

Vitamiin E korvaldab LOO' ja blokeerib sellega lipiidide peroksiidatsiooni ahelprotsessi (Niki,
1987).
Vitamiin E-OH + LOO" — vitamiin E-O" + LOOH
Vitamiin E-O" + LOO" — vitamiin E-OOL* + LOOH
* antud ihend metaboliseerub

Joonis 10. Vitamiin E blokeerib lipiidide peroksiidatsiooni ahelprotsessi.

Karotenoidid ja vitamiin A

Karotenoidid on virvilised taimepigmendid, mille hulka kuuluvad karoteenid ning ksantofiillid.
Karotenoidide pere liikmete arv on aukartust dratavalt suur — kokku tuntakse niiiidisajal tile 600
erineva karotenoidi. Nende iihendite pohifunktsioon tuleneb nende keemilise ehituse eripdrast.
Pikkade siisinikuaatomitest moodustunud ahelate olemasolu, kus tiksiksidemed vahelduvad
kaksiksidametega, vdimaldabki neil kdorvaldada ergastatud hapniku {ihendeid ja kéituda

antioksiidandina (Zilmer et al., 1995). Joonisel 11 on toodud B-karoteeni keemiline struktuur.

Joonis 11. B-karoteen
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Karotenoididest tekib soole mikrofloora karoteeni oksiigenaasi toimel vitamiin A - retinool.
Peamine karotenoid, millest vitamiin A tekib on B-karoteen, tema molekul 16hustub vordseteks

osadeks (Zilmer et al., 1996). Joonisel 12 on retinooli keemiline struktuur.

CH, CH,
N N N ACHROR

CH;. CH,

H;

Joonis 12. Retinool

Seleen

Seleen ise ei ole antioksiidant, kiill aga on teda vaja antiokslidantsete ensiilimide ehituses ja
funktsioneermises. Seleen toimib mitmetes ensiiiimides kofaktorina. Inimorganismile on seleen
asendamatu mikroelement.

Seleeni sisaldavatel ensiitimidel on oluline roll vesinikperoksiidi ja lipiidide hiidroperoksiidide
korvaldamises (Hsu et al., 2002). Seleen on glutatiooni peroksiidaasi kofaktor, suurendades
seeldbi glutatiooni kéttesaadavust. Lisaks eeltoodule voib seleen toimida ka kaudse

antioksiidandina sidudes elavhdbeda ioone (Zilmer et al., 1995).

1.2.2.2 Tiooliithendid

Glutatioon

Glutatioon (GSH) on tripeptiid, mis esindab organismis mittevalgulist tiooli. Seda molekuli
leidub organites, millel on kokkupuude toksiinidega nagu neerud, maks, kopsud ja soolestik.
Kehavedelikes leidub teda vdhe - mikromolaarsetes kontsentratsioonides. Rakus osaleb GSH
valkude siinteesis, aminohapete transpordil ning DNA siinteesil. Glutatioon osaleb
vesinikperoksiidi konversioonil veeks ja ka O,”, OH" korvaldajana. Glutatiooni siinteesitakse L-

glutamiinist, L-tsiisteiinist, L-gliitsiinist (Gate et al., 1999).

1.2.2.3 Ensiiiimid

Superoksiidi dismutaas

Superoksiidi dismutaas (SOD) on ensiiiim, mis konverteerib kaks superoksiid anioon radikaali

vihem toksilisteks produktideks - H>O»-ks ja Oz-ks (joonis 13).
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20y +2H+—>H202 + 0,
Joonis 13. Superoksiid anioon radikaali konverteerimine H,O,-ks ja O,-ks superoksiidi

dismutaasi kataliiiisil.

Superoksiidi dismutaas esineb kahes vormis: mangaani sisaldav (esineb mitokondris) ning rauda
ja vaske sisaldav SOD (tsiitosoolis). Mdlemad ensiitimid on peamised raku kaitsjad oksiidatiivse

stressi eest (McCord, 2000).

Katalaas
Katalaas kataliilisib H,O, 16hustumist (joonis 14).
2 HzOz -2 Hzo + 02

Joonis 14. Katalaasi poolt kataliiiisitud H,O, I6hustumine.

Katalaasi leidub rohkesti maksarakkudes ja eriitrotsiiiitides. Rakus lokaliseerub ta

peroksiisoomides (80%) ja tsiitoplasmas (20%) (Sun, 1990).

Glutatiooni peroksiidaas
Seleen-soltuv glutatiooni peroksiidaas (GSHPX) kataliiiisib redutseeritud glutatiooni (GSH)
reaktsiooni vesinikperoksiidiga, mille kdigus tekib oksiideeritud glutatioon (GSSG) ning vesi
(joonis 15).

2 GSH + H,0, — GSSG + 2 H,0
Joonis 15. Glutatiooni  peroksiidaasi poolt Kkataliiisitud  glutatiooni  reaktsioon

vesinikperoksiidiga.

Lisaks esineb glutaatiooni ainevahetuses ensiilim glutaatiooni reduktaas. See on flavoproteiin,

mis kataliitisib GSSG muundamist GSH-ks (NADPH — NADP+) (Gate et al., 1999).
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1.3 Oksiidatiivne stress

Okstidatiivne stress (OS) on héire pro-oksiidantide ja antioksiidantide tasakaalus pro-oksiidantide

kasuks, mis viib potentsiaalsetele kahjustustele. OS’1 tottu kahjustuvad biomolekulide (lipiidid,

valgud, siisivesikud, nukleiinhapped) struktuur ja funktsioon (Sodergren, 2000).

1.3.1 Oksiidatiivne stress normaalsetes fiisioloogilistes protsessides

Reaktiivseid osakesi seostatakse tavaliselt bioloogiliste protsesside hdiretega. Tegelikult on

reaktiivsed osakesed teatud tasemel ja hulgal hiddavajalikud organismi elutalituse protsessides.

Reaktiivsete osakeste tekkimine on téhtis jargmistes protsessides (Zilmer et al., 1994):

l.

Prostaglandiinide ja leukotrieenide siintees

Prostaglandiinid ja leukotrieenid on 20-siisinikuliste poliikiillastamata rasvhapete
oksiiderivaadid, mis toimivad regulatoorsete signaalmolekulidena. Nende biosiintees
toimub arahhidoonhappest vastavate ensliimide toimel. Arahhidonaat oksiideerub
rasvhappe peroksiililradikaali kaudu (Zilmer et al., 1999).

Biomembraanide fosfolipiidide uuenemine

Membraansete fosfolipiidide uuenemine on soodustatud fosfolipaas A, poolt.
Regulatoorsus

Reaktiivsed osakesed (RHO-d, NO’) on keemilised info iilekandjad. Rasvhappe
hiidroperoksiid on proteiini kinaas C aktivaatoriks. Hapniku vabad radikaalid on
sekundaarseteks vahendajateks interleukiinide, forboolestrite ja mdnede teiste
signaalmolekulide jaoks. Sekundaarsete iilekandajatena to6tab ka nitrikoksiid, mis toimib
endoteeli 100gastusfaktorina (Saran et al., 1989).

Biofunktsioonid, mis on seotud oksiidatiivse plahvatusega, bioloogilise hdvitamisega
Nende hulka kuuluvad: fagotsiitaarsus, metalliioonide sidumine kui kaitse, ka
spermatosoidi ja munaraku kontakteerumise moningad momendid. Naiteks neutrofiilid
kasutavad “oksiidatiivset purset” vodrobjektide hdavitamiseks (Nauseef et al., 1991).
Ksenobiootikumide biotransformatsioon

Ksenobiootikumide biotransformatsiooni pohikoht on endoplasmaatiline retiikulum, kus
toimuvad oksiidatsiooni- ja konjugatsioonireaktsioonid, mille puhul on teatud roll ka

reaktiivsetel osakestel (Kehrer, 1993).
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1.3.2 Oksiidatiivse stressi roll haiguste tekkes

Mida kestvam ja siigavam on OS, seda tdsisemalt hdirub biomolekulide, rakkude ning kudede

talitus, mis omakorda viib haiguste tekkeni. Biomolekulide struktuuris ja funktsioneerimises

kaasnevad jargmised héired:

1.

Poliikiillastamata rasvhapped alluvad peroksiidatsioonile. Seda nimetatakse lipiidide
peroksiidatsiooniks (LP) ja selle 1dpp-produktiks on maloondialdehiiiid ja ka teised
aldehiiiidid (Ferrari, 2003). Korvalekalded ja haigused, mis on seotud LP-ga on toodud
tabelis 2.

Tabel 2. Lipiidide peroksiidatsioonist pohjustatud haigused (Ferrari, 2003).

Korvalekalle voi Oksiidatiivne mehhanism
haigus
Ateroskleroos Madala tihedusega lipoproteiinide modifitseerumine viib oksiideeritud

lipoproteiinide tekkeni

Katarakt Lipiidide rikas dieet ja antioksiidantide puudus

Vananemine Lipiidide rikas dieet ja antioksiidantide puudus

Hemoliiiis ja aneemia Poliikiillastamata  rasvhapete rikas dieet teeb eriitrotsiiiidid

vastuvotlikuks rakumembraani 16henemisele

Vitamiinide puudus Peroksiidid ja lipiidide peroksiidatsiooni 16pp-produktid blokeerivad

Vihk

mitmete toitainete imendumise (tiamiin, vitamiinid C, A, E)
Peroksiidid, maloondialdehiiiid kahjustavad geneetilist materjali ja

suurendades viahi riski

2. Valgud (ensiiimid, transporterid, retseptorid jne.) alluvad oksiidatsioonile

karboniiiilumise teel. Toimub valkude agregatsioon, denaturatsioon, fragmentatsioon ning
kiireneb nende 16hustumine. Valkude (kristalliin) okslideerumisega on seotud néditeks
silmade kahjustused.

Nukleiinhapete puhul tekivad nukleotiidijddkide oksilikahjustused ja fragmenteerumised.
Tekivad hiired nukleiinhapete ja valkude biosiinteesis. DNA modifikatsioonid vastutavad
peamiselt vananemisprotsessi ja vihi tekke eest (Gate et al., 1999).

Stisivesikud alluvad oksiidatsioonile ja abnormaalsetele modifikatsioonidele. Néditeks on

reumatoidartriit pohjustatud hiialuroonhappe degradatsioonist (Zilmer et al., 1999).
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1.4 Oksiidatiivne stress ja toitumine

1.4.1 Tervislik toitumine

Toidust saadav energiahulk peab katma organismi pohiainevahetuseks, soojustekkeks ja
kehaliseks ning vaimseks tegevuseks vajaliku energiahulga. Energiavajadus soltub soost, east,
kehamassist, ainevahetuse eripdrast, kliimast ja muudest tingimustest (Eesti toitumissoovitused,
1995). Kuna kéesolev t60 puudutab teatud eas meeste toitumist, siis on tabelis 3 toodud

energiasoovitused neile erineva kehalise koormuse puhul.

Tabel 3. Pdevane energiasoovitus meestele kcal-tes erineva kehalise koormuse puhul.

Vanus, Kehakaal, Viga  vihene | Vihene Keskmine Korge Viga korge
aasta kg koormus koormus koormus koormus koormus

18-30 70+ 10 2450 (+200) 2800 (+250) 3150 (+300) 3500 (+350) | 3850 (+400)
30-60 70+ 10 2350 (£ 200) 2700 (+200) 3050 (+250) 3400 (= 300) | 3700 (£300)

Pohiosa energiast — 52-60% peaksid katma siisivesikud. Valgud peaksid katma 10-14% péevasest
toiduenergiast ning toidurasvade hulk ei tohiks tiletada 30-32%, kusjuures kiillastunud rasvhapete
kogus ei tohiks iiletada 10-12% ning mono- ja poliikiillastamata rasvhapped kumbki mitte iile
10% toiduenergiast. 25% toidukogusest peaksid moodustama piimatooted, 19% kodgiviljad, 16%
kartul, 15% teraviljatooted, 11% puuuviljad, 9% liha-kala-muna, 3% suhkur, maiustused ja muud
toiduained ning 2% lisatavad toidurasvad (Liebert et al., 1999). Vitamiine ja mineraalaineid vajab
inimene viga viikestes kogustes. Tabelites 4 ja 5 on toodud soovitused meestele vitamiinide ja

mineraalainete tarbimise kohta olenevalt vanusest (Eesti toitumissoovitused, 1995).

Tabel 4. Soovitused vitamiinide tarbimise kohta olenevalt vanusest.

Vanus, | Retinool | Vit D Vit E | Tiamiin | Riboflaviin | Niatsiin | Vit B¢ | Folaadid | Vit B,, | VitC

a. ng-ekv | pg mg | mg mg ng-ekv | mg ng ng mg
19-30 | 1000 5 10 14 1,7 18 2.1 200 3,0 60
31-60 | 1000 5 10 14 1,6 18 2,0 200 3,0 60

Tabel S.. Soovitused mineraalainete tarbimise kohta péevas olenevalt vanusest.

Vanus, a. Ca, mg K, mg Mg, mg Fe, mg Zn, mg I, pg Se, mg
19-30 1000 1900 400 10 15 150 30-60
31-60 1000 1900 400 10 15 150 30-60
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1.4.2 Oksiidatiivne stress ja toitumine

Viimastel aastakiimnetel on paljud uuringud ajendatud mottest dieedi olulisusest oksiidatiivse
stressi tekkes. Mineraalained (raud, seleen), vitamiinid (vitamiin A, vitamiinC ja vitamiin E) ja
kiillastamata rasvhapped etendavad suurt rolli pro-oksiidantide ja antioksiidantide tasakaalus

inimorganismis (Shils et al., 1994).

Poliikiillastamata rasvhapped (PUFA) oksiideeritakse kergesti vabade radikaalide abiga. Korge
PUFA-de tase toidus teeb organismi vastuvotlikumaks lipiidide peroksiidatsioonile, mida saab &ra
hoida manustades antioksiidante nagu vitamiin C, vitamiin E ja karotenoidid (Fang et al., 2002).
Muutused antioksiidantide ja poliikiillastamata rasvhapete tasemes vodivad muuta DNA
oksiidatiivse kahjustuse miéra. Néiteks kdrge PUFA sisaldusega dieet, mida kasutati rottide
toitmisel, pohjustas DNA oksiikahjustuse markeri 8-OHdG (8-hiidroksii-2’-deoksiiguanosiin)
tousu (Chen et al., 1999).

Moned aminohapped (nditeks arginiin, tauriin, histidiin), peptiidid (nditeks karnosiin) ja
nitrogeensed metaboliidid (nditeks kreatiniin ja kusihape) elimineerivad hapniku vabad
radikaalid. Valguvaegus kahjustab antioksiidatiivsete ensiilimide siinteesi ja vdhendab kudede
antioksiidantide kontsentratsiooni. Loomadel (rottidel) tehtud uuringud on niidanud, et
mittepiisav valgu hulk viib tsingi (Cu,Zn-SOD kofaktor) vaeguseni, mdjutades kaudselt
superoksiidi eemaldamist. Valgurikas dieet (périt loomsest allikast) vOib viia organismi
oksiidatiivse stressini. Esiteks, homotsiisteiin (riskifaktor kardiovaskulaarsete haiguste puhul)
suurendab endoteelse superoksiidi produktsiooni. Teiseks on hiljutised uuringud ndidanud, et
suur valgutarbimine stimuleerib HRO-de produktsiooni ja lipiidide peroksiidatsiooni inimese

poliimorfonukleaarsetes leukotsiiiitides (Fang et al., 2002).

Igapédevaselt tarbitav toit peaks sisaldama minimaalselt peroksiide, oksiisteroole jt. kehavdoraid
ithendeid ning samuti palju antioksiidantseid faktoreid. Kdikvoimalikud siinteetilised toiduvérvid,
toidu emulgaatorid, toidutahkestajad, toidukonservandid on kehavoodrad ained, mis liia korral
soodustavad OS-i1 kujunemist. Kaaluka osa organismis toimivatest antioksiidantsetest faktoritest
saame véliskeskkonnast toiduga. Neid peab ka organismis alati varuks olema. Seetdttu on neid

kindlasti kasulikum saada pidevalt ja piisavalt (Zilmer et al,. 1995).
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Alkoholi toksiline toime on samuti hea ndide okstidatiivse stressi tekitajast. Etanool laguneb
maksas ensiilimide toimel atseetaldehiilidiks ning sellest omakorda moodustub dddikhape (Shils
et al., 1994). Viimane aktiveeritakse ja ldhustatakse mitokondris siisihappegaasi ja veeni.
Oksiidatiivse stressi seisukohalt voetuna on alkoholi metabolismis kriitilisteks momentideks
atseetaldehtiiidi, etanooli vabade radikaalide ning hapniku reaktiivsete osakeste moodustumine
maksa ensliimide kaasabil. Koigi nende iihendite teke raiskab maksas viértuslikku
antiokstidantset kaitsepotensiaali, mis avaldub eeskétt rasvlahustuvate vitamiinide ja glutatiooni

sisalduse vihenemises (Tanner et al.,1986).

Normaalseks inimtoiduks on vdimalikult puhas, riknemata normaalne segatoit, milles on nii
toortoitu kui ka moodukalt 6lisid. Vanemaealistel voi muul néidustusel voiks sellele lisanduda
arstlikult ~ kontrollitud ja argumenteeritud, ennetav mikrotoitainete (sealhulgas ka

antioksiidantsete) moningane lisamanustamine (Zilmer et al, 1995).

1.5 Oksiidatiivse stressi miaidramise voimalused

Kaasajal oletatakse, et OS on umbes 50 haiguse patogeneesi oluliseks komponendiks. Seetdttu on
OS-i parameetrite midramine  diagnostiliselt olulise véértusega (Zilmer et al, 1994).
Okstidatiivseid kahjustusi on voOimalik hinnata vabade hapniku radikaalide produktsiooni,
lipiidide peroksiidatsiooni, DNA ja valkude oksiidatsiooni 10pp-produktide méairamise kaudu,

samuti médrates antioksiidantide hulga vahenemist (Sodergren, 2000).

RHO-de midramisel on kasutusel jargmiseid meetodeid:
1. reaktsioonid, millest votab osa tsiitokroom c¢ kompleks, mis midravad RHO-de
produktsiooni rakumembraani pinnal
2. reaktsioonid, mis mdidravad, nii raku sees kui ka véljas produtseeritud RHO-d.
Maiiramisel kasutatakse luminooli poolt esile kutsutud kemoluminestsentsi
3. elektron spin resonants meetod, mis on kdige tundlikum ja voimaldab identifitseerida raku
sees produtseeritud RHO-d. Viimati nimetatud meetod nduab kalleid seadmeid ning on

keeruline (Sikka et al., 1995).

Vabade radikaalide médramiseks on enim leidnud kasutamist luminooli poolt esile kutsutud
kemoluminestsentsi miidramine (Sikka et al., 1995). Luminool e. 5-amino-2,3-dihiidro-1,4-

phtalaziin-dioon vd&i 3-amino-phtalaatiline-hiidraziid on kemoluminestseeruv iihend, mis
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emiteerib keemilisel reaktsioonil valgust lainepikkusel 424 nm. Luminooli struktuurvalem on

toodud joonisel 16.

NH, O
O

Joonis 16. Luminooli struktuurvalem.

Reageerimisel vesinikperoksiidi vOi peroksiinitritiga, luminool oksiideerub. Luminool
muundatakse dianiooniks ja kaks lammastiku aatomit asendatakse kahe hapniku aatomiga. Sellel
reaktsioonil eraldub ldmmastik gaasina, jittes luminooli ergastatud olekusse. Ergastatud olek

tahendab lisaenergiat, mis eraldub valgusvoona. Kirjeldatud reaktsioon on toodud joonisel 17.
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Joonis 17. Luminooli oksiideerumine.
Lipiidide peroksiidatsiooni hindamisel kasutatakse pohiliselt peroksiidatsiooni 10pp-produktide
modtmist, aga ka poliikiillastamata rasvhapete taseme languse hindamist. Tabelis 6 on toodud

lipiidide peroksiidatsiooni mddtmise meetodid (Sédergren, 2000).

Tabel 6. Lipiidide peroksiidatsiooni midiramise meetodid.

Mootmisobjekt Meetod

Poliikiillastamata rasvhapete | Gaaskromatograafia ja kdrgsurve vedelikkromatograafia

taseme langus

Dieenkonjugaadid Korgsurve vedelikkromatograafia ja spektrofotomeetria

Maloondialdehiitid Tiobarbituurhappe test ja kdrgsurve vedelikkromatograafia,
spektrofotomeetria

Aldehiitidid Gaaskromatograafia-mass-spektroskoopia ja antikehad

F»- isoprostaan Gaaskromatograafia-mass-spektroskoopia
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Lipiidiide peroksiidatsiooni hindamisel on enim leidnud kasutust maloondialdehiitidi mééramine
tiobarbituurhappe testiga. Tiobarbituurhape annab reaktsiooni maloondialdehiiiidiga ja mdnede
teiste aldehiilididega. Kuna tiobarbituurhape reageerib ka monede teiste lipiidide
peroksiidatsiooni 18pp-produktidega, siis on tdpsem Oelda, et lipiidide peroksiidatsioon

méidratakse tiobarbituurhappe reaktiivsete substantside kaudu (Zilmer et al, 1994).

Valkude oksiidatsiooni hindamine pdhineb valkude karboksiiiilrithma derivaatide reageerimisel
2,4-dinitrofentiiilhiidrasiiniga, modtes seejirel lahuse neelduvust 370 nm juures. Hiljuti on aga
hakatud enam kasutama antikehadega méédramist, kuna siis on vdimalik méérata kindla valgu
okstidatsiooni. Kasutatavad antikehad tunnevad dra spetsiifilise valgu oksiideerunud osa (Bokov

et al., 2004).

Enimkasutatav marker DNA okstlikahjustuse méadramiseks on 8-hiidroksii-2-deoksiiguanosiin. 8-
hiidroksii-2-deoksiiguanosiin on peamine saadus puriini ja piirimidiini oksiideerumisel (Chen et
al., 1999). Teda on voOimalik moodta erinevate kudede ja rakkude DNA ekstraktsioonist.
Mootmiseks kasutatakse korgsurve vedelikkromatograafia elektrokeemilist médramissiisteemi

(Bokov et al., 2004).

Antiokstidantse kaitse hindamiseks inimorganismis on vdimalik méérata antioksiidantsete
ensliiimide ja teiste antioksiidantide hulka organismis. Kuna glutatioon on antioksiidant, mis
kiiresti oksiideerub ja viiakse rakust vélja, kasutatakse tihti glutatiooni méidramist (Fang et al.,
2002). On kasutatud ka glutatiooni ja oksiideeritud glutatiooni suhte muutumise modtmist
oksiidatiivse stressi tingimustes. GSH-d ja GSSG modtmisel kasutatakse korgsurve

vedelikkromatograafiat ja spektrofotomeetriat (Urso et al., 2003).

Lisaks on oluliseks nditajaks summaarne antioksiidantne vdoime. See on parameeter, mis votab
kokku antioksiidantide ja antioksiidantsete ensiilimide aktiivsuse. Maidramisel kasutatakse
standardina Trolox’it. Trolox (6-hiidroksii-2,5,7,8-tetrametiililkromaan-2-karboksiiiilhape) on
vitamiin E analoog. Pohiliselt kasutatakse kemoluminestsentsi médramise meetodit, kus
reaktsiooni annab luminool ja reaktsiooni kataliisaatoriks lisatakse peroksiidaasi (Pasqualotto et

al., 2000).
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2. Mehepoolne viljakus

2.1 Spermatogenees

2.1.1 Spermatosoid

Spermatosoid koosneb peast, kaelast, keskosast ja sabast. Peaosas vitab tuum enda alla ile 60%
ning tuuma ees paikneb akrosoom. Akrosoom on gliikkoproteiine sisaldav struktuur, mis katab
spermatosoidi pead. Pea pikkus on 4,5-5,0 pum ja laius 2,5-3,5 um (WHO, 1999). Peaosas asetseb
samuti tsentriool, mis on vajalik viburi funktsioneerimiseks ning embriio rakkude jagunemiseks.
Spermatosoidi saba pikkus on 45 pm ning seda ldbib viburi toes ehk aksoneem. Aksoneem
koosneb kahest tsentraalsest paaritust mikrotuubulist ja nende {imber asuvast {iiheksa
mikrotuubuli dupletist. Paarilistele mikrotorukestele kinnituvad haaradena valk diineiini
molekulid. Diineiin hiidroliitisib ATP molekuli ja konverteerib saadud energia spermi saba
mehhaaniliseks liikumiseks. Spermatosoididi keskosas on timber aksoneemi mitokondrid, kust
tekib vajalik ATP (Kérner, 1997). Seemnerakud véljuvad mehe seemnejuhast koos
seminaalplasmaga, moodustades seemnevedeliku. Seminaalplasma koosneb eesnddrme,
pOisnddrme ja munandimanuse eritisest. Seemnevedelikus on palju fruktoosi, on ka
prostaglandiine, L-karnitiini, o-gliikosidaasi, sidrunhapet ja happelist fosfataasi (Nieschlag,

2000).

2.1.2 Spermatogenees

Spermatogenees on spermatosoidi arenemine. Seemneraku arenguprotsess votab aega vdhemalt
64 pdeva. Spermatogenees jaguneb kolmeks perioodiks: paljunemine, kiipsemine ja
transformatsioon. Paljunemisperioodil jagunevad tiivirakkudest péarinevad spermatogoonid
mitootiliselt ning osa spermatogoonidest diferentseerub primaarseteks spermatotsiiiitideks.
Kiipsemise kéigus jagunevad primaarsed spermatotsiilidid meiootiliselt. Meioosi esimeses
jagunemises tekivad primaarsetest spermatotsiilitidest sekundaarsed spermatotsiilidid ning
meioosi teises jagunemises tekivad sekundaarsetest spermatotsiiiitidest spermatiidid. Seega
tekivad meioosi tagajirjel diploidsetest rakkudest haploidsed rakud. Spermatiididest arenevad
edasi spermatosoidid ning antud protsessi nimetatakse transformatsiooniks ehk spermiogeneesiks
(Nieschlag, 2000). Transformatsiooni varastes astmetes moodustub akrosoom. Edasi toimub

rakutuuma kondenseerumine ja tsilitoplasma reorganiseerumine spermi keskosaks ja sabaks.
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Spermiogeneesi viimases osas tdugatakse &dra liigne tsiitoplasma. Spermide vabanemist
seemnetorukese valendikku nimetatakse spermiatsiooniks. Spermiatsioonil jddb spermi
keskosaga seotuks veel viike tsilitoplasma tilgake, mille sperm kaotab 1dplikult alles
munandimanusejuha ldbides (Kérner, 1997). Spermatogeneesi héirete korral vdivad spermas

esineda seemnerakkude eellasrakud.

2.2 Mehepoolse viljatuse moiste, levik ja péhjused

Ligikaudu 15% paaridest seisavad silmitsi viljatuse probleemiga. Viljatuks nimetatakse paari,
kellel ei ole dnnestunud rasestuda iihe aasta jooksul. Primaarne viljatus defineerib olukorda, kus
varem ei ole rasedust saavutatud. Sekundaarne viljatus tdhendab aga olukorda, kus eelnevatele
rasedustele ei ole uusi rasedusi jargnenud (Nieschlag et al., 2001). Viljakust mdjutavad partnerite
vanus ja tervislik seisund ning ennekdike suguelundite normaalne funktsioneerimine (Sharpe,
2002). Viljakust mdjutavad ka mitmed keskkonnast tulenevad faktorid. Keskkond esindab
fiisiliste (temperatuur), keemiliste (tehisained), bioloogiliste (bakterid), kditumuslike (stress) ja

sotsio0konoomiliste (toitumine ja elukoht) mdjurite kogumit (Negro-Vilar, 1993).

Viljatuse pohjused on umbes 40% juhtudel naisepoolsed; 40% mehepoolsed ning ligikaudu 20%
juhtudel jadb viljatuse pohjus selgusetuks (Jeyendran, 2000). Mehe viljatuse diagnoos pannakse,
kui uuritud on mdlemat partnerit ja on leitud mehepoolne probleem (Kretser, 2001). Meeste
viljakust mdjutavad vdga mitmed haigused. Viljatus voib olla pdhjustatud geneetilistest
korvalekalletest, poletikest, traumast ning endokriinsetest, erektsiooni vai ejakulatsiooni hdiretest
(Immarrone et al.,, 2003). Modned mehe viljakust mojutavad haigused pdetakse lébi
(mumpsorhiit), omandatakse (traumad, podletikud) vdi nad kujunevad vilja puberteedieas
(varikotseele) ja sellele jargneval perioodil. Osal juhtudest voib viljakuse vdhenemise pohjuseks

olla tdiskasvanueas omandatud ning aja jooksul progresseeruv haigus (Punab et al., 2003).

2.2.1 Geneetilised pohjused

7% mehepoolse viljatuse juhtudest on pohjustatud geneetilistest pdhjustest: kromosoomide arvu
voi struktuuri defektidest voi Y-kromosoomi mikrodeletsioonidest (Vicdan et. al., 2004). Kdige

enam esineb  Klienefelter’i  siindroomi.  Nimetatud siindroomiga meestel esineb

sugukromosoomide arvu kdrvalekalle - 47,XXY. Samuti pohjustavad rasket mehepoolset viljatust
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Y-kromosoomi mikrodeletsioonid, mis vdivad kehavilise viljastamise meetodi kasutamisel edasi

kanduda jargnevasse polvkonda (Weidner et al., 2002).
2.2.2 Poletikud

Akuutsed ja kroonilised pdletikud vdivad olla viljatuse pdhjuseks. Pdletik voib olla pdhjustatud
mehe suguteede infektsioonist vdi aktiveeritud immunoloogiliselt (Eggert-Kruse et al., 2001).
Seemnevedelikus vaib lisaks seemnerakkudele olla ka leukotsiiiite. Leukotsiilidid on organismi
kaitsefunktsiooni tagavad vererakud, mis jaotatakse kolme klassi: granulotsiiiidid (neutrofiilid,
basofiilid, eosinofiilid), monotsiiidid ning limfotsiitidid. Leukotsiiiitidest esinevad
seemnevedelikus pdhiliselt neutrofiilid, monotsiitidid ja limfotsiiiidid. Liimfotsiitidid on parit
pohiliselt munandist ja munandimanusest, neutrofiilid ja monotsiilidid aga eesnddrmest.
Neutrofiilid ja monotsiiiidid on fagotsiitoosivoimelised rakud, mis samuti vdivad osaleda ka
anormaalsete spermatosoidide kdrvaldamisel (Sharma et al., 2001). Kdrge leukotsiiiitide hulk on
poletikuniitajaks ning {ldiselt peetakse lubatud piiriks 1 x 10%ml. Leukotsiiiitide
kontsentratsioon >1 x 10%ml vajab ravi (WHO, 2000). Samas on teiste uuringutes leitud, et juba
leukotsiiiitide kontsentratsiooni 0,2 x 10%ml juures on suurenenud mikroorganismide
esinemissagedus. Seetdttu voiks >0,2 x 10%ml leukotsiiiitide kontsentratsiooni korral pdorata
suuremat tdhelepanu vdimalikule pdletikule (Punab et al., 2003). Samuti on oluline, et
korgenenud leukotsiilitide kontsentratsiooni seostatakse seemnevedeliku madala kvaliteediga
(WHO, 1999). Leukotsiilitide kontsentratsioon seemnevedelikus >2 miljonit ml-s vdhendab
seemnerakkude litkuvust (Sharma et al., 2001). Samuti néitavad uuringud kehavélise viljastamise
vihenenud tulemuslikkust seemnevedelikuga, milles oli leukotsiiiite >6 miljonit ml-s (Sharma et

al., 2001).

Leukotsiitite aktiveerivad erinevad stiimulid, kuid peamiseks aktiveerijaks on siiski sugulisel teel
levivad haigused (Agarwal, 2003). Aktiveeritud leukotsiitidid toodavad erinevaid tsiitokiine,
nditeks interleukiin-8 (IL-8) ja interleukiin-6 (IL-6). Tsiitokiinid on poliipeptiidid, mida
vabastatakse erinevate aktiveeritud immuunrakkude vOi mitte-immuunrakkude poolt, mis
reguleerivad kaitsereaktsioone. Tsiitokiinide méddrmine on heaks pdletikumarkeriks (Eggert-
Kruse et al., 2001). Tsiitokiinidel on vahendaja roll mitmetes fiisioloogilistes ja patoloogilistes
protsessides, mdjutades seemevedeliku kvaliteeti ja seemnerakkude funktsiooni (Eggert-Kruse et
al., 2001). Tsiitokiinid ja RHO-d on vahendajaks podletiku toksilisele mdjule (Depuydt et al.,

1996). Uuringute tulemustena on leitud korge leukotsiiiitide hulgaga seemnevedelikes ka
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kdrgemat tsiitokiinide taset (Eggert-Kruse et al., 2001). Samuti on tuvastatud néiteks suurenenud
IL-8 ja IL-6 kontsentratsiooni negatiivset moju seemnerakkude liikuvusele (Eggert-Kruse et al.,

2001).

2.2.3 Muud pohjused

Lisaks eelpool kisitletud teguritele voib viljatus olla pdhjustatud mitmetest suguelundite ja
sugunddrmete hdiretest. Nendeks vdivad olla nditeks kriiptorhism (munandite laskumatus),
hiipogonadism (gonadotropiini vabastajahormooni defitsiit) voi varikotseele (munandikoti
veenilaiend) (Nieschlag et al., 2001). Eesti meeste seas on levinumateks viljatuse riskiteguriteks

osutunud varikotseele, sugutraktipdletikud ning kriiptorhism (Punab et al., 2003).

Siiski jadb ligikaudu 20%-il viljatutel meestel lastetuse pohjus selgusetuks (Immarrone, 2003).
Meeste viljakuse uuringutes on viimase 10 aasta jooksul keskendutud globaalsete, arvatavalt
keskkonna ja eluviiside muutustest tulenevate sperma kvaliteedi halvenemise pdhjuste
viljaselgitamisele (Punab et al., 2003). Teatud keskkondlikud, tegevusalased ja elustiili mdjurid
voivad toendoliselt normaalset spermatogeneesi protsessi héirida. Liigselt kuum keskkond pérsib
spermatogeneesi. Kaua kestnud kokkupuude raskmetallidega (plii, kaadmium, elavhdbe) voi
teiste ainetega (pestitsiidid, herbitsiidid) voib vdhendada viljakust. Samuti on tdestatud liigse

alkoholi tarbimise ning suitsetamise negatiivne moju mehe viljakusele (WHO, 2000).

2.3 Mehepoolse viljatuse analiiiisi laboratoorsed voimalused

Mehepoolse viljatuse diagnoosimiseks on vajalik teha haiguse eellugu ehk anamnees, lébi viia
mehe fiiiisiline ldbivaatus ja laboratoorsed uuringud. Laboratoorsed uuringud hdlmavad vere,
uriini, eesnddrme sekreedi ja seemnevedeliku analiilise ning geneetilisi uuringuid. Eriti suur
tahtsus viljatuse diagnoosimisel on seemnevedeliku analiiiisil (WHO, 2000). Seemnevedeliku
kvaliteedi hindamine toimub tavaliselt vastavalt Maailma Tervishoiuorganisatsiooni (WHO)
juhenditele. Hinnatakse ejakulaadi mahtu, seemnerakkude liikuvust ning nende kontsentratsiooni
ja morfoloogiat. Samuti uuritakse poletikurakke ning spermatosoidide vastaste antikehade

olemasolu (WHO, 1999).
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2.3.1 Seemnerakkude liikuvus

Seemnerakkude litkuvuse hindamisel jagatakse seemnerakud nelja klassi vastavalt

seemnerakkude litkumiskiirusele (WHO, 1999) :

A - kiiresti ja progresseeruvalt litkkuvad seemnerakud >25 um/s
B - aeglaselt ja progresseeruvalt litkuvad seemnerakud <25 um/s
C - kohapeal liikuvad seemnerakud

D - litkkumatud seemnerakud

Hea seemnerakkude kvaliteediga prooviks loetakse analiilisi, kus A liitkuvaid seemnerakke on
>25% vo1 A + B liikuvaid on >50%. Anormaalne spermatosoid ei ole hea litkuvusega, mistottu
on spermatosoidide liikuvus tiks tdhtsamaid néitajaid raseduse saavutamiseks (Jeyendran, 2000).
Olukorda, kus seemnerakud on madala liikuvusega nimetatakse asthenozoospermiaks (WHO,

1999).

2.3.2 Seemnerakkude kontsentratsioon

Spermatosoidide kontsentratsiooni lugemisel antakse seemnerakkude arv miljonites {ihes ml-s.
Kontsentratsiooni hindamiseks on kasutusel mitmeid erinevaid gradueeritud klaase, enim on
leidnud kasutamist Makleri ja Neubaueri klaasid (Mortimer, 1994). Uuringud on ndidanud, et
mehe viljakus (mdddetuna ajana kuudes, mis kulub raseduse saavutamiseks) véheneb
margatavalt, kui spermatosoide on <40 mln/ml spermas. Jargnev mehe viljakuse hiippeline
vihenemine toimub umbes 20 mln/ml ja viimane 10 mln/ml juures, millest allapoole on
loomulikul teel raseduse saavutamine védga véhetdendone. Spermatosoidide <5 min/ml on piir,
kus spermapatoloogia olulisteks pdhjusteks muutuvad teadaolevad geneetilised héired (Punab et

al., 2003).

2.3.3 Seemnerakkude morfoloogia

Kodige vastuolulisem analiiiisi osa on seemnerakkude kuju ehk morfoloogia hindamine (Eliasson,
2003). Morfoloogia hindamisel jagatakse spermatosoid kolmeks osaks: peaosa, keskosa ning

sabaosa. Seejdrel miédratakse missuguses seemneraku osas esineb morfoloogiline defekt. Vea

puudumisel hinnatakse spermatosoid normaalseks (Nieschlag, 2000).
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Pohilised hindamismeetodid on WHO meetod ja ,,strict criteria® meetod. Viimast on nimetatud ka
Tygerberg’i voi Kruger’i meetodiks (Eliasson, 2003). ,,Strict criteria® meetodi erinevus teistest
meetoditest seisneb viikeste morfoloogiliste vigadega seemnerakkude hindamist anormaalseteks.
Vastavalt kasutatud meetodile tuleneb ka tulemuste tolgendamine. WHO meetodi kasutamise
puhul loetakse heaks proovitulemust, kus on iile 30% normaalseid spermatosoide (Jeyendran,
2000). Viljakatel meestel on normaalseid spermatosoide ,,Strict criteria® meetodi puhul >14%
(Mortimer, 1994). Uuringute kohaselt on rasedus saavutatud ka selliste seemnevedelikega, kus on

0% normaalseid seemnerakke (Eliasson, 2003).

2.3.4 Leukotsiiiitide maidramine seemnevedelikus

Peale seemnerakkude kvaliteedi on oluline leukotsiiiitide olemasolu seemnevedelikus.
Seemnevedelikus on tihtis eristada leukotstiiite ebakiipsetest spermatosoididest. Leukotsiititide ja
ebakiipsete spermatosoidide eristamiseks on kaks meetodit, mis pohinevad rakkude peroksiidaasi
aktiivsuse mdiédramisel. Peroksiidaas-positiivsed leukotsiiiidid vérvuvad orto-toluidiini voi
bensidiiniga pruuniks, samas kui peroksiidaas-negatiivsed ebakiipsed spermatosoidid jddvad
varvituks (Mortimer, 1994). Samuti on iiheks vdimaluseks kasutada leukotsiiiitide eristamiseks
nende omadust teatud vérvidega vérvuda erinevalt. Sellisel juhul kasutatakse sperma

diferentsiaalvarvimisel Giemza ja Bryan-Leishman’i meetodit (Williams et al., 1996).

Koik eelpool nimetatud néitajad kuuluvad traditsioonilise seemnevedeliku analiiiisi juurde.
Juurde saab teha palju analiiiise ja teste, mis annavad lisainfomatsiooni seemnevedeliku kohta.
Naiteks on vdimalik uurida seemnerakkude vitaalsust ja akrosoomi reaktsiooni, médrata
seemnevedeliku biokeemilist koostist, mikrobioloogiat, pdletikumarkereid ja hapniku reaktiivseid
osakesi (WHO, 1999). Uha enam on hakatud tihelepanu pédrama seemnevedeliku oksiidatiivse
staatuse, reaktiivsete hapniku osakeste ja antioksiidantide madramisele. Antud néitajad on abiks

viljatuse pohjuste selgitamisel.

Spermatosoidide kontsentratsiooni, liikuvuse ning morfoloogia pdhjal seemnevedelikud

klassifitseeritakse ning klassifikatsioon on toodud tabelis 7 (WHO,1999).
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Tabel 7. Terminoloogia seemnevedelike klassifitseerimiseks.

Diagnoos Viirtus

Normozoospermia Kontsentratsioon- >20 x 10° /ml
Liikuvus- A> 25% ja/vdi A+B >50%

Morfoloogia- normaalseid spermatosoide >5%

Oligozoospermia Kontsentratsioon- <20 x 10°/ml
Asthenozoospermia Liikuvus- A<25% ja/voi A+B <50%
Teratozoospermia Morfoloogia-

WHO meetod-normaalseid spermatosoide <30%

,»Strict criteria“ meetod <5%

Oligoasthenoteratozoospermia Kontsentratsioon- <20 x 10° /ml
Liikuvus- A<25% ja/voi A+B <50%

Morfoloogia- normaalseid spermatosoide <5%

Azoospermia Seemnerakke ejakulaadis ei leidu
Aspermia Puudub ejakulaat
Leukotsiitospermia Leukotsiitidid- >1 * 10° /ml

2.4 Reaktiivsed hapniku osakesed ja spermatosoidide fiisioloogia

Viljudes mehe seemnejuhast ei ole seemnerakk viljastamisvéimeline. Viljastumisvdime saavad
spermid emassuguteede ldbimisel protsessiga, mille kdigus spermid kaotavad enslilime
inhibeerivad ja memraane stabiliseerivad valgud ja siisivesikud. Antud protsessi nimetatakse
kapatsitatsiooniks (Taylor, 2001). Munaraku viljastumine toimub munajuhades ning viljastumisel
kinnitub seemnerakk munarakku {imbritsevale kestale (zona pellucida), mis vallandab
spermatosoidi akromosoomi reaktsiooni. Akrosoomi reaktsioon on protsess, mille kaigus
spermatosoid vabastab akrosoomist hiidroliiiitilisi ensliime munaraku kestade lammutamiseks

(Bedford, 1983).

RHO-de produktsioon seemnerakus on normaalne fiisioloogiline protsess (Pasqualotto et al.,
2000). RHO-de tekkimiseks seemnerakkudes on jérgnevad voimalused:
1. nikotiinamiid adeniin dinukleotiid fosfaat (NADPH) oksiidaas siisteem spermatosoidi
membraanis
2. spermatosoidi NADH-sOltuv oksiidoreduktaas, mis asetseb spermi keskosas ja on

integreeritud mitokondriaalsesse respiratoorsesse siisteemi (Sharma et al., 1999).
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Reaktiivsed hapniku osakesed, eriti O," ja H,O,, kdituvad signaalmolekulidena, kapatsitatsiooni
esilekutsujana ja vahendajana (Suzuki et al., 1997). Kapatsitatsiooniga on seotud tiirosiini
fosforiileerumine ja on vajalik kaltsiumi olemasolu millimolaarses kontsentratsioonis, mis
soodustab RHO-de teket (De Lamirande et al., 1997). Kapatsitatsioon algab rakusisesest
kaltsiumi ja cAMP hulga tdusust, millele jargneb tiirosiini fosforiileerumine. Kui nimetatud
protsess peatatakse tlirosiin  kinaasi inhibiitoritega, siis kapatsitatsiooni ei toimu.
Vesinikperoksiidil on tiirosiini fosforiileerumisel oluline osa (Aitken, 1997). H>O; osa seisneb
tiirosiin fosfataasi aktiivsuse supressioonis. Tiirosiin fosfataas on sdltuv tsiisteiinijddgi tioolgrupi
redutseeritud olekust, viimane oksiideeritakse vesinikperoksiidi poolt (Aitken, 1997). Akrosoomi
vilisel membraanil on aktiinifilamentidest koosnev voOrgustik, mis stabiliseerib sisemist ja
vélimist membraani. Nimetatud vorgustik takistab membraanide enneaegset kokkusulamist ning
sinna seostub fosfolipaas C. Fosfolipaas C osaleb akrosoomi reaktsiooni esilekutsumisel (Aitken,

1997). Biokeemiliste protsesside toimumist kapatsitasioonil illustreerib joonis 18.

RHO-de produtseerimine
Aktiinifilamentidest koosnev vorgustik

H20,

* Fosfolipaas C seostumine

cAMP

¢

Tiirosiini fosforiileerimise
esile kutsumine

Akrosoomi vesiikel

Joonis 18. Biokeemiliste protsesside toimumine kapatsitatsioonil (Aitken, 1997).

RHO poolt loodud moddukad oksiidatiivsed tingimused ergutavad seemnerakke ka akrosoomi

reaktsioonil ja kinnitumisel munaraku véliskestale (Aitken et al., 1989).
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2.5 Reaktiivsed hapniku osakesed ja meeste viljatus

Kontrollimatu ja iileliigne reaktiivsete hapniku osakeste tekkimine on oluline faktor meeste
viljatuse pohjuste seas. Uuringud on ndidanud, et viljatutel meestel on korgem RHO-de tase
seemnevedelikus kui viljakatel meestel (Pasqualotto et al., 2000). Uleliigne reaktiivsete hapniku
osakeste olemasolu seemnevedelikus voib olla produtseeritud seemnerakkude poolt, seostatakse
jaaktsilitoplasmaga spermatosoidi keskosas, voi leukotsiilitide poolt — eriti granulotsiiiitide poolt

(Sikka, 1996).

RHO-de produtseerimine seemnerakkude poolt.

Uuringutes on leitud tsiitoplasma biokeemilise markeri, kreatiini kinaasi, tOusu vastavust
peroksiidatiivsete kahjustustega. Samuti esineb hiipotees, et jéadktsiitoplasmaga rakkude
kontrollimatu RHO-de produktsioon on pdhjustatud teise tsiitoplasma ensiitimi (glitkoos-6-
fosfaat dehiidrogenaasi) poolt kataliilisitavatest reaktsioonidest (Aitken et al, 1997). Nimetatud
enstiim kataliitisib NADPH-1 teket, mis stimuleerib RHO-de tekkimist. Jadktsiitoplasma
olemasolul gliikkoos-6-fosfaat dehiidrogenaasi sisaldus on seemnerakus suurenenud ja see

omakorda pohjustab suurenenud NADPH-1 kéttesaadavust (Storey, 1997).

RHO-de produtseerimine leukotsiiiitide poolt.

Leukotstititide kahjustav mdju oleneb nende hulgast, nende aktiveeritusest ning vdimest toota
vabu radikaale (Pasqualotto et al., 2000). Aktiveeritud leukotsiiiidid vdivad produtseerida 100
korda enam RHO-sid kui aktiveerimata. Aktiveeritud leukotsiiiidid suurendavad NADPH
tekkimist. Makrofaagide aktiveeritus ja korge RHO-de tootmine viib oksiidatiivse purskeni st.
leukotsiiiitide poolt toodetud reaktiivsed hapniku osakesed aitavad kaasa fagotsiitoosile (Agarwal

etal., 2003).

Imetajate spermatosoidid on tundlikud RHO podhjustatud kahjustustele, kuna nende membraanis
on palju poliikiillastamata rasvhappeid ja tsiitoplasma sisaldab madalas kontsentratsioonis RHO-
sid korvaldavaid ensiiime. (Agarwal et al., 2003). Lipiidide peroksiidatsiooni seemneraku
membraanis loetakse votmemehhanismiks RHO-de poolt pohjustatud spermatosoidi kahjustuse
tekkimisel (Sikka, 1996). RHO-d muudavad spermatosoidi fosfolipiidide rasvhappelist koostist ja
pohjustavad seeldbi okstlidatiivseid kahjustusi DNA-Ie.
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Uuringute andmetel on membraani muutlikkus vastavuses vidhenenud poliikiillastamata
rasvhapete hulgaga ja suurenenud keskmise sulamispunktiga (Combhaire et al., 2000).

Lipiidide peroksiidatsiooni tdhtsus seisnebki membraanistruktuuri ja funktsioonide, nagu
transpordi protsesside, ioonide ja ainevahetuslike produktide gradientide sdilitamise ja
signaaliiilekannete, héirituses. Madal NADH-i ja glutatiooni tase, mis on lipiidide
peroksiidatsiooni metaboliitide eemaldamise kdigus suurenenud glutatiooni peroksiidaasi

aktiivsuse tulemus, mdjutab rakusisest Ca*" hulga muutust (Sikka, 1996).

Peale membraani voib lipiidide peroksiidatsioon kahjustada ka DNA-d ja valke. Oksiideeruvad
DNA aluspaarid, pohiliselt guaniin lipiidide peroksiitil voi alkoksiiiil radikaalide toimel. Voib
toimuda ristsidumine ja kromosomaalsed iimberpaiknemised. RHO-d vahendavad ka DNA
fragmenteerumist. Viljatutel meestel on tdheldatud rohkem DNA fragmenteerumist kui viljakatel
(Agarwal et al., 2003). Reaktiivsed hapniku osakesed soodustavad valkude —SH riihma
oksilideerumist, mille 1dbi muutub spermatosoid vastuvotlikumaks makrofaagide riinnakutele

(Aitken, 1994).

Reaktiivsete hapniku osakeste kahjuliku mdju védhendamiseks on seminaalplasmas ja
seemnerakkudes suur hulk antioksiidante (a-tokoferool, askorbiinhape, kusihape, albumiin) ning
antioksiidatiivseid ensiiime (superoksiidi dismutaas, glutatioon peroksiidaas, katalaas)
(Raijmakers et al., 2003). Askorbiinhapet on seminaalplasmas 364 pmol, vorreldes vereplasmaga
(40 pumol) on seda arvestataval médral. Ka seemnerakus on askorbiinhapet ~1 pumol/ 10'°raku
kohta. Vahenenud askorbiinhappe sisaldus ja tilemddrane RHO-de hulk voib viia spermatosoididi
kahjustusteni (Lewis et al., 1997). Tokoferooli sisaldus seminaalplasmas on tagasihoidlik 0,32-
0,52 1 pumol/l. Vitamiin E roll seisneb koostdds vitamiin C-ga, seetdttu pole kdrgema
kontsentratsiooni olemasolu vajalik. Glutatioon on oluline kaitsemehhanism seemnerakus
vesinikperoksiidi vastu. Lisaks kéitub glutatioon valkude SH-rithma kaitsjana (Lewis et al.,
1997). Uuringutes on leitud viljatutel meestel madalam glutatiooni kontsentratsioon
seminaalplasmas. Korget glutatiooni taset on aga seostatud kdrgema seemnerakkude liikuvusega
(Raijmakers et al., 2003). Normaalsetes tingimustes suudavad seemnevedeliku antioksiidandid

seemnerakke RHO-de eest kaitsta (Sikka, 1996).

Reaktiivsete hapniku osakeste iileméérase tekke voi seemnevedeliku antioksiidantide vihenemise

tottu voib kujuneda seemnevedelikus oksiidatiivne stress, mis viib seemnerakkude kahjustusteni.
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Joonisel 19 on toodud oksiidatiivse stressi ja antioksiidantide osa viljatuse tekkimise

mehhanismis (Sikka et al., 1995).

Poletlk. — | 1RHO-d (0", H;0,, OH)) | «—— Kahjustatud
Infektsioon

spermatosoidid
! 5

| Antioksiidandid

1 Oksiidatiivne stress \

A\ 4
1 Tsiitokiinid l 1 DNA, valkude ja
(IL-6, IL-8) lipiidide kahjustused
l 1 Lipiidide peroksiidatsioon
Muutunud Ca2+ l . Y
regulatsioon —» | Spermatosoidide liikuvus

I

Viljatus

Joonis 19. Oksiidatiivse stressi ja antioksiidantide osa seemnerakkude funktsioonis ja meeste

viljatuse tekkimises (Sikka et al., 1995).

Okstidatiivne stress viib spermatosoidi elujoulisuse, rakusisese ATP hulga ja liikuvuse languseni,
pOhjustades seeldbi viljatust. Seos seemnerakkude liikuvuse ja RHO-de vahel arvatakse seisnevat
ensiitimi gliikoos-6-fosfaat dehiidrogenaasi (G6PD) aktiivsuse vdhenemises. H,O, difundeerub
labi membraani rakku vdhendades GO6PD aktiivsust. Antud ensiiim kontrollib seemneraku
gliikoosi voolu (Agarwal et al., 2003). Lisaks on iileliigsel RHO-de hulgal kahjulik mdju

kapatsitatsioonile ja akrosoomi reaktsioonile (Alvarez et al., 1987).

2.6 Toitumine ja mehepoolne viljatus

Viljatust mdjutavad mitmed elustiili faktorid, nende seas suitsetamine, rohke alkoholi tarbimine
ja toitumise puudujiigid (De Celis et al., 1996). Viljatuse seisukohalt on olulised jargmised
toitained: karnitiin, arginiin, tsink, seleen, askorbiinhape, a-tokoferool ja karotenoidid (Sinclair,

2000).
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Karnitiin

Karnitiin ehk vitamiin Bt omab vitamiinset aktiivsust ning sellel {ihendil on téhtis roll rasvhapete
metabolismis (Zilmer, 1996). Karnitiini iilesanne munandimanuses on pakkuda seemnerakkudele
energeetilist substraati, toetades sellega seemnerakkude litkuvust ja edukat kiipsemist. Karnitiini
olulisus seisneb tema rollis transportida pikaahelalisi rasvhappejdidke mitokondrisse, kus need
oksiideeritakse energia tootmise eesmirgil. Madal karnitiini tase vidhendab rasvhapete
kontsentratsiooni mitokondris, viies alla energia tootmise ning vdhendades seemnerakkude
litkuvust (Sinclair, 2000). Mitmed erinevad uuringud on joudnud samale jdreldusele - karnitiini
kasutamine toidulisandina (3 g pédevas) mdjub positiivselt seemnerakkude liikuvusele ning

kontsentratsioonile (Sinclair, 2000).

Arginiin

Aminohape arginiin on biokeemiline prekursor putrestsiini, spermidiini ja spermiini siinteesis.
Nimetatud poliiamiinid on olulised spermatosoidide liikuvuse tagamiseks. Uuringus, kus 178
meest said kolme kuu jooksul toidule lisaks 4 g arginiini pievas, tuvastati spermatosoidide arvus
ja litkuvuses paranemist 74 %-dil uuringus osalejal (Sinclair, 1973). Teises sarnases uuringus anti
asthenozoospermsetele patsientidele 10%-list arginiini preparaati, mis samuti viis seemnerakkude

kvaliteedi paranemisele (Scibona et al., 1994).

Tsink

Tsink on mineraalaine, mis on vajalik mehe reproduktiivsiisteemi normaalseks
funktsioneerimiseks. Tsinki on rohkesti spermatosoidides ning ta on vajalik eesnddrme
talitluseks. Mitmed biokeemilised protsessid on tsingist sdltuvad ning samuti on ta enam kui 200
ensiitimi kofaktoriks (Henkel et al., 1999). Tsingi puudust seostatakse madala testosterooni
tasemega ja madala seemnerakkude arvuga. Madalat tsingi taset on leitud viljatutel vihenenud

seemnerakkude arvuga meestel (Sinclair, 2000).

Seleen ja glutatioon

Seleen on hddavajalik mehe viljakuseks ning seda vajatakse testosterooni biosiinteesiks ja
spermatosoidi normaalseks arenguks (Rayman, 2000). Seleen on glutatiooni peroksiidaasi
kofaktor, suurendades seeldbi glutatiooni kéttesaadavust. Glutatioon peroksiidaasi leidub
spermatiidides, spermatiidi kiipsedes ja spermatosoidi transformatsioonil jddb glutatioon
peroksiidaas kiipse spermatosoidi keskossa (Ursini et al., 1999). Glutatiooni voi seleeni puuduse

tulemuseks voib olla spemide litkuvuse langus (Ursini et al., 1999).
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Vitamiin C

Uuringud on nididanud seminaalplasma askorbiinhappe hulga soltuvust toiduga saadud
askorbiinhappe kogusest. Uhes uuringus vihendati askorbiinhappe kogust 250 mg-ilt kuni 5 mg-
ni pdevas. Seminaalplasma askorbiinhape vihenes 50% ja seemnerakkude DNA kahjustuste hulk
tousis. Suitsetajatel on véga oluline jilgida piisava koguse C-vitamiini saamist toiduga. (Fraga et
al., 1991). Suitsetavate viljatute meestega tehtud uuringus jagati osalejad kolme rithma. Esimene
grupp sai platseebot, teine 200 mg ja kolmas riihm 1000 mg askorbiinhapet pédevas. Platseebo
grupi meeste seemnevedeliku kvaliteet ei paranenud ning suurim paranemine esines 1000 mg

saanud meestel (Dawson et al., 1992).

Vitamiin E

Vitamiin E soodustab suguniirmete normaalset arengut ja reguleerib suguhormoonide talitlust.
Vitamiin E mdjust meeste viljatusele on tehtud palju uuringuid (Suleiman et al., 1996). Vitamiin
E manustamisel 3 korda pdevas 100 mg korraga kuue kuu viltel, tdheldati uuringusosalejate
seemnerakkude liikuvuse paranemist ja seemnevedeliku maloondialdehiiiidi kontsentratsiooni
vihenemist. Uuringus osalenud meeste naistest 21% (11/52-st) jdi rasedaks (Suleiman et al.,

1996).

Karotenoidid

Karotenoididest on erilist tdhelepanu leidnud lilkopeen. Liikopeeni defitsiiti seostatakse
immunoloogilise viljatusega. Uuringus, kus vdrreldi immunoloogilise viljatusega mehi
viljakatega, leiti viljatute meeste madalam seminaalplasma liikopeeni sisaldus (Palan et al.,
1996). Teises uuringus, milles osales 30 teadmata pShjusega viljatut meest, anti osalejatele
pdevas 2000 mg liikopeeni kolme kuu jooksul. Paranesid seemnerakkude kontsentratsioon ja

litkkuvus ning rasestus 6 naist (20%) (Gupta et al., 2002).

Eelpool nimetatud toitainete vajadus kaetakse normaalse segatoitlusega (Zilmer, 1996).
Uuringute tulemusel on leitud seos ka seemnerakkude arvu ja kehamassi indeksi vahel (KMI =
keha mass kilogrammides/keha pikkuse ruut meetrites). Soovitavaks loetakse KMI vahemik 20-
25. Ulekaalulistel (KMI>25) ja alakaalulistel (KMI<20) meestel leiti madalam seemnerakkude
kontsentratsioon vorreldes normaalkaalus olevate meestega (Jensen et al., 2004). Edasist uuringut
vajab kiisimus, kas viimastel aastakiimnetel 1d4nemaailmas halvenenud seemnevedelike kvaliteet

on seotud samuti suurenenud keskmise KMI-ga (Jensen et al., 2004).
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III EKSPERIMENTAALNE OSA

3.1 Materjalid ja meetodid

3.1.1 Materjalid

Uurimistdd teostati AS Léadne-Tallinna Keskhaigla Pelgulinna Naistekliiniku Naistenduandla
patsientide (n = 95) baasil, ajavahemikus detsember 2003 - detsember 2004. Eksperimentaalne
osa viidi 1dbi sama haigla Diagnostikakliiniku androloogia laboris. Viljatus oli peamine pdhjus
androloogia kabinetti po6rdumiseks. Uuringus osalejate keskmine vanus oli 31 aastat (vahemikus
21 - 44 aastat). Koiki uuringu patsiente teavitati uuringu eesmaérkidest ning nad allkirjastasid

teadliku ndusolekulehe. Lisaks tditsid osad patsiendid (n = 50) toitumisharjumuste ankeedi.

Antud uuringu ldbiviimiseks oli véljastatud Tervise Arengu Instituudi Tallinna

Meditsiiniuuringute eetikakomitee luba nr. 411, 27. august 2003.

Uuringu eksperimentaalses osas kasutati jirgnevaid reaktiive:

1. Luminool (79378, Fluka, Sveits)

2. Dimetiiiilsulfoksiid e. DMSO (41639, Fluka, Sveits)

3. Fosfaat puhverdatud soolalahus e. PBS (79378, Fluka, Sveits)

4. IL-6 madramise diagnostiline komplekt (LK6PZ,1; EURO/DPC  Ltd.,
Uhendkuningriigid)

5. Spermac seemnerakkude vérvilahused (FP01S05, FertiPro N.V., Belgia)

6. Giemsa virvilahus Gurr (OB338926, VWR International Ltd., Uhendkuningriigid)

7. Leishman’i virvilahus Gurr (OB332003, VWR International Ltd., Uhendkuningriigid)
8. Fosfaat puhver; pH=7,0 (Na;H,PO,4 /KH,PO4)

9. 10%-line NaCl

10. Destileeritud vesi
Uuringu eksperimentaalses osas kasutati jairgnevaid seadmeid:

1. Luminomeeter (Wallac LKB 1251, Soome)

2. Immuunanaliiiisi automaatanaliisaator IMMULITE, Uhendkuningriigid)
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Mikroskoop (Olympus CH-40, Saksamaa)
Termostaat (WTC Binder, Saksamaa)
Tsentrifuug/segaja (Micro-Spin FV 2400, Venemaa)
Tsentrifuug (CM-6.03, Liti)

S

3.1.2. Meetodid

Eksperimentaalne t60 sisaldas jargmiseid etappe:
1. Seemnevedeliku kvaliteedi hindamine - seemnerakkude kontsentratsiooni, litkuvuse ja
morfoloogia midramine
Seemnevedeliku leukotsiiiitide mddramine
HRO-de midramine seemnerakkude suspensioonis

Pdletikumarkeri interleukiin-6 taseme médaramine seminaalplasmas

A

Patsiendi toitumisharjumusi kirjeldavate ankeetide tditmine ning analiiiis

3.1.2.1 Seemnevedeliku kvaliteedi hindamine

Seemnevedeliku proovid anti patsientide poolt Naistenduandlas kohapeal selleks ettendhtud
ruumis. Viimasest seemnepurskest oli moodunud viahemalt kaks, aga mitte rohkem kui 7 pdeva.
Peale proovi andmist termostateeriti need koheselt 37°C juures 30 minutiks. Nimetatud aeg on
vajalik seemnevedeliku veeldumiseks. Seejérel viidi ldbi seemnerakkude kontsentratsiooni ja

litkkuvuse méadramine ning morfoloogia hindamine.

Seemnerakkude kontsentratsiooni miaaramine

1. Spermast tehti lahjendus 10% NaCl-iga vastavalt seemnerakkude arvule vaateviljas

(tabel 8).
Tabel 8. Lahjendused vastavalt seemnerakkude arvule vaateviljas.
Seemnerakkude arv vaateviljas Lahjendus (seemnevedelik + 10%-line NaCl)
<15 1:5 (1+4)
15 -40 1:10 (1+9)
40 - 200 1:20 (1+19)
>200 1:50 (1+49)

2. Lahjendatud seemnerakkude suspensioon segati Vortex segajal.
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Neubauer’i kambrile asetati katteklaas, mille ddri oli eelnevalt niisutatud. Seejérel suruti
katteklaas Neubaueri kambrile kuni Newtoni rongaste tekkimiseni.

Neubauer’i kambrisse asetati 10 pl seemnerakkude suspensiooni.

Neubauer’i kambrit lasti seista niiskuskambris 5 minutit spermide sadenemiseks iihele
tasapinnale.

Mikroskopeerimisel kasutati 400x suurendust.

Kontsentratsiooni lugemisel loendati kdik terved spermid mdlemalt ruudustikult.
Molemalt ruudustikult loetud spermatosoidide arv liideti ja jagati lahjendusfaktoriga
(tabel 9). Seemnerakkude kontsentratsioon véljendati miljonites seemnerakkudes 1 ml
seemnevedeliku kohta.

Kontsentratsiooni méidramise usaldusvéirsus soltub loendatud seemnerakkude arvust.

Maidramise usaldusvéadrsus oli £ 10% (WHO, 1999).

Tabel 9. Lahjendusfaktorid Neubauer’i kambi jaoks.

Lahjendus (seemnevedelik + 10%-line NaCl) Lahjendusfaktorid
Leotud ruutude arv
25 10 5
1:5 (1+4) 20 8 4
1:10 (1+9) 10 4 2
1:20 (1+19) 5 2 1
1:50 (1+49) 2 0,8 0,4

Seemnerakkude liikuvuse méiiramine

1.

Mikroskoobi alusklaasile pipeteeriti 10 pl spermat ning selle peale asetati katteklaas (22 x
22 mm).

Preparaat asetati mikroskoobi esemelauale ning mikroskopeeriti 400x suurendust
kasutades.

Loeti 100 seemnerakku vdhemalt viies vaatevéljas. Mikroskopeeritud seemnerakud
jaotati litkumiskiiruse alusel A, B, C, D klassidesse vastavalt WHO (1999)
klassifikatsioonile.

Liikuvuse médramisel tehakse korduvméadramised ning 10%-st suurema erinevuse korral

korratakse litkuvuse hindamist. Sellest ldhtuvalt jdi hindamise viga <10% (WHO, 1999).
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Seemnerakkude morfoloogia hindamine

1.

TZI =

Seemnerakkude morfoloogia preparaatide valmistamiseks pipeteeriti 10 pl spermat
alusklaasile ja tdmmati see laiali katteklaasi voi teise alusklaasiga. Preparaat kuivatati
ohu kies toatemperatuuril ning fikseeriti 15 minutit Spermac fiksaatoris. Preparaat
varviti Spermaci varvidega jargnevalt: 1 minut varvilahuses A, 1 minut varvilahuses B ja
1 minut vérvilahuses C. Preparaat loputati destilleeritud veega peale igat vérvilahust.

Mikroskopeerimisel ~ hinnati ~ vdhemalt 100 spermatosoidi ~ morfoloogiat.
Mikroskopeerimisel kasutati 1000x suurendust ning oOli-immersioon objektiivi. Igat
spermatosoidi hinnati eraldi, defektse spermi korral dokumenteeriti defektne piirkond

(peaosa/kaelaosa/sabaosa) ning eraldi mérgiti tsiitoplasmatilga esinemine (WHO, 1999).

Morfoloogia tulemuste pohjal arvutati vdlja TZI (teratozoospermia index) indeks, mis

néitab defektide arvu iihe seemneraku kohta:

Defektide kogusumma

Defektsete spermatosoidide arv

3.1.2.2 Leukotsiiiitide ja ebakiipsete seemnerakkude virvimine Giemsa ja Bryan-

Leishman’i meetodil ja ning leukotsiiiitide kontsentratsiooni mairamine.

1.

Preparaatide valmistamine. Preparaadi valmistamisel pipeteeriti 10 upl spermat
alusklaasile ja tommati see laiali katteklaasi vdi teise alusklaasiga. Preparaadid kuivatati
ohu kées toatemperatuuril kuivaks ning vérviti jargnevalt: 1 minut Giemsa vérvilahuses,
1 minut Leishman’i vérvilahuses ja 1 minut puhvris. Seejdrel loputati preparaadid
destilleeritud veega.

Mikroskopeeriti vdhemalt 100 spermatosoidiga samale vaateviljale jddvat leukotsiiiiti
ning ebakiipset seemnerakku. Mikroskopeerimisel kasutati 1000x suurendust ning 0li-
immersioon objektiivi). Tabelis 10 on toodud leukotsiiiitide ja ebakiipsete seemnerakkude

varvumise erinevused.
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Tabel 10. Leukotsiiiitide ja ebakiipsete seemnerakkude viarvumise erinevused Giemsa ja Bryan-

Leishman’i meetodil.

Rakk Neutrofiil Liimfotsiiiit Monotsiiiit Spermatotsiiiit Spermatiid
Suurus 10-16 pm 8-15 um 12-20 pm 12-20 pm 10 um
Tuum 1. Segmentee- 1. Suur ja 1. Neerukujuline, | 1. Uks keskel 1. 1-2 timarat
1. Morfoloogia | ritud immargune, votab | harvem asetsev tuum, tuuma,
2. Virvus 2. Tumelilla enda alla suurema | iimmargune 2. Roosakas-lilla | asetsevad

osa rakust 2. Lilla perifeerselt

2. Lilla 2. Roosakas —

lilla

Tsiitoplasma Roosakas, voib | Helesinine Sinakas-hall, Lilla Sinakas-lilla

olla granu-

leeritud

voib esineda

vakuoole

Leukotstiiitide ja ebakiipsete seemnerakkude hulka arvutati jargmise valemiga (WHO, 1999):

NxS

100

kus C - loetavate rakkude kontsentratsioon (miljonit rakku ml kohta)

N - rakkude arv, mis loeti 100 seemnerakuga samades vaatevéljades

S - seemnerakkude kontsentratsioon (miljonit seemnerakku ml kohta)

3.1.2.3 Reaktiivsete hapniku osakeste méiramine seemnerakkude suspensioonis

RHO-de

publitseeritud meetodit (Wang et al., 2003) modifitseeritud kujul.

mootmisel

kemoluminestsentsi

detekteerimise

meetodil

1. RHO-de mdiramine teostati tunni méddumisel proovi andmisest

2. Veeldunud seemnevedelikku tsentrifuugiti (7 minutit, 2400 rpm).

kasutati

kirjanduses

3. Eemaldatati seminaalplasma (supernatant) ja spermatosoide pesti kaks korda PBS-iga (7

minutit, 2400 rpm).

4. Pestud

spermatosoidid

spermatosoidi/ml.

5. Valmistati 5 mM luminooli lahus DMSO-s.

6. 10 pl-le reaktsioonisegule lisati 400 pl pestud spermatosoidide suspensiooni

suspendeeriti

PBS’is

kontsentratsioonini

20 x 10°

7. Reaktsiooni kemoluminestsentsi intensiivsust mdddeti integreeritult 15 minuti jooksul

37°C juures luminomeeter Wallac LKB 1251-ga.
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8. Reaktsiooni kemoluminestsentsi intensiivsust viljendati mV-des seemnerakkude
kontsentratsiooni 20 x 10° spermi kohta.
Lisaks viidi korduvalt 14dbi negatiivseid kontrollkatseid, mille korral reaktsioonisegu

komponendid olid jargnevad: i) PBS ja luminool ning ii) seemnerakkude suspensioon.

3.1.2.4 Interleukiin-6 méairamine IMMULITE automaatanaliisaatoril

IMMULITE IL-6 baseerub ensiilimidega markeeritud tahkefaas kemoluminestsents-
immunomeetrilisel meetodil.

1. IL-6 médramiseks eraldatati seminaalplasma seemnerakkudest tsentrifuugimise teel (7
minutit, 3000 rpm).

2. 100 pl seminaalplasmat asetati analiisaatorisse.

3. Proov ja reagent pipeteeriti automaatselt katseplokki, mille siseseinad on kaetud
antikehadega. Katseplokk, mille temperatuuri hoitakse 37°C juures, pandi pooérlema
suurel kiirusel, mis pdhjustas IL-6 seotumise katseploki siseseintele. Jirgnevate pesudega
eemaldati materjal, mis ei seostunud antikehadega. Lisati kemoluminestsentne reagent
ning mdddeti tekkinud valgusvoo intensiivsus.

4. Tulemus viljendati IL-6 pg-des ml kohta (DPC, 2004).

5. Automaatanaliisaator IMMULITE kalibreeriti iga kahe nddala tagant kontrollproovidega
- korge ja madala IL-6 viirtustega proovidega. Analiiiisi tundlikkus oli 2 pg/ml-s.

Proovid, mille véirtus jdi nimetatud véértusele alla, vordsustati 2 pg/ml-ga.

3.1.2.5 Kiisimustiku koostamine ja analiiiis

Kiisimustik (LISA, lehekiilg 73) koosnes kiisimustest, mis uurisid inimese toitumistavasid,
fiiisilist aktiivsust, tootingimusi ning lisaks suitsetamise ja alkoholi tarbimise harjumusi.
Vastamisel paluti arvestada viimase kolme kuu tavasid. Uuringus osalejad tditsid ankeedi

iseseisvalt.

Toitumisharjumuste uurimiseks kasutati sagedusmeetodi kiisimustikku, mis sisaldas tabeleid selle
kohta, kui sageli mingit toiduainet s60di. Nimetatud meetod iseloomustab toitumistavasid
kvalitatiivselt ning annab andmeid tavalise toitumise kohta iildistatud kujul. Toitumistavade
kiisimustik koosnes toiduainete nimistust ja kiisitletava vastustest (kui sageli?). Uuriti

soogikordade arvu pédevas, hommiku ja 10unasddgi tavasid ning tarbitavate jookide ja valiku
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toiduainete tarbimise sagedust. Lisaks uuriti toidulisandite (vitamiini/mineraalainete drazeed)
kasutamist. Registreeriti ka osalejate pikkus ja kehakaal kehamassi indeksi midramiseks.

Alkoholi tarbimise ja suitsetamise korral paluti tdpsustada pédevas tarbitav kogus.

Kiisimustiku koostamisel kasutati kiisimusi, mida varem oli kasutatud toitumis - (Algma, 2001)
ja reproduktiivtervise uuringutes (Punab, 2003). Kiisimustiku analiiiisil toodi vidlja pohilised

trendid osalejate elustiilis ning neid vorreldi laboris teostatud uuringute tulemustega.

3.1.2.6 Andmete statistiline tootlus

Andmete to6tlemisel kasutati Mann-Whitney, Kruskal-Wallis ning x” teste ning samuti lineaarset
regressioonanaliiiisi. Analiiiisid teostati SPSS programmi kasutades. Tulemused esitati -

keskmine véirtus + standardhdlve (SD). Statistilise olulisuse hindamisel kasutati kriteeriumit - P

<0,05.
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3.2 Tulemused ja arutelu
3.2.1 Tulemused
3.2.1.1 Seemnevedelike kvaliteediniitajad

Maiidrati 95 mehe seemnerakkude kvaliteedinditajad ning leukotsiilitide esinemine
seemnevedelikus. Seemnevedelike seemnerakkude kontsentratsioonid jéid vahemikku 1 kuni 164
x 10%ml ning keskmiseks viirtus oli 41,5 + 34,3 miljonit seemnerakku ml-s. Seemnerakkude
litkkuvus (A+B) jdi piiridesse 0-78% ning keskmine liitkuvus oli 45,2 + 20,8 %. Seemnerakkude
morfoloogia hindamisel saadi tulemused 0-st kuni 16%-ni. Keskmine normaalse morfoloogiaga
seemnerakkude arv oli 6 + 3,7 %. Keskmine leukotsiiiitide kontsentratsioon spermas oli 0,17 +
0,5 x 10%ml (vahemik 0 kuni 3 x 10°%ml). Seemnevedelike jaotus seemnerakkude

kvaliteedinditajate jargi on toodud tabelis 11.

Tabel 11. Seemnevedelike jaotus diagnooside jérgi.

Diagnoos Proovide arv (n)
1. Normozoospermia 31
2. Oligozoospermia 5
3. Asthenozoospermia 13
4. Teratozoospermia 9
5. Oligoasthenoteratozoospermia 16
6. Oligoasthenozoospermia 9
7. Oligoteratozoospermia 2
8. Asthenoteratozoospermia 10
9. Leukotsiitospermia (>0,2 mln/ml) 20
10. Leukotsiitospermia (>1 mln/ml) 2

Tabelist 11 on néha, et traditsiooniliste seemnerakkude kvaliteedi niitajate (seemnerakkude
kontsentratsioon ning nende liikuvus ja morfoloogia) alusel jagunesid patsiendid jérgnevalt -
normaalse seemnerakkude kvaliteediga patsiente (N) oli 31 (32,6%) ning seemnerakkude

kvaliteedi probleemidega patsiente (AN) oli 64 (67,4%).
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3.2.1.2 Seemnerakkude kvaliteet ja RHO-de produktsioon

Sperma RHO-de produktsiooni s6ltuvus ajast.
Sperma RHO-de produktsioon ei ole ajas muutumatu. Eelnevate uuringute alusel tuleks RHO-de
produktsiooni méérata {ihe tunni jooksul pdrast sperma analiiiisi andmist (Kobayashi et al., 2001).

Joonisel 20 on dra toodud iihe sperma RHO-de produktsiooni muutus ajas.
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Joonis 20. Sperma RHO-de produktsiooni muutumine ajas.

Sperma RHO-de produktsioon piisib suhteliselt muutumatuna esimesed 1,5 tundi, misjdrel
hakkab véga kiiresti langema. Antud uuring néitas, et sperma RHO-de produktsiooni tuleb modta
hiljemalt 1,5 tunni méddudes sperma analiiiisi andmisest. Seetottu mooddeti kdesolevas tods
kdikide patsientide spermade RHO-de produktsioon hiljemalt 1 tunni moddudes sperma analiitisi

andmisest.

Seemnerakkude kvaliteet ning sperma RHO-de produktsioon

Patsiendid jaotati traditsiooniliste seemnerakkude kvaliteedi niitajate (seemnerakkude
kontsentratsioon, liikkuvus ning morfoloogia) alusel normaalse kvaliteediga spermaga
patsientideks (N; n=31; 32,6%) ning abnormaalse kvaliteediga spermaga patsientideks (AN;
n=64; 67,4%). Joonisel 21 on toodud RHO-de produktsioon normaalse ja abnormaalse
kvaliteediga spermaga patsientidel. Normaalse kvaliteediga seemnerakkudega patsientide sperma
produtseeris oluliselt vihem RHO-sid (keskmine 1311,4 + 2685,3 mV; 420,1-14950 mV) kui
abnormaalse kvaliteediga seemnerakkudega patsientide sperma (keskmine 7708,9 + 14447 mV;

411,3-68870 mV) (P=0,000; Mann-Whitney Test).
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Seemnerakkude kvaliteet

Joonis 21. Normaalse (N) ja abnormaalse (AN) kvaliteediga seemnerakkudega patsientide

sperma RHO-de produktsioon. Tulemused on esitatud — keskmine vadartus £ SEM.

Vastavalt spermade RHO-de produktsioonile jaotasime patsiendid korgenenud (>600 mV) ning
normaalse (<600 mV) RHO-de produktsiooniga spermadeks. Analiilis nditas, et normaalse
kvaliteediga spermade seas oli mérgatavalt vihem neid proove, millede RHO-de produktsioon oli
suurenenud. Joonisel 22 on vilja toodud normaalsete ja abnormaalsete proovide jaotus RHO-de

produktsiooni suhtes.
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Joonis 22. Normaalse (N) ning abnormaalse (AN) kvaliteediga seemnerakkudega patsientide
sperma RHO-de produktsioon. 1- RHO-de produktsioon <600 mV ja 2 — RHO-de produktsioon
>600 mV.
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Normaalse seemnerakkude kvaliteediga meeste (n=31) spermadest produtseerisid 18 (58,1%)
vihe (<600 mV) ning 13 (41,9%) palju (>600 mV) RHO-sid. Samas abnormaalse seemnerakkude
kvaliteediga meeste (n=64) spermadest produtseerisid vihem RHO-sid ainult 17 (26,6%) spermat
ning palju RHO-sid produtseerisid 47 (73,4%) spermat. Antud erinevus N- ning AN-patsientide
vahel oli statistiliselt oluline (P=0,003; x2 Test).

Uuringute kdigus vorreldi samuti erinevate seemnerakkude patoloogiate mdju RHO-de
produktsioonile. Joonisel 23 on kujutatud seemnerakkude kontsentratsiooni mdju sperma RHO-
de produktsoonile. Kuigi madalama seemnerakkude kontsentratsiooniga (<20 x 10°
seemnerakku/ml) spermad (n = 31) produtseerisid rohkem RHO-sid (keskmine vairtus 8072,1 +
14846,3 mV; minimaalne vairtus 436 mV ning maksimaalne vdirtus 65230 mV), kui normaalse
seemnerakkude kontsentratsiooniga (=20 x 106 seemnerakku/ml) spermad (n = 64; keskmine
vadrtus 4434,2 £ 10787,7 mV; minimaalne véirtus 411,3 mV ning maksimaalne véartus 68870

mV), siis antud erinevus ei olnud statistiliselt oluline (P=0,097; Mann-Whitney Test).
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Seemnerakkude kontsentratsioon

Joonis 23. Madala seemnerakkude kontsentratsiooniga (<20 x 106 seemnerakku/ml) spermade
(1) ning normaalse seemnerakkude kontsentratsiooniga (>20 x 106 seemnerakku/ml) spermade

(2) RHO-de produktsioon. Tulemused esitatud — keskmine viértus + SEM.

Seemnerakkude morfoloogia mdju sperma RHO-de produktsioonile on kujutatud joonisel 24.
Spermad jaotati vastavalt seemnerakkude morfoloogiale kolme klassi: 0-3% normaalse
morfoloogiaga seemnerakke (n=26); 4-10% normaalse morfoloogiaga seemnerakke (n=57) ning
>10% normaalse morfoloogiaga seemnerakke (n=12). Vaatamata sellele, et patsiendid, kellel oli

>10% normaalseid seemnerakke produtseerisid vihem RHO-sid (keskmine véértus 1889,3 +
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4314 mV; minimaalne viirtus 434,2 mV ning maksimaalne véértus 15570 mV) kui patsiendid,
kellel oli normaalseid seemnerakke 0-3% (keskmine vidirtus 5229,3 £ 13565,2 mV; minimaalne
vadrtus 436,0 mV ning maksimaalne véartus 65230 mV) voi 4-10% (keskmine véértus 6585,7 +
12811,1 mV; minimaalne viirtus 411,3 mV ning maksimaalne véirtus 68870 mV), antud

erinevus ei olnud statistiliselt oluline (P = 0,208; Kruskal-Wallis Test).
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Seemnerakkude morfoloogia

Joonis 24. Seemnerakkude morfoloogia moju sperma RHO-de produktsioonile. 0-3% normaalse
morfoloogiaga seemnerakke (1); 4-10% normaalse morfoloogiaga seemnerakke (2) ning >10%

normaalse morfoloogiaga seemnerakke (3). Tulemused on esitatud — keskmine vdértus + SEM.

Seemnerakkude liikuvuse ning sperma RHO-de produktsiooni vahelisi seoseid on analiiiisitud
joonisel 25. Patsiendid jaotati vastavalt nende seemnerakkude liikumiskiirusele kahte klassi: A +

B liikuvaid seemnerakke 0-49% (n=48) ning >50% (n=47) (WHO, 1999).

Asthenozoospermsed patsiendid (A+B — 0-49%) produtseerisid rohkem RHO-sid (keskmine
vadrtus 7436,7 £ 15008 mV; minimaalne vdirtus 411,3 mV ning maksimaalne vairtus 68870
mV), kui normaalse litkuvusega (A+B —>50%) seemnerakkudega patsientide spermad (keskmine
vadrtus 3767,3 + 8488,3 mV; minimaalne véirtus 420,1 mV ning maksimaalne vairtus 41220

mV), kuid antud erinevus ei olnud statistiliselt oluline (P=0,074; Mann-Whitney Test).
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Seemnerakkude liikuvus

Joonis 25. Seemnerakkude liikuvuse mdju sperma RHO-de produktsioonile. Seemnerakkude
litkuvus (A + B) — 0-49% (1) ning seemnerakkude litkuvus (A + B) —>50% (2). Tulemused on
esitatud — keskmine viértus + SEM.

3.2.1.3 Leukotsiiiitide esinemine spermas ning RHO-de produktsioon

Vastavalt sperma leukotsiiiitide kontsentratsioonile, jaotati patsiendid kolme klassi - 1. rithmas oli
spermas 0-0,2 x 10%/ml leukotsiiiiti (n = 75); 2. rithmas oli spermas >0,2-1,0 x 10%/ml leukotsiiiiti
(n = 18) ning 3. rithmas oli >1 x 10°/ml leukotsiiiiti (n = 2). Erinevate sperma klasside RHO-de

produktsioon on kujutatud joonisel 26.
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Leukotsiiiitide kontsentratsioon

Joonis 26. Sperma leukotsiilitide kontsentratsioon ning RHO-de produktsioon. Spermad jaotati
kolme klassi vastavalt leukotsiiiitide kontsentratsioonile - spermas 0-0,2 x 10%/ml leukotsiiiiti (1);
spermas >0,2-1,0 x 10%/ml leukotsiiiiti (2) ning spermas >1 x 10%/ml leukotsiiiiti (3). Tulemused

on esitatud — keskmine vaartus + SEM.
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Spermad, kus leidus kdige vihem leukotsiiiite (0-0,2 x 106/m1), produtseerisid vihem RHO-sid
(keskmine véirtus 2592,6 + 6562,5 mV; minimaalne vdirtus 411,3 mV ning maksimaalne véértus
37950 mV), kui spermad, kus oli >0,2-1,0 x 10%ml leukotsiiiiti (keskmine véértus 17418 =+
21307,1 mV; minimaalne véértus 605 mV ning maksimaalne vairtus 68870 mV) ning >1 x
10%/ml (keskmine védrtus 13025 + 3599,1 mV; minimaalne véértus 10480 mV ning maksimaalne
vaértus 15570 mV) (P = 0,000; Kruskal-Wallis Test).

Leukotsiilitide kontsentratsiooni ning RHO-de produktsiooni omavaheliste seoste lineaarse
regressioonanaliilisi tulemused on kujutatud joonisel 27. Leukotsiilitide kontsentratsiooni ning
sperma RHO-de produktsiooni vahel esines positiivne assotsiatsioon:

RHO-de produktsioon (mV) =4212,2 + 8207,3 x Leukotsiilitide kontsentratsioon (miljonit/ml)
Pearsoni korrelatsioonikordaja (r) = 0,32; P = 0,002.
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Joonis 27. Leukotsiilitide kontsentratsioon ning RHO-de produktsioon. Lineaarse regessioon-
analiiiisi tulemused:

RHO-de produktsioon (mV) =4212,2 + 8207,3 x Leukotsiiiitide kontsentratsioon (miljonit/ml)
Pearsoni korrelatsioonikordaja (r) = 0,32; P = 0,002.

Selleks, et edasi uurida seemnerakkude kvaliteedi moju sperma RHO-de produktsioonile,
analiiiisiti spermasid, kus ei esinenud leukotsiiiite (n = 66). Analiilis niitas, et seemnerakkude

kvaliteedi niitajad (kontsentratsioon, litkuvus ning morfoloogia) ja IL-6 kontsentratsioon ei
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mdjuta RHO-de produktsiooni antud rithmas. Samas leiti positiivne korrelatsioon seemnerakkude
eellasrakkude kontsentratsiooni ning RHO-de produktsiooni vahel (joonis 28):

RHO-de produktsioon (mV) = 626 + 1083,1 x Seemnerakkude eellasrakkude kontsentratsioon
(miljonit/ml)

Pearsoni korrelatsioonikordaja (r) = 0,25; P = 0,044.
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Joonis 28. Seemnerakkude eellasrakkude kontsentratsioon ning RHO-de produktsioon. Lineaarse
regessioonanaliiiisi tulemused:

RHO-de produktsioon (mV) = 626 + 1083,1 x Seemnerakkude eellasrakkude kontsentratsioon
(miljonit/ml)

Pearsoni korrelatsioonikordaja (r) = 0,25; P = 0,044.

3.2.1.4 Interleukiin-6 taseme seosed seemnerakkude kvaliteedi, leukotsiiiitide

kontsentratsiooni ning sperma RHO-de produktsiooniga

Lisaks traditsioonilisele pdletiku nditajale - leukotsiiiitide kontsentratsioonile, méérati
seminaalplasmast IL-6 kontsentratsiooni. Joonisel 29 on kujutatud seemnerakkude
traditsionaalsete kvaliteedinditajate (seemnerakkude kontsentratsioon, litkuvus ning morfoloogia)
alusel normaalseteks (N) (n = 31) ning abnormaalseteks (AN) (n = 64) klassifitseeritud spermade
IL-6 kontsentratsioonid. Normaalse kvaliteediga (N) spermade keskmine IL-6 kontsentratsioon
oli 9 + 6,2 pg/ml (minimaalne vdirtus 2 ning maksimaalne vairtus 23,6 pg/ml). Abnormaalse

kvaliteediga (AN) spermade keskmine IL-6 kontsentratsioon oli 39 + 65,4 pg/ml (minimaalne
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védrtus 1,9 ning maksimaalne vdédrtus 347 pg/ml). N ning AN spermade IL-6 kontsentratsiooni

erinevus oli statistiliselt oluline (P = 0,041; Mann-Whitney Test).
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Joonis 29. Seemnerakkude kvaliteet ja IL-6 kontsentratsioon. Spermad klassifitseeriti vastavalt
seemnerakkude kvaliteedile normaalseteks (N) ning abnormaalseteks (AN). Tulemused on

esitatud — keskmine véaartus + SEM.

Lineaarse regressioonanaliilisi tulemused nditasid, et sperma IL-6 ning leukotsiiiitide
kontsentratsiooni vahel esineb assotsiatsioon (joonis 30): Leukotsiilitide kontsentratsioon
(miljonit/ml) = 0,01 + 0,005 x IL-6 kontsentratsioon (pg/ml). Pearsoni korrelatsioonikordaja (r) =
0,63; P =0,000
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Joonis 30. Sperma IL-6 ning leukotsiilitide kontsentratsioon. Lineaarse regessioonanaliiiisi
tulemused: Leukotsiilitide kontsentratsioon (miljonit/ml) = 0,01 + 0,005 x IL-6 kontsentratsioon

(pg/ml). Pearsoni korrelatsioonikordaja (r) = 0,63; P = 0,000.
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Sperma IL-6 kontsentratsiooni ning RHO-de produktsiooni vahelise seose lineaarse
regressioonanaliiiisi tulemused on kujutatud joonisel 31. Sperma IL-6 kontsentratsiooni ning
RHO-de produktsiooni vahel esines positiivne assotsiatsioon:

RHO-de produktsioon (mV) = 2842,3 + 95,1 x IL-6 kontsentratsioon (pg/ml)

Pearsoni korrelatsioonikordaja (r) = 0,43; P = 0,000.
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Joonis 31. Sperma IL-6 kontsentratsioon ning RHO-de produktsioon. Lineaarse
regessioonanaliilisi tulemused: RHO-de produktsioon (mV) = 28423 + 95,1 x IL-6
kontsentratsioon (pg/ml). Pearsoni korrelatsioonikordaja (r) = 0,43; P = 0,000.

3.2.1.5 Kiisimustike vastuste analiiiis
Toitumisharjumuste ankeedile vastas 95-st patsiendist 50 (52,6 %). Vastajate keskmine vanus oli
30 aastat (minimaalne vanus 21 ja maksimaalne vanus 44). Uuringus osalejate keskmine

kehamassi indeks e. KMI oli 24,5 (minimaalne KMI oli 19,9 ja maksimaalne KMI oli 32,0) ning
tilekaalulisi (KMI —25-29,9) oli 20% ja rasvunuid (KMI >30) oli 12 %.
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Jookide tarbimise harjumused

Androloogia labori patsientide jookide tarbimise harjumused on kujutatud joonisel 32. Vihemalt
pooltele patsientidest olid igapdevasteks jookideks vesi, kohv ja tee. Samuti oli iseloomulikuks
vihene piimatoodete (piim, keefir ning jogurt) tarbimine. Ankeedile vastanutest tarbis piima iga
pdev ainult 24% patsientidest, samas kui keefiri ning jogurti igapdevane tarbimine olid veelgi

viiksemad (vastavalt 2% ja 4% patsientidest).
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Joonis 32. Androloogia labori patsientide erinevate jookide tarbimise sagedus.

Alkohoolsete jookide tarbimisel eelistati lahjasid jooke (6lu, vein) ning keskmine korraga tarbitav
kogus oli 0,9 liitrit. Kangeid alkohoolseid jooke (viin, rumm) tarbiti korraga keskmiselt 0,3 liitrit.
Alkohoolsete jookide tarbimise alusel jaotati patsiendid kahte riihma. Esimeses rithmas (K) ei
tarbinud patsiendid alkoholi voi tarbimissagedus oli harvem kui kord nddalas (n = 17; 41,5%).
Teises rithmas (MK) tarbisid patsiendid alkohoolseid jooke vihemalt iiks kord nddalas (n = 24;
58,5%). Joonisel 33 on kujutatud alkohoolsete jookide tarbimise alusel moodustatud patsientide
rihmade seemnerakkude kvaliteeti. Patsiendid jaotati seemnerakkude kvaliteedi (seemnerakkude
kontsentratsioon, liikkuvus ning morfoloogia) alusel normaalse kvaliteediga spermaga
patsientideks (N) ning abnormaalse kvaliteediga spermaga patsientideks (AN). K-rithmas, mis
koosnes patsientidest, kes ei tarbinud voi tarbisid véga védhe alkoholi oli normaalse kvaliteediga
spermasid (n = 8; 47,1 %) rohkem kui MK-rithma patsientide hulgas (n = 6; 25%). Antud

erinevus ei olnud aga statistiliselt oluline (P = 0,14; X2 Test).
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Alkohoolsete jookide tarbimine

Joonis 33. Alkohoolsete jookide tarbimine ning seemnerakkude kvaliteet. Patsiendid jaotati
vastavalt alkohoolsete jookide tarbimisele kahte riihma. K-riihm — patsiendid ei tarbinud
alkohoolseid jooke voi tarbimise sagedus oli madal ning MK-riihm — patsiendid tarbisid
alkohoolseid jooke vdhemalt korra nddalas. Seemnerakkude kvaliteedi (seemnerakkude
kontsentratsioon, liitkuvus ning morfoloogia) alusel jaotati patsiendid normaalse (N) ning

abnormaalse (AN) kvaliteediga spermaga patsientideks.

Alkohoolsete jookide tarbimise ning sperma RHO-de produktsiooni vaheliste seoste uurimisel
analiitisisime ainult patsiente (n = 36), kelle spermas ei leidunud leukotsiiiite. K-riithma
patsientide spermade RHO-de produktsioon oli madalam (keskmine véartus 786,2 + 508,3 mV;
minimaalne védrtus 420,1 mV ja maksimaalne vdirtus 2111 mV), kui MK-rithma patsientidel
(keskmine védrtus 2332,4 + 3533,5 mV; minimaalne véértus 411,3 mV ja maksimaalne véértus

14950 mV). Antud erinevus ei olnud aga statistiliselt oluline (P = 0,06; Mann-Whitney Test).

Toitumisharjumused

Toidukordade arv pdevas oli kaks 14%-dil vastajatest, kolm 78%-dil, neli 4%-dil ning enam kui
neli 4%-dil. Ankeetide pdhjal saab Gelda, et igapédevaselt eelistatakse hommikuti siitia voileibu
(56% vastanutest), jargnesid soe toit (24%), puder (2%) voi muu (10%). Muu hommikusdogi
eelistuseks oli nimetatud kohupiima, jogurtit, puuvilja, muna ning kama. 8% vastanutest ei s60
hommikuti. Ankeetide analiiiisil oli positiivseks tulemuseks suhteliselt suur (70% patsientidest)
sooja l0unasodgi sodjate hulk. Teised patsiendid séovad igapdevaselt 1dunaks salateid voi

voileibu (10%), kondiitritooteid (16%) vo1i ei s60 iildse 1dunat (4%).
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Erinevate toiduainete kasutamine androloogia labori patsientide hulgas on esitatud joonisel 34 A.
Analiitisist voib vilja tuua madala puu- ja juurvilja ning péhklite tarbimisharjumuse ning
suhteliselt korge maiustuste tarbimise. Erinevate lihasortide tarbimise analiilis on kujutatud
joonisel 34 B. Patsientide seas oli korge sealiha tarbimine - 58% vastanutest s66b sealiha 2-3
korda nédalas (nendest 8% teeb seda iga pdev). Samas oli aga viga madal kala s66mine - 62%
meestest so0b kala harvem kui kord nédalas.
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Joonis 34. Androloogia labori patsientide toiduainete (A) ning erinevate lihasortide (B)

tarbimissagedused.
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Suitsetamisharjumused

Uuringus osalejatest 44% olid suitsetajad ning keskmine tarbitud sigarettide arv pdevas oli 10-15.
Suitsetajate hulgas ei leidunud rohkem abnormaalse kvaliteediga spermaga patsiente kui
mittesuitsetajate hulgas (P = 0,3; y” Test). Suitsetamise ning sperma RHO-de produktsiooni
vaheliste seoste uurimisel analiilisisime ainult patsiente (n = 36), kelle spermas ei leidunud
leukotsiilite. Suitsetajate rilhma patsientide spermade RHO-de produktsioon oli korgem
(keskmine vairtus 2332,6 + 3794,3 mV; minimaalne véértus 411,3 mV ja maksimaalne véértus
14950 mV), kui mittesuitsetajate riithma patsientide spermade RHO-de produktsioon (keskmine
vadrtus 1043,7 £ 925,5 mV; minimaalne véaartus 420,1 mV ja maksimaalne véértus 4296 mV).

Antud erinevus ei olnud aga statistiliselt oluline (P = 0,43; Mann-Whitney Test).
3.2.2 Arutelu

Viimaste aastate uuringud on ndidanud meeste viljakuse olulist vihenemist arenenud riikides.
Lastetus on paljudes riikides kasvavaks probleemiks ning juba enam kui 50%-1 juhtudest on
lastetuse iiheks pohjuseks meeste madal viljakus (Punab et al., 2003). Kliinilises praktikas
kasutatakse seemnerakkude hindamiseks enim traditsioonilist mikroskopeerimist, kuid saadud
tulemused ei ole alati piisavad, et anda hinnangut seemneraku viljastamisvdimelisuse kohta
(Saleh et al., 2003). Ka muud niitajad, nagu tsiitokiinid ja RHO-d on seotud viljatuse
tekkimisega, mistottu on hakatud neid viimastel aastatel kasutama viljatuse diagnoosimisel
(Pasqualotto et al., 2001). Kéesolevas t66s olid 31 (32,6%) patsienti normaalsete
seemnerakkudega ning 64 analiiiisi nditasid probleemi mingi seemneraku kvaliteedi niitaja osas.
Seemnevedeliku madala kvaliteedi (madal litkuvus, kontsentratsioon ja normaalse morfoloogiaga
seemnerakkude hulk) itheks voimalikuks pohjuseks peetakse seemnerakkude oksiidatiivset stressi

- kas korget RHO taset voi antioksiidantide véhesust (Pasqualotto et al., 2000).

Kéesoleva uuringu tulemusena voib kindlalt viita, e¢ RHO-de hulk mdjutab seemnerakkude
kvaliteeti. Normaalse kvaliteediga seemnerakkudega patsientide sperma produtseeris oluliselt
vihem RHO-sid (1311,4 mV) kui abnormaalse kvaliteediga seemnerakkudega patsientide sperma
(7708,9 mV). Nimetatud seost on leitud ka mitmetes teistes uuringutes (Pasqualotto et al., 2000;
Sharma et al., 1999). Seemnerakke mojutab lipiidide peroksiidatsioon ja seeldbi muutunud

membraan (Sharma et al., 1999).
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Vorreldes viljakaid ja viljatuid mehi on leitud viimastel kdrgem RHO-de tase (Pasqualotto et al.,
2000). Uuringud néitavad ka erinevate diagnoosidega viljatute meeste korget seemnevedeliku
okstidatiivse stressi taset. Korget RHO produktsiooni on leitud meestel, kellel on diagnoositud
oligozoospermia, asthenozoospermia vdi teratozoospermia (Pasqualotto et al., 2001). Uhe
uuringu tulemusena ndidati statistiliselt oluliselt suuremat RHO véértust teadmata pShjusega
viljatusega patsientide grupis (Pasqualotto et al., 2001). Siiski ei ole vilja kujunenud iihtset
arusaama, missugune seemnerakkude kvaliteedi nditaja kahjustub kdige rohkem OS-i tottu. Mone
uuringu kohaselt korreleerub RHO vairtusega kdige enam seemnerakkude kontsentratsioon,
samas teiste uuringute kohaselt liikuvus (Keskes-Ammar et al., 2003). Kédesolevas uuringus
tdheldasime sarnast trendi. Oligozoospermsete meeste spermad produtseerisid rohkem RHO-sid
(8072,1 mV) kui normozoospermsete meeste spermad (4434,2 mV). Samuti tidheldasime
seemnerakkude liitkumiskiiruse ning RHO-de produktsiooni omvahelisi seoseid, kuna
asthenozoospermsed mehed produtseerisid rohkem RHO-sid (7436,7 mV) kui
normozoospermsed mehed (3767,3 mV). Kuigi seemnerakkude kontsentratsiooni ning liikuvuse
moju ei olnud statistiliselt oluline, voib siiski oletada téhtsa seose esinemist juhul, kui uuritavate
arvud oleksid olnud suuremad. Sarnaselt eelnevate uuringutega, puudub ka antud uuringus
oluline seos seemnerakkude morfoloogia ning sperma RHO-de produktsiooni vahel. RHO-de
produktsiooni taseme miidramine seemnevedelikus vdimaldab vilja selgitada need patsiendid,
kelle viljatus voib olla seotud oksilidatiivse stressiga ning vajadusel saab kasutusele votta
strateegiad OS-i1 vihendamiseks. RHO-de poolt pdhjustatud viljatuse ravi itheks komponendiks

voib olla antioksiidantide manustamine (Pasqualotto et al., 2000).

Oluline RHO-de allikas seemnevedelikus on leukotsiiiidid ning nende moju on seotud nende arvu
ning aktiveeritusega (Sharma et al., 2001). Korrelatsioon RHO-de produktsiooni ja leukotsiititide
vahel on leitud leukotsiiiitide kontsentratsioonivahemikus 0-st kuni 1 x 10°, kusjuures suurim
korrelatsioon esines patsientidel, kelle leukotsiiiitide hulk oli >1 x 10° (Sharma et al., 2001).
Nimetatud seos leidis kinnitust ka kédesolevas uuringus. Leiti positiivne korrelatsioon
leukotsiititide ja RHO-de produktsiooni vahel. Korgeim RHO-de produktsioon antud tdds oli
seemnevedelikes leukotsiiiitide kontsentratsiooniga 0,2-1,0 x 10%ml. WHO juhendi jirgi vajab
patsient ravi alles leukotsiilitide kontsentratsiooni >1 x 10%ml korral (WHO, 1999). Uuringu
tulemused kinnitavad aga t6id, mis nditavad, et pdletike ravi on néidustatud juba sperma

leukotsiiiitide >0,2 x 10°/ml kontsentratsiooni korral (Punab et al., 2003).
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Teine oluline RHO-de allikas seemnevedelikus on seemnerakud (Pasqualotto et al., 2000). T66
andmete analiiiis nditas, et leukotsiilitideta seemnevedelikes (n = 66) seemnerakkude kvaliteedi
nditajad (kontsentratsioon, litkuvus ning morfoloogia) ja IL-6 kontsentratsioon ei mdjuta RHO-de
produktsiooni. Samasuguse tulemuseni jouti uuringus, kus vorreldi pdletikega ja podletiketa
patsientide tsiitokiinide ja RHO-de vahelisi seoseid (Depuydt et al., 1996). Kéesoleva
tootulemuste edasine analiilis nditas aga positiivse korrelatsiooni esinemist seemnerakkude
eellasrakkude kontsentratsiooni ning RHO-de produktsiooni vahel. Seda saab selgitada
eellasrakkude suurema tsiitoplasma hulgaga, kuna seal v3ib suurenenud RHO-de produktsioon
olla pdhjustatud tsiitoplasma ensiilimi gliikoos-6-fosfaat dehiidrogenaasi poolt (Aitken et al,

1997).

Samuti soltub leukotsiiiitide hulgast IL-6 tase. Kirjanduse andmetel korreleerub RHO-de hulk nii
leukotsiititide kui IL-6 tasemega (Depuydt et al., 1996). Eelnevate uuringute kohaselt on IL-6
seemnevedeliku interleukiinide seas koige tundlikum marker, mis eristab suguteede
infektsiooniga patsiente tervetest ning on seetdttu sobiv marker pdletike véljaselgitamiseks
(Depuydt et al.,, 1996). Kéesolevas t60s korreleerus IL-6 kontsentratsioon positiivselt
leukotsiiiitide kontsentratsiooniga ning RHO-de produktsiooniga. Uhes eelnevas uuringus toodud
IL-6 véartused olid jargnevad: leukotsiitospermiaga patsientide keskmine IL-6 véértus oli 255,4
pg/ml ning normozoospermiaga patsientidel 25,7 pg/ml-s (Depuydt et al., 1996). Kdesolevas t60s
olid vastavad véirtused sarnased - 2054 pg/ml-s ja 24,9 pg/ml-s. IL-6 seos RHO-de
produktsiooniga ning korrelatsioon leukotsiiiitide ja RHO produktsiooni vahel nditab pdletiku

olulist osa oksiidatiivse stressi tekkimises.

Kiesoleva t60 ning mitmete eelnevate tdode pdhjal on selgesti ndha oksiidatiivse stressi tdhtsus
mehepoolse viljatuse tekkes. Organismi oksiidatiivset seisundit mdjutavad oluliselt keskkonna
saastatus ning eluviisid, eelkdige toitumine (Gate et al., 1999). Seetdttu piiiiti antud t66s samuti

uurida androloogia labori patsientide toitumisharjumuste mdju sperma oksiidatiivse stressile.

Toitumisharjumuste mdju mehepoolsele viljatusele on vihe uuritud. On aga teada, et moningate
toitainete puudus (tsink, seleen, karnitiin, vitamiin E) v0ib oluliselt mdjutada mehe
reproduktiivset funktsiooni (Wong et al., 2000). Toitainete puudust ei teki tervislikul toitumisel,
sest tasakaalustatud toit sisaldab piisaval madral ja optimaalses vahekorras toitaineid. Samuti on
oluline toitainete, eelkdige antioksiidandi omadustega vitamiinide ja mineraalainete, osa

organismi oksiidatiivse tasakaalu sdilitamises (Zilmer et al., 1995). Mitte iikski toiduaine ei ole
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taielikult vaba ebasoovitavatest ainetest — pestitsiididest, raskemetallidest jne. Mida rohkem
varieerida toiduainetega, seda suurem on vdimalus saada koiki vajalikke toitaineid ja seda
viiksem on oht saada ebasoovitavaid saasteaineid suures koguses (Liebert et al., 1999). Teatud
juhtudel (organismi haiguslik seisund, kokkupuude pro-oksiidandiga) on vajalik mdningate
vitamiinide ja mineraalainete lisatarbimine. Nende votmist ei tohiks aga teostada ilma arsti
nduanneteta. Arst selgitab eelnevalt organismi tervisliku seisundi, biokeemilise omapéra ning
vOtab arvesse pro-oksiidantidega kokkupuute mééra (Zilmer et al., 1995). Eesmérk peaks siiski

olema tervislik toitumine ning seeldbi haigusliku seisundi ennetamine.

Analiitisides  kiisimustike tulemuste iildiseid trende voib vidlja tuua moned puudused
toitumisharjumustes. Jookide tarbimise analiilisil selgus védhene piimatoodete (piim, keefir,
jogurt) tarbimine. Eelistatud peaks olema madala rasvasisaldusega piim ja piimatooted, mis
tagavad vajaliku kaltsiumi saamise. Samuti voiks eelistada enam naturaalseid mahlu, eelkdige

mabhlu koos viljalihaga (WHO, 2000).

Analiitisides alkoholi tarbimist selgus alkoholi tarvitajate spermade korgem RHO-de
produktsioon (2332,4 mV) vorreldes vdhe voi mitte tarvitajatega (786,2 mV). Alkoholi tarvitajate
hulgas oli seemnerakkude probleemidega patsiente rohkem kui mitte tarvitajate seas. Nimetatud
erinevused ei olnud aga statistiliselt olulised. Paljud eelnevad uuringud on ndidanud alkoholi
negatiivset moju seemnevedeliku kvaliteedinditajatele. Tulemused vodivad olla mdjutatud ka
sellest, missugust alkoholi kasutatakse, kuna moned alkohoolsed joogid sisaldavad
markimisvédrselt antioksiidante (Marinelli et al., 2004). Moeldes oksiidatiivsele staatusele
organismis tuleks siiski loobuda alkoholi tarvitamisest voi tarvitada mdddukalt. Alkohol voib
pOhjustada ka toitainete defitsiiti, kaasa arvatud foolhappe, C-vitamiini ning tsingi ja
magneesiumi puudujddke. Tarvitamisel peaks piirduma péevas kahe alkohoolse joogiga (jook ei

peaks sisaldama rohkem kui 10 g absoluutset alkoholi) (WHO, 2000).

Vihene oli kiisimustikele vastajate puu- ja juurvilja tarbimine. Organismi antioksiidantse kaitse
suurendamiseks peaks kindlasti suurendama nende tarbimist, eelkdige nende korge C ja E
vitamiinde, karotenoidide ning mineraalainete rikkuse pérast. Soovitatakse tarbida vahemalt 400
g koogivilju (kartulitele lisaks) ja puuvilju pédevas, mis tdhendab umbes 5-6 portsjonit péevas.
Kehaliselt aktiivne mees vajab enamgi - pidevas umbes 600 g. Uks portsjon vdrdub iihe

puuviljaga nagu Ooun voi pirn, voi tihe koodgivilja portsjoniga, mis kaalub ligikaudu 80 g.
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Soovitatakse tarbida ka kiilmutatud ja kuivatatud ning samuti konserveeritud puu- ja kdodgivilju

(WHO, 2000).

Toidu kiillastunud rasvhapete korge hulga annab pohiliselt loomne toit (Zilmer et al., 1995),
seetdttu vajab mérkimist korge sealiha tarbimise harjumus meie poolt analiiiisitud patsientide
toitumisharjumustes. Sealihale tuleks aga eelistada kana- ja kalaliha, eelkdige nende viiksema
rasvasisalduse ning tsingi ja seleeni rikkuse poolest. Samuti sisaldab kala w-3-rasvhappeid, mis
on inimese jaoks asendamatud rasvhapped, kuna inimorganism ei suuda neid ise siinteesida. Kala

voiks tarbida kaks-kolm korda niddalas (WHO, 2000).

Kéesolevas to0s vorreldi suitsetajate ja mittesuitsetajate seemnevedelike RHO-de produktsiooni.
Suitsetajate rithma patsientide spermade RHO-de produktsioon oli kdrgem (2332,6 mV), kui
mittesuitsetajate rithma patsientide spermade RHO-de produktsioon (1043,7 mV). Nimetatud
erinevus ei olnud aga statistiliselt oluline. Kirjanduses on toodud viga palju andmeid suitsetamise
kahjulikust mojust nii organismi oksiidatiivsele staatusele kui ka meeste viljakusele (Marinelli et
al., 2004; Zilmer et al., 1994). Tuginedes nendele andmetele tuleb soovitada mehepoolse

viljatusega patsientidele suitsetamisest loobumist.
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IV JARELDUSED

Traditsiooniliste seemnerakkude kvaliteedinditajate (seemnerakkude kontsentratsioon
ning nende litkuvus ja morfoloogia) alusel jagunesid patsiendid jérgnevalt - normaalse
seemnerakkude kvaliteediga patsiente oli 31 (32,6%) ning seemnerakkude kvaliteedi
probleemidega patsiente oli 64 (67,4%).

. Normaalse kvaliteediga seemnerakkudega patsientide spermad produtseerisid oluliselt
vihem (P = 0,000) RHO-sid (1311,4 + 2685,3 mV) kui abnormaalse kvaliteediga
seemnerakkudega patsientide spermad (7708,9 £ 14447 mV).

Oligozoospermsete ning asthenozoospermsete patsientide spermad produtseerisid rohkem
RHO-sid kui normozoospermsete patsientide spermad. Antud erinevused ei olnud aga
statistiliselt olulised.

Spermad, kus leidus vihem leukotsiiiite (0-0,2 x 10%/ml), produtseerisid vihem RHO-sid
(2592,6 £ 6562,5 mV), kui spermad, kus oli >0,2-1,0 x 10%ml leukotsiiiiti (17418 +
21307,1 mV) ning >1 x 10°/ml leukotsiiiiti (13025 + 3599,1 mV) (P = 0,000).

. Normaalse kvaliteediga spermade keskmine IL-6 kontsentratsioon oli madalam (9 + 6,2
pg/ml) kui abnormaalse kvaliteediga spermadel IL-6 kontsentratsioon (39 + 65,4 pg/ml)
(P=0,041).

Lineaarne regressioonanaliiiis nditas mitmete oluliste positiivsete assotsiatsioonide
esinemist: leukotsiiiitide kontsentratsiooni ning sperma RHO-de produktsiooni vahel (r =
0,32; P = 0,002); seemnerakkude eelleasrakkude kontsentratsiooni ning RHO-de
produktsiooni vahel (r = 0,25; P = 0,044); IL-6 kontsentratsiooni ning leukotsiilitide
kontsentratsiooni vahel (r = 0,63; P = 0,000) ning IL-6 kontsentratsiooni ning RHO-de
produktsiooni vahel (r = 0,43; P = 0,000).

Toitumisuuringu tulemustest selgus androloogia labori patsientide madal puu- ja juurvilja
ning korge sealiha tarbimisharjumus. Olgugi, et ei selgunud otseseid seoseid
toitumisharjumuste ja seemnevedeliku kvaliteedinditajate vahel, on téhtis rohutada
toitumisharjumuste osa organismi iildise oksiidatiivse tasakaalu sdilitamises.

Lisaks selgusid seosed patsientide alkoholi tarbimise ja suitsetamise ning sperma
korgenenud RHO-de produktsiooni vahel. Alkoholi tarvitajate sperma RHO-de
produktsioon oli korgem (2332,4 + 3533,5 mV) kui vihe voi mitte tarvitajatel (786,2 +
508,3 mV) ja korgem suitsetajatel (2332,6 + 3794,3 mV) kui mittesuitsetajatel (1043,7 +

925,5 mV), antud erinevused ei olnud aga statistiliselt olulised.
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V KOKKUVOTE

Kéesoleva t60 eesmirgiks oli uurida seemnevedeliku kvaliteeti ning reaktiivsete hapniku
osakeste (RHO) mdju seemnevedeliku kvaliteedinditajatele. Samuti oli t60 iilesandeks hinnata

pdletiku ja toitumise osa sperma poolt produtseeritavate RHO-de tekkes.

Uuriti 95 viljatu mehe seemnevedeliku kvaliteeti, hinnates seemnerakkude kontsentratsiooni,
litkkuvust ja morfoloogiat ning moddeti seemnerakkude reaktiivsete hapniku osakeste
produktsiooni. Lisaks méérati seemnevedeliku leukotstiiitide hulk ja interleukiin-6 tase.
Uuritavatest 50 taitsid kiisimustiku eluviisi kohta, mis andis lisainformatsiooni toitumise,

alkoholitarbimise ja suitsetamise kohta.

Reaktiivsete hapniku osakeste hulga modtmisel kasutati kemoluminestsentsi detekteerimise
meetodit, mille korral luminestseeruvaks tihendiks oli luminool. Seemnevedeliku seemnerakkude
kontsentratsiooni, litkkuvuse ning morfoloogia hindamisel lahtuti Maailma
Tervishoiuorganisatsiooni poolt vilja antud juhenditest. Leukotsiilitide virvimisel kasutati
Giemsa ja Bryan-Leishman’i meetodit ning interleukiin-6 taseme midramine baseerus

kemoluminestsents - immunomeetrilisel meetodil.

Magistritod tulemusena selgus, et RHO-de hulk modjutab seemnerakkude kvaliteeti.
Seemnerakkude kvaliteedi probleemidega patsientide spermas leiti statistiliselt oluliselt korgem
RHO-de produktsioon kui normaalse kvaliteediga seemnerakkudega spermas. RHO-de hulga
médramine vOib tulevikus olla diagnostilise vaédrtusega seemnerakkude viljastamisvdimelisuse

madramisel.

Kahe poletikumarkeri (leukotstiiitide kontsentratsioon ning interleukiin-6 tase) ja RHO
produktsiooni vahel leiti vastastikused seosed. Korge leukotsiiiitide ja interleukiin-6

kontsentratsiooniga seemnevedelikes leiti ka korgem RHO produktsioon.

Toitumisharjumuste ja seemnevedelikke iseloomustavate néitajate vahel ei leitud otseseid
seoseid, kiill aga sai védlja tuua pdhilised trendid androloogia labori patsientide
toitumisharjumustes. Toitumisharjumused vajavad modningaid korrektiive puu- ja juurviljade

tarbimise suurendamise ja kiillastunud rasvhapete osakaalu vihendamise suunas.
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VI SUMMARY

Oxidative stress, male factor infertility and the possible impact of nutrition habits

The purpose of the present Master’s thesis was to examine the relationship between reactive
oxygen species (ROS) and semen quality among infertile Estonian men. Additionally, there was
an aim to evaluate the effects of infection and life style factors (nutrition and alcohol and

cigarette consumption) on sperm quality and production of ROS.

The 95 participants of the study were enrolled through the andrology clinic at the West-Tallinn
Central Hospital. Semen samples were analysed for sperm concentration, motility and
morphology. Also, the measurements of white blood cell count, IL-6 level and ROS production
from semen sample were performed. Fifty participants completed a questionnaire that included

information on different aspects of lifestyle.

Level of ROS was measured using by a chemiluminescence assay using luminol as a probe.
Standard semen analysis was made according to World Health Organization guidelines. The
number of leucocytes was determined using the Giemsa and Bryan-Leishman’i staining method.

The concentration of IL-6 was determined with an immuno-chemiluminescence assay.

Patients with normal standard semen parameters had significantly lower ROS level compared
with patients with abnormal semen. Measuring ROS levels in semen samples is useful to
distinguish the fertile men from the infertile men. The current study also indicated that in
majority of the cases the high production of ROS was associated with the elevated concentrations

of both leucocytes and interleukin-6.

Considering male infertility cases, environmental and life style factors must be evaluated. The
analysis of questionnaires did not show any direct relationships between semen quality, ROS
level and nutritional habits. Still, the present study shows some characteristics of dietetic habits
of infertile men. For the oxidative stress point of view, it is important to mention that large
proportion of the subjects do not consume enough fruits and vegetables and have high percentage

of saturated fat in their diet.
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