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SISSEJUHATUS

Loomapidajatele on sooselektsioon oluline sest, et see vdimaldab neil saada soovitud soost
kariloomi (veised, kitsed, piihvel jt) ning vdhendada majanduslikult mitte nii véértuslike
loomade arvukust. Selline aretusstrateegia annab piimakarja pidajatele voimaluse suurendada
emasloomade hulka, vihendada veiste osakaalu karjas ning suurendada selle kaudu
majanduslikku sissetulekut. Kariloomade puhul kasutatakse soo jargi selekteeritud spermat ka
loomade geneetiliste omaduste parandamiseks ning soovitud tunnuste levitamiseks iile kogu
karilooma populatsiooni. Korge vaartusega emasloomade viljastamine soo jargi selekteeritud
spermaga aitab suurendada jirglaste hulka ning vdhendab vajadust uute kariloomade
ostmiseks. Lisaks sellele on kdrge geneetilise vadrtusega isasloomad vajalikud esivanemana
kunstliku seemenduse programmides.

Aastaid on uuritud erinevaid vdimalusi, kuidas médrata jarglaste sugu enne kunstlikku
viljastamist. Ténapdeval ainus kasutuses olev spermide soomédramise tehnoloogia on
labivoolu tsiitomeetria. Lédbivoolu tslitomeetri abil on vOimalik sperme sorteerida suure
puhtusega, kuid siiski ei ole see tdiuslik meetod. Protsess toimub aeglaselt ja korge rohu all,
mis omab omakorda negatiivset mdju spermide elu- ja viljastamisvoimekusele. Seetdttu on
vajadus uute alternatiivsete tehnoloogiate jarele, mis vdimaldaksid kiiremat selektsiooni,
sperme voimalikult vdahe kahjustades.

Kéesoleva bakalaureusetod eesmérk on anda kirjandusel pohinev iilevaade tehnoloogiatest,
mida on kasutatud imetaja spermide sooméidramiseks ning mis voiksid asendada hetkel
kasutuses olevat ldbivoolu tsiitomeetrit. Antud referatiivne to6 on jaotatud kaheks osaks.
Esimeses osas antakse liihike {ilevaade imetaja spermi ehitusest ja DNA pakkimisest. Teises
osas on vilja toodud valik meetoditest, mille abil oleks vdimalik sperme soo jargi

selekteerida.



KIRJANDUSE ULEVAADE

1. Spermi morfoloogia

Kiipsel spermil (60 pm) saab eristada kolme kindla iilesandega piirkonda: spermi pea, mis on
seotud spermi ja munaraku iihinemisega; vaheosa koos mitokondritega, mis on vajalikud
energia tootmiseks ja saba, mille iilesandeks on spermile liikumisvoime andmine (Flesch ja
Gadella, 2000; Strachan ja Read, 2011). Siin ning edaspidi on tekstis rddgitud imetaja

spermist, kui ei ole 6eldud teisiti.
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Joonis 1. Spermi ehitus (Toure et al., 2011 jargi).

(1) Akrosoom, (2) tuum, (3) kael, (4) aksoneem, (5) mitokondrid, (6) annulus, (7) fibroosne

umbris.

1.1 Spermi pea

Spermid vdivad olla erineva peakujuga: spaatlikujulise (veis jines, metssiga), ovaalse
(inimene ja teised primaadid) ja sirpja kujuga (nérilised) (Dvorakova et al., 2005). Spermi
peakujust soltumata on vdimalik selles eristada kolme pdhilist osa: tuum, akrosoom, ja
tsiitoplasmaatilised kihid (Ferrara et al., 2013). Samuti on selles neli erinevat membraanide
tilipi: plasmamembraan, vilimine akrosomaalne membraan, sisemine akrosomaalne
membraan ja tuuma membraan (Flesch ja Gadella, 2000). Plasmamembraani saab omakorda
jagada kaheks suureks domaiidniks: akrosomaalseks ja postakrosomaalseks doméddniks

(Downing et al., 2005).

Tuum

Spermi peale annab kuju spermis paiknev tuum, mis moodustab peast ligikaudu 60% ning on
timbritsetud ohukese kahekihilise membraaniga (Karner 1997; Ho ja Suarez, 2003). Tuum
sisaldab haploidset kromosoomistikku, mis viljastumisel munarakku sisenedes mddrab dra

jarglase soo’ (Ferrara et al., 2013).



Akrosoom

Tuuma ees paiknev piirkond on kaetud miitsitaolise struktuuriga, mida nimetatakse
akrosoomiks. See on spermile omane organell, mis sisaldab hiidroliiiitilisi ensiilime, et
viljastumisel munarakukestasid 16hkuda (Kérner, 1997). Akrosoomi moodustumine algab
varajases spermiogeneesis proakrosomaalse vesiikuli tekkimisega, mis on siisivesikuterikas

graanul ning périneb spermatiidi Golgi kompleksist (Kallajoki, 1986).

Tsiitoplasmaatilised kihid

Perinukleaarne teeka (PT) on tihe tsiitoplasmaatiline struktuur, mis moodustub
spermatogeneesi ajal plasmamembraani ja tuumamembraani vahele ning tdidab suure osa
spermi peas paiknevast vabast tsiitoplasmaatilisest ruumist (Aul ja Oko, 2001; Sutovsky et al.,
2003). PT tsiitoskelett-struktuur  tGmbritseb tuuma ja koosneb kolmest osast:
subakrosomaalsest, ekvatoriaalsest ja postakrosomaalsest piirkonnast, millest igaiihel on oma
kindel funktsioon (Kitamura et al., 2004). PT ei ole piisiv struktuur, vaid eemaldatakse spermi

peast viljastumise kdigus (Sutovsky et al., 2003).

Subakrosomaalne piirkond

PT anterioorset osa k.a perforatooriumit kutsutakse subakrosomaalseks kihiks (Toshimori,
2003), mis paikneb akrosomaalse segmendi all ning mille iilesandeks on akrosoomi

seondamine (Barratt ja Jonge, 2010).

Ekvatoriaalne piirkond

Ekvatoriaalne segment on piirkond plasmamembraanil, mis paikneb akrosoomi ja

postakrosoomi vahel ning selles piirkonnas saab alguse spermi ja ootsiilidi tihinemine

(Sutovsky et al., 2003; Jones et al., 2008).

Postakrosomaalne piirkond

Perinukleaarse teeka postakrosomaalne segment moodustab jdiga ning tiheda lehtrikujulise
kompleksi, mida nimetatakse ka karikaks (lad k calyx) (Longo et al., 1987). PT
postakrosomaalne segment arvatakse olevat seotud viljastumisel toimuva munaraku

aktiveerimisega (Kitamura et al., 2004).
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Joonis 2. Imetaja spermi pea koos plasmamembraaniga (Meisner et al. 2005 jargi).
A: kogu sperm; B: lame kiilg; C: lateraalne kiilg; D: piklik labildige.

1.2 Spermi kael

Spermi kael on tihendusliili, mis liidab omavahel spermi pea ja saba. Selle pdhilisteks osadeks
on basaalplaat, capitulum ehk viike pea, tuuma distaalne osa koos tuumamembraaniga,
proksimaalne ja distaalne tsentriool ning segmentidest moodustunud kolonnid (Toshimori,
2003). Proksimaalne tsentriool koosneb iiheksast mikrotuubuli tripletist ja tithjast kambrist,
mis jddb jérele peale spermatogeneesis toimuvat distaalse tsentriooli degradatsiooni (Barratt ja

Jonge, 2010). Distaalsest tsentrioolist kasvab spermatogeneesi jooksul vilja viburi toes ehk

aksoneem (Kérner, 1997).



1.3 Spermi saba

Saba annab spermile liikkumisvdime ning aitab tal munarakku viljastada (Barratt ja Jonge,
2010). Saba on esimene struktuur, mis areneb spermatogeneesis ning mille moodustumine
toimub samal ajal kui transporditakse tsiitoplasmast mitokondreid, et nende abil moodustada
spiraalselt keerdunud kest timber saba vaheosa (Flesch ja Gadella, 2000). Imetajate spermi
saba ehk flagellum koosneb aksoneemist, mida limbritsevad iiksteisest selgesti eristuvad
struktuurid, nagu fibroosne timbris, vélimised tihedad fiibrid ja mitokondriaalne timbris.
Morofoloogiliselt jaotub spermi saba kolmeks iiksteisest eristuvaks osaks: vaheosa, pohiline
osa ja lopposa. Nendel kolmel segmendil on iihine aksoneem ehk saba mootor, mis kulgeb

1abi kogu saba ja koosneb tiitipiliselt 9+2 mikrotuubulite komplektist (Cao et al., 2006).

Aksoneem

Aksoneem on viburi toes, mis ldbib kogu saba ning annab spermile liikkumisvoime. Ta
koosneb kahest tsentraalselt asetsevast mikrotuubulist, mille iimber paikneb iiheksa
mikrotuubuli dubletti (joonis 3) (Kérner, 1997). Mikrotuubulid périnevad tuuma taga
paiknevast tsentrioolist ning koosnevad peamiselt o ja p tubuliinist, mis on olulised viburile
struktuuri ja litkuvuse andmisel. Spermi liikkumiseks vajaliku tdukejou annab valk diineiin,
mis on seotud mikrotuubulitega. Diineiin on ATPaas — ensiitim, mis hiidroliiisib ATP-d ning

muudab hiidroliitisil vabaneva keemilise energia mehaaniliseks litkkumisenergiaks (Barratt ja
Jonge, 2010; Gilbert, 2010).
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Joonis 3. a) Ristldige spermi sabast, milles on ndidatud 9 valimist mikrotuubuli dubletti (A ja B), kaks
keskmist mikrotuubuli paari koos nendega seotud komponentidega (diineiin, neksiin ja radiaalsed
kodarad). b) Suurendatud kujutis vélimise dubleti ristldikest, kus protofilamendid on nummerdatud.
(Song ja Mandelkow, 1995 jirgi).



Vaheosa, pohiosa ja lopposa

Vaheosa seondub saba pdhilise osaga annulus’e ehk ronga abil, mida kutsutakse ka Jenseni
rongaks. Annulus’e tilesandeks on kontrollida vaheosa korrektset iilesehitust (Touré et al.,
2007). Vaheosa koosneb iimber aksoneemi ja vélimiste tihedate fiibritest ja mitokondritest,
milles toimub ATP siintees (Mukai ja Travis, 2012).
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Joonis 4. Spermi ehitus (Gaffney et al., 2011 jargi). a) Spermi saba piirkonnad; b) saba
vaheosa ristloige.

Saba pohiline osa moodustub: aksoneemist, vilimistest tihedatest fiibritest ning fibroossest
timbrisest, mis kapseldab aksoneemi ja vélimisi tihedaid fiibreid (Toshimori, 2003).Saba
16pposa koosneb ainult aksoneemi jadkidest, mis on limbritsetud plasmamembraaniga. Saba
pohiosast distaalselt 10pposa poole litkudes toimub vilimiste tihedate fiibrite ja fibroosse

timbrise pidev kitsenemine kuni saba 16puni (Cao et al., 2006).

2. Spermi DNA organiseerimine

1980-datel arvati, et spermi kromatiin on organiseeritud nukleosoomidesse voi nukleosoomi
taolistesse kompleksidesse. Kuid sellisel kujul DNA pakkimine iiksikusse, tihedalt pakitud
nukleosoomi vajaks spermi peas ~ 9,9 um? suurust ruumala, mis on ligikaudu kaks korda

rohkem kui spermi tuum on vdimeline mahutama. Jédrelikult on spermi kromatiin



organiseeritud erinevalt vorreldes somaatilises rakus oleva nukleosoomi struktuuriga

(Fuentes-Mascorro et al., 2000).

Isassugurakkudes toimub spermatogeneesi jooksul nukleosoomse struktuuri asendamine
spermi spetsiifilise DNA-valk kompleksiga (Pirhonen, 1994). Kromatiini {imber
organiseerimine toob kaasa mitmeid muutusi: tuuma kuju muutumise; negatiivselt
superspiraliseerunud nukleosoomse DNA mittespiraliseerunuks muutumise, mille tottu

tekivad liithiajalised katked DNA ahelasse; kromatiini tihenemise (Zhao et al., 2004).

Kromatiini {imber organiseerimiseks on vaja spetsiifilisi DNA-ga seonduvaid valke.
Spermatiidi diferentseerumise kédigus asendatakse histoonid nn. iilemineku valkudega
(transition proteins TPs) ehk testise-spetsiifiliste tuuma valkudega. Spermatiidi arengu
viimases staadiumis, kui kromatiini tihenemine spermis 10ppeb, asendatakse tileminekuvalgud
omakorda protamiinidega (joonis 5). Tekkinud DNA-protamiin kompleks moodustab viga
tiheda ja geneetiliselt inaktiivse spermi genoomi, mis on hésti kaitstud mutageensete ithendite
ning fiiiisiliste ja keemiliste stressifaktorite eest ajal, kui sperm liigub suguteedes (Pirhonen,

1994).

Histoonid
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Joonis 5. Histoonide, iileminekuvalkude (TP) ja protamiinide (P1 ja P2) vahetumine hiire
spermatogeneesis ja spermatiidi arengustaadiumid (Meistrich et al., 2003 jargi).
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2.1 Histoonid

Histoonid on aluselised valgud, mis jaotuvad spermi tuumas korrapéraselt ning sisaldavad
palju lisiini ja arginiini jadke (Godde ja Ura, 2009). Imetaja spermatogeneesis toimub
enamuse somaatiliste histoonide asendumine testise spetsiifiliste variantidega, kuigi osa
somaatilistest histoonidest siilib ka sugurakkudes (Dadoune, 2003). Histoonide variandid
asendavad spermatotsiiiitides iile poole {iiksikutest somaatilistest histoonidest ning neid
ekspresseeritakse vaid ajutiselt. Histoonide variandid roti spermatogeensetes rakkudes voib

jagada kolme kategooriasse (Tabel 1) (Pirhonen, 1994).

Tabel 1. Histoonide variandid roti spermatogeensetes rakkudes (Pirhonen, 1994 jargi).

Histoonid Somaatiline tiiiip Sugurakus suurel hulgal* Sugurakuspetsiifilised
H1 Hi1b, Hic, Hid, Hle, H1° Hla H1t
H2A H2A.1, H2A.2, H2A.Z H2A.X TH2.A
H2B H2B.1 - TH2.B
H3 H3.1, H3.2, H3.3 - TH3
H4 H4 -

*Leitud ka somaatilisest rakust

2.2 Ulemineku tuumavalgud (TP-d)

Imetajates leiduvaid tileminekuvalke (transition proteins TPs) kutsutakse ka tilemineku tuuma
valkudeks, sest nad on vahepealsed valgud iileminekul histoonidest protamiinideks (Meistrich
et al., 2003). Ulemineku tuumavalgud on aluselisemad kui histoonid, kuid mitte nii aluselised
kui protamiinid (Wouters-Tyrou et al., 1998). Imetajate rakkudest on leitud neli erinevat
tileminekuvalku (TP1-TP4), kuid koige paremini on neist iseloomustatud kahte: iilemineku
tuumavalku 1 (TP1) ja 2 (TP2) (Meistrich et al., 2003; Wouters-Tyrou et al., 1998).
Histoonide asendus TP1 ja TP2 valkudega toimub iiheaegselt transkriptsiooni lakkamisega
(Baskaran ja Rao, 1990). Arvatakse, et TPl soodustab DNA {iheahelaliste Kkatkete
parandamist. Histoonide eelmaldamisele ning iiheahelaliste katkete parandamisele voi
ligeerimisele jargnevalt siinteesitakse protamiinid, mis séilitatakse kromatiinis, et viia 1opule
kromatiini tihenemine ning kindlustada spermi genoomi inaktiivsus hetkeni kuni see jouab
munarakku ja reaktiveeritakse. TP2 on valk, mille funktsiooniks on pakutud CG saartele

seondumise kaudu transkriptsiooni mahasurumist (Brewer et al., 2002).
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2.3 Protamiinid

Protamiinidel on mitu olulist {ilesannet: esiteks, muudavad nad genoomi kompaktsemaks, et
moodustuks tihedam ja hiidrodiinaamilisem tuum, mis voimaldaks spermil liikkuda kiiremini
ning suurendaks spermi tdendosust esimesena ootsiiiti viljastada, teiseks, kaitsevad
protamiinid geneetilist infot nukleaaside, mutageenide ja aktiivsete hapniku radikaalide eest
ning kolmandaks, viivad nad ldbi epigeneetilise modifitseerimise spermatogeneesi ajal,
eemaldades transkriptsiooni faktoreid ja valke, et aidata taastada viljastumise jargset
imprinting “ut otstitidis (Carrell et al., 2007; Andrabi, 2007).

Protamiinid on aluselised valgud, mis kuuluvad arginiinirikaste valkude perekonda (Balhorn,
2007; Fuentes-Mascorro et al., 2000). Imetajate spermid sisaldavad kahte tiilipi protamiine:
protamiin | (P1) ja protamiin Il (P2). Protamiin | esineb erinevalt protamiin Il-st koigi
imetajate spermides ning tema aminohappeline jérjestus on kdrgelt konserveerunud (Vilfan et
al., 2004). Imetajate spermidest niiteks veise sperm kasutab ainult protamiin I-te, millele on
iseloomulik kdorge tsiisteiini jadkide sisaldus. Kiipses veise spermis osaleb kahe
intramolekulaarse disulfiidsideme moodustumises neli tsiisteiini molekuli seitsmest (Cys-6-

Cys-14 ja Cys-39-Cys-47) (Vilfan et al., 2004).

nS (n+1)5 (n+2) 5 (n+3) 5 ‘%&
i ban, AR -~
FALADNGE AANE B ’-'- A AN IR )
n22 (n+1) 22 (n+2)22 (n+3) 22
1 L 4 ]
n protamiin I (n+2)protamiin I y

(n+1) protamiin (n*3)protamiin

Joonis 8. Mudel protamiin-DNA kompleksi jaoks veise spermi kromatiinis (Vilfan et al., 2004
jargi). A, veise kaks volditud protamiini monomeeri on omavahel kovalentselt seondunud Cys-38-Cys-
38 disulfiidse sideme abil. Tsiisteiinijadgid, mis on seotud molekulisiseste disulfiidsidemete
moodustumisega on méirgitud punasega; tsiisteiinijddgid, mis on seotud molekulidevaheliste
disulfiidsidemete moodustumisega on mérgitud kollasega. Cys-5 ja Cys-22 positsioonid on réhutatud
koigil kujutistel kollase noolega. B, DNA B-vormi neli keerdu liidetakse protamiini kahe dimeeri abil.
Iga dimeer seondub DNA B-vormi suure vao iimber kaks korda. Keskmine DNA-ga seonduv doméén
paikneb siigaval suure vao sees ja volditud terminaalne ots ulatub vélja vdikesest vaost. C, seitse veise
protamiin-DNA kompleksi jooniselt 8B on jaotunud heksagonaalselt tihedalt pakitud voresse.
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2.4 DNA pakkimine

Imetaja spermi DNA on viga tihedalt kokku pakitud ning on vdhemalt kuus korda tihedam
kui DNA mitootilistes kromosoomides. Sellise tiheda kokkupakkimise saavutamiseks
seondub DNA protamiinidega, et moodustada lineaarseid kiilg-kiilje kdrval asetsevaid
kromatiinide ridu. Selline pakkimine erineb méarkimisvéérselt DNA pakkimisest somaatilise
raku tuumas ja mitootilistes kromosoomides, mille puhul on DNA keerdunud {imber
histoonide oktameeri, et moodustada nukleosoome. Imetaja spermi DNA organiseeritus
sarnaneb monevOrra ka somaatilise raku struktuurile, sest mdlemad nii spermis olevad
lineaarsed kromatiini read kui ka somaatilises rakus olevad 30-nm solenoidi filamendid on
organiseeritud tuuma maatriksi abil lingu taolistesse doméddnidesse (Ward ja Coffey, 1991).
Kaksikahel spermi DNA-s on peaaegu identne somaatilise raku DNA-ga (joonis 6. A ja F
lisa). Erinevused on ainult DNA hiipermetiilatsiooni ulatuses ning telomeeride pikkuses (De
Lange et al., 1990; Groudine ja Conkin, 1985; Ward, 1993).

Protamiin-DNA kompleks

Spermi protamiin-DNA kompleks erineb oma {ilesehituse poolest somaatilise raku
nukleosoomi struktuurist. Imetaja spermi DNA-ga seonduvad vdga aluselised protamiinid
(Ward, 1993). Protamiinid seonduvad DNA-ga nii, et positiivse laenguga arginiini jaagid
neutraliseerivad negatiivselt lactud fosfodiesterjaagid (Hennig, 2005; Ward, 1993). Selline
seondumine muudab DNA neutraalseks poliimeeriks. Protamiin-DNA  kompleksi
funktsionaalne tdhtsus arvatakse olevat seotud spermi DNA inertsuse tagamisega. Spermi
DNA-I puudub vajadus olla superspiraliseerunud, sest ta ei replitseeri ega transkribeeri DNA-
d (Ward, 1993; Balhorn, 1982; Hennig, 2005).

»S00rik* struktuur

Vilja on pakutud mudel, mis sarnaneb imetaja spermis oleva solenoid-struktuuriga. Selle
mudeli kohaselt oleks voimalik DNA keerata kaheks spiraalseks ringiks iga solenoidi keeru
kohta kromatiinis. Kaheteistkiimnest nukleosoomsest superspiraalist tuleb eemaldada tiksteist
superspiraali, mille jdrel saab DNA keerduda kaheks spiraalseks ringiks. Hiljem saavad need
kaks spiraalset DNA ringi koos protamiinidega seonduda teineteisega van der Waalsi joudude
abil (joonis 6. H lisa)(Ward, 1993; Balhorn, 1982).

»S00rik“ ling struktuur

Nii somaatilise raku kui spermi tuumas on kromatiin organiseeritud lingu doméanidesse, mis
on seotud tuuma maatriksiga (Ward, 2010). Lingu doméddnid seonduvad tuuma maatriksi

kiilge spetsiifilise jarjestuse abil (Ward, 1993). Spermi tuumas olevad DNA lingu doméénid
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on viiksemad kui somaatilises rakus ning nende ligikaudne suurus ulatub kuni 50 kb-ni
(Boissonneault, 2002). Spermi DNA lingu domaéinidel ei esine superspiraliseerumist tanu
protamiinide seondumisele spermi DNAga (Ward ja Coffey, 1991; Balhorn, 1982).

SOMAATILINE SPERNM
A. RAKIK E

20 2 S R 2
e Yeaile 3 Z
Kaksikahel

B. g ;
5" 3
W 3-5'
Histooni Nukleosoom
oktameer
R 5 H
R s

Solenoid

Solenoid stz tins (D
ling = ==

Tuuma
maatriks J.

Joonis 6. Vordvairsed DNA pakkimise tasemed somaatilises ja spermi kromatiinis pohinedes
,,800rik-ling* mudelil (Ward, 1993 jargi). Somaatilises rakus on DNA (A) keerdunud kaks korda
timber histooni oktameeride nukleosoomiks (B), mis seejdrel keerdub solenoidideks (C), milles on
kuus nukleosoomi iithe keeru kohta. DNA on solenoid-struktuuris seotud ligikaudu 60 kb vahede
kaudu oma alustega tuuma maatriksi kiilge, et moodustada DNA lingu domééne (D). Need solenoid-
lingu domédédnid paiknevad somaatilise raku tuumas, kuid peale histoonide eemaldamist on nad
nihtavad ka tuumast véljaspool (E). Aktiivsed geenid on tugevamalt seotud somaatilise tuuma
maatriksiga kui inaktiivsed geenid. Spermi tuumas seonduvad tugevalt aluselised protamiinid piki
kaksikheeliksit, neutraliseerides DNA negatiivset laengut (G). Protamiinidega seondunud DNA
keeratakse viga viikeste keerdudega protamiin-DNA kompleksis kontsentrilisteks ringideks (H).
Need iihe linguga ringid ithinevad seejérel ,,s00riku” kujuliseks struktuuriks (I), milles neutraalne
DNA-protamiini kompleks on pakitud tugevalt kokku van der Waalsi joudude abil. Iga ,,s60riku‘
struktuur esindab iithte DNA lingu domééni, mis on seondunud spermi tuuma maatriksiga (J). Spermi
DNA lingu doméénid on védiksemad kui somaatilise raku omad.

3. Kodustatud veise (Bos taurus) kromosoomistik

Koduveis kuulub sdraliste seltsi (Artiodactyla), veislaste sugukonda (Bovidae) ja veise
perekonda (Bos) (Kantanen, 1999). Veislaste sugukond on kdige mitmekesisem Soraliste

perekond, kuhu kuulub 137 liiki (Gallagher et al., 1999). Koduveis pdlvneb iirgveisest Bos
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primigenius’est ning koosneb rohkem kui 800 erinevast tdust, mis on grupeeritud kaheks
liigiks: Bos taurus ja Bos indicus (Canavez et al., 2012; Kikkawa et al., 2003). Mdlemad
lahknesid tiihisest esivanemast 250 000 aastat tagasi (Burt, 2009). Bos taurus jaguneb
omakorda kaheks alaliigiks: Bos taurus taurus (koduveis) ja Bos taurus indicus ehk seebu
(Hassanin ja Ropiquet, 2004). Bos taurus on levinud peamiselt Euroopa riikides ja
Argentiinas. Bos indicus on aga tiilipiline kariloom Indias, Brasiilias, Louna-Ameerikas,

Pohja- Austraalias ning Louna-Hiinas (Canavez et al., 2012).

Sugukromosoomid

Koduveise somaatilistes rakkudes on 60 kromosoomi, millest 29. paari on autosoomid ja 30.
paari moodustavad sugukromosoomid X ja Y (Garner ja Seidel, 2008; Moruzzi, 1979) X-
kromosoom on suurem kui Y-kromosoom, mis on véikseim kogu kromosoomide komplektist
(Womack, 2012). Seetottu sisaldab X-kromosoom rohkem DNA-d kui vidiksem Y-
kromosoom. Veise X ja Y spermides sisalduv DNA hulga erinevus jadb vahemikku 3% kuni
4%. (Garner, 1983; Hamano 2007). Samuti sdltub X ja Y spermides olev erinev DNA kogus
loomatdugude péritolust. See on pohjustatud Y-kromosoomi varieeruvusest nditeks BoS

taurus ‘e ja Bos indicus ‘e vahel (Garner 1983; Hamano 2007; Garner, 2006).

4. Sorteerimise tehnoloogia

Sorteeritud sperma kasutamine on suureks abiks pollumajanduses, kus soo jargi selekteeritud
sperma abil on voimalik saada soovitud soost kariloomi (Hohenboken 1999). Sorteeritud
sperme on hakatud kasutama ka looduskaitse eesmadrkidel, niiteks loomaaias peetavate
loomade peal ning ka looduses viljasuremisohus olevate loomade jaoks (O’Brien et al.,
2009). Soo jargi selekteeritud spermat on vdimalik kasutada ka haruldaste ja hdvimisohus
olevate karilooma (veised, piihvel, kitsed) ning kodulooma (hobused, sead, lambad) tdougude
sdilitamiseks (Gordon, 2005). Lisaks karjakasvatusele saab sorteeritud sperme kasutada ka
teistes  kunstliku viljastamise valdkondades, nagu vdistlusloomade aretamiseks,

lemmikloomade peal ja muudes valdkondades, millest on pikemalt kirjutanud Seidel (2003).

4.1 DNA-ga seonduvad viarvid

DNA-ga seonduvaid virve saab kasutada spermis oleva DNA koguse médramiseks, mida
omakorda on voimalik kasutada sorteerimiseks. Mdned fluorestseeruvad vérvid on voimelised
tugevalt nukleiinhapetega seonduma, mistdttu on voimalik tdpselt méddrata spermi tuumas

olevat DNA kogust (Lawrence et al., 2005; Sklar, 2005).
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Hoechst 33342 (H33342) (joonis 8) on kollane tahke aine (Cy;H2sNsO-3HCI), mis on
moddukalt veeslahustuv ja suhteliselt mittetoksiline ning ergastub 350 nm lainepikkuse juures
(Seidel ja Garner, 2002). Hoechst 33342 on elusrakke virviv vérv, mis tungib ldbi
rakumembraani ja seondub tugevalt neljale AATT aluspaarile, mistdttu on ta kasutamisel ka
palju ohutum, kui vérvid, mis seonduvad DNA aluspaaride vahele (Garner, 2009; Watkins et
al., 1996).

CH.NH N N 3cr
3 NH
i +
N NH

H I
N
Hoechst 33342 H

OCH,,CH,,

Joonis 8. Hoechst 33342 struktuur (Garner, 2007 jargi).

Spermide populatsioonis kasutatakse H33342-ga virvitud hukkunud rakkude maaramiseks nii
propiidium jodiidi kui ka punast toiduvdrvi, mis aitab &ra hoida voimalike mutageensete
mojude teket. (Welch ja Johnson, 1999). Toiduvérviga virvimise meetod toimib selliselt, et
spermid, millel on kahjustatud rakumembraan, muutuvad vérviliseks, samal ajal aga need
rakud, millel on membraan terve, ei virvu toiduvdrviga. Kahjustatud ja surnud rakkudes
kustutab toiduvdrv Hoechst 33342 fluorestsentsi, mistdttu fluorestseeruvad need spermid
halvasti ning eemaldatakse sorteerimise protsessi kdigus (Seidel, 2007). Teiseks vdimaluseks
varvida hukkunud rakke on kasutada Hoechst 333258, mis erineb Hoechst 33342-st
sellepoolest, et tema benseeniringis etiililgrupi asemel hiidroksiiiilgrupp. Selline asendus
muudab Hoechst 333258 rakumembraani mitte ldbivaks ning kasulikuks hukkunud ja

kahjustatud rakkude maaramisel (Garner, 2009).

4.2 Labivoolu tsiitomeetriline protsess —Beltsville spermi sorteerimise
meetod

Libivoolu tslitomeetriline analiilis spermide sorteerimiseks pohineb X ja Y kromosoomi DNA
koguse erinevusel ning DNA-ga seondunud fluorestsentsvirvi koguse modtmisel. Spermi
DNA hulk méairatakse kasutades fluorestseeruvat virvi Hoechst 33342, mis tungib 14bi spermi
membraani ja seondub DNA-ga. X-kromosoomiga sperm sisaldab rohkem DNA-d kui Y-
kromosoomiga sperm (veiste puhul ligikaudu 4%), mistdttu on X-spermiga 15puks seondunud
ligikaudu 4% rohkem vérvi kui Y-spermiga ning seetdttu fluorestseeruvad nad eredamalt
(Seidel, 2007).
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Spermid sisenevad iikshaaval voolukambrisse ning iga sperm hinnatakse individuaalselt.
Fluorestseeruvad margised ergastatakse argoonlaserist périneva ultraviolett valgusega
lainepikkusel 350 nm, mis paneb rakud kiirgama heledat sinist fluorestsentsi
emissioonmaksimumiga lainepikkusel 461 nm (Garner ja Seidel, 2008; Garner, 2009).
Tekkinud fluorestsents registreeritakse kasutades detektoreid, mis paiknevad iiksteise suhtes
90° nurga all. X-ja Y-spermide lahutamine toimub eralduva fluorestsentsintensiivsuse
erinevuse pohjal (joonis 7) (Seidel ja Garner, 2002; Garner ja Seidel, 2008).

Rakkude sorteerimise protsess tootab jargmise pOhimdtte jargi: kui vedeliku vool véljub
labivoolu tsiitomeetrist, siis see katkestatakse vibreeriva mehhanismi abil véiikesteks
tilkadeks. Umbes 1/3 tilkadest sisaldab sperme ja ligikaudu 2/3 on tiihjad; moned iiksikud
tilgad sisaldavad kahte vdi rohkemaid sperme. Kui tilgake sisaldab X-kromosoomi kandvat
spermi, siis antakse sellele positiivne laeng; kui tilk sisaldab Y-kromosoomi kandvat spermi,
siis antakse negatiivne laeng; kui aga tilk ei sisalda iildse spermi, sisaldab mitut spermi,
kahjustatud spermi vo1 neid, mida ei ole vOimalik eristada suhtelise DNA koguse jérgi, siis ei
anta tilgale iildse laengut. Tilgad viljuvad ldbivoolu tsiitomeetri otsikust (kiirusega umbes 80
km/h) ning ldbivad elektrivdlja, mis on iihel pool positiivne ja teisel negatiivne. Kuna
vastasmaérgilised elektrilaengud tdmbuvad, siis tilgad, mis on positiivse laenguga (sisaldavad
X-spermi) liiguvad negatiivse elektivélja suunas ja need, millel on negatiivne laeng liiguvad
positiivse elektivédlja suunas ning need, mis on ilma laenguta, liiguvad otse alla. Seega

tekitatakse kolm tilkade voolu, mis kogutakse kolme erinevasse testtuubi (Seidel, 2007).
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Joonis 7. Libivoolu tsiitomeeter (Cran ja Johnson, 1996 jargi).
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Uhes tunnis on vdimalik sorteerida ligikaudu 5 kuni 6 miljonit spermi, sorteerimispuhtusega
85% kuni 95%. Lébivoolu tsiitomeetri abil spermide soomédramise tehnoloogia iiheks
peamiseks puuduseks on sorteerimisprotsessi aeglus, mis on pdhjustatud rakkude iihekaupa
sorteerimisest (Johnson et al., 1999). Tavaline sorteeritud veise seemendusdoos koosneb
ligikaudu 8 miljonist spermist ithe ml-i kohta ehk 2,1 miljonist spermist ithe 0,25 cm®
spermakorre kohta. Seemendusdoos, milles on 2,1 miljonit spermi on aga vidga madal kogus
kunstliku viljastamise jaoks, sest tavaliselt sisaldab wveiste kunstlikuks seemendamiseks
kasutatav seemendusdoos ligikaudu 20 miljonit spermi (Garner ja Seidel, 2008; Gosalvez et
al., 2011).

4.3 Teised meetodid jirglaste soomaaramiseks

Mitmed uurijad on firitanud eraldada X- ja Y-kromosoomi kandvaid sperme kasutades
tehnoloogiaid, mis pohinevad spermide massi ja liikuvuse erinevusel, erineval ujumismustril,
pinnalaengul, ruumala erinevusel ning immunoloogilistel omadustel (Ericsson et al., 1973,;
Prasad et al., 2010; Jain et al., 2011). X- ja Y- sperme on iiritatud sorteerida ka erinevaid
tiheduse gradiendi meetodeid kasutades, nagu albumiini gradiendi (Ericsson et al., 1973;
Quinlivan et al., 1982), Sephadex kolonni (Quinlivan et al., 1982; Steenoet al., 1975),
Percoll’i gradiendi (Kaneko et al., 1983; Ericsson et al., 1973; Kobayashi et al., 2004) ja
,swim-up*“ (Check ja Katsoff, 1993) meetodi abil. Siiani aga ei ole tikski neist meetoditest
olnud sobiv, et saavutada piisav X-i ja Y-it kandvate spermide eraldamine teineteisest. Moned
teised meetodid, mida on proovitud pohinevad pH ja elektiliste laengute erinevustel,
tsentrifuugimisel, setitamisel, geeli abil filtreerimisel, immunoloogiliste meetodite

kasutamisel ja ensiitimtestidel (Ericsson et al., 1973; Yan et al., 2006).

4.3.1 Fiiiisikalised meetodid sooméairamiseks

Tihedusgradiendil p6hinev soo méidramine — Percoll’i gradiendi meetod

DNA erinev hulk X ja Y kromosoome sisaldavates spermides pohjustab ka spermide
omavahelise kaalu ja tiheduse erinevuse. Seetdttu on vdimalik neid teineteisest eristada,
kasutades kas pidevat vOi mittepidevat tiheduse gradienti. Pideva tihedusega gradientide
korral toimub tiheduse kasv iilemisest, madalama tihedusega gradiendist kuni alumise,
suurema tihedusega gradiendini. Astmelisel ehk mittepideval gradiendil on erinevalt pidevast
gradiendist kindlad piirid iga osa vahel ning gradiendid moodustatakse, kasutades iihte voi
mitut erineva tihedusega Percolli lahust (nimetatud selle leiutaja Hakan Pertofti jargi)(Pertoft,

2000; Swamy ja Kaul, 2009). Inimese ja veise spermide puhul on kasutatud Percoll’i tiheduse
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gradiendis tsentrifuugimist nii spermide suguselekteerimiseks kui ka nende IVF-i (in vitro
viljastamise) jaoks ettevalmistamiseks (Machado et al., 2009).

Tihedusgradiendis tsentrifuugimisel sadenevad liikuvad ja intaktse tuumaga spermid kiiremini
ning koonduvad Kihti, milles on suurem tihedus (tuubi alumisse fraktsiooni). Kahjustunud ja
hukkunud spermid jddvad aga iilemisse fraktsiooni. Selline jaotumine pdhjustabki
tsentrifuugituubis fraktsioonide tekkimise (Kobayashi et al., 2004; Lee et al., 2009).
Kobayashi jt kasutasid veise sperma sooselektsiooniks mittepidevat Percoll’i gradiendi
meetodit, millele jargnevalt teostati tulemuste kontroll fluorestsents in Situ hiibridisatsiooniga
(FISH). Tsentrifuugimise jargselt jaotusid veise spermid Percoll’i gradiendis kaheks selgelt
eristuvaks fraktsiooniks (joonis 9): 1) alumine fraktsioon, mis koosnes liikuvatest spermidest
ja 2) iilemine fraktsioon, mis moodustus vihem liikuvatest spermidest. Katse tulemustest
selgus, et X-kromosoomi sisaldavate spermide osakaal oli 80%-lises Percoll’i kihis (alumine
fraktsioon) suurem ning iilemises kihis vdiksem. Alumises kihis oli Y-kromosoomide hulk
44,3% ning iilemises 52,9%. Kuna Y-kromosoomide suhte erinevus iilemises ja alumises
fraktsioonis ei olnud méarkimisvédrne, siis seetdttu ei ole see tehnoloogia reaalselt rakendatav
(Kobayashi et al., 2004).

tsentrifuugimine

—]

R spermi . iilemine
0% suspensioon fraktsioon
50%

60%
65%
70%

~~—="80% Percoll'i lahus alumine

fraktsioon

Joonis 9. Spermide eraldamine Percoll’i gradiendi meetodi abi. Peale tsentrifuugimist on
litkkuvad spermid koondunud alumisse (suurema tihedusega) kihti ning vdihem liikuvad on
jdanud iilemisse kihti (joonis on koostatud Pertoft, 2000 jérgi).
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Spermide sorteerimine ruumala jirgi

Meetod pdhineb iiksikute spermide ruumala méiédramisel interferentsmikroskoobiga. Van
Munster jt (1999b) tegid katse, milles vordlesid veise spermi pea ruumala erinevusi spermis
oleva DNA sisaldusega. Tulemustest selgus, et X- ja Y-kromosoomi sisaldava spermi pea
ruumala on vorreldav spermis oleva DNA koguse (3,5-4%) erinevusega ning seetdttu voib
ruumala kasutada markerina, et eristada X- ja Y-kromosoome sisaldavaid sperme. Nad
naitasid, et X-kromosoomi sisaldava spermi pea ruumala on ligikaudu 1% suurem kui Y-

kromosoomi sisaldaval spermil (van Munster et al., 1999a).

Aastal 2002 kasutasid nad oma Kkatses interferentsmikroskoopia optilisi vahendeid koos
rakusorteriga, et sorteerida virvimata veise sperme soOltuvalt nende pea ruumalast.
Tulemustest jareldus, et uue meetodiga oli voimalik sorteerida X- ja Y-fraktsioone puhtusega
60%-66%, mis on aga madalam tavapérasest ldbivoolu tsiitomeetriga sorteerimisest. Meetodi
eeliseks on aga, et spermide eristamiseks ei ole vaja kasutada rakkude varvimist ega ka UV-
kiirgusega ergastamist. See tehnoloogia ei ole aga siiani veel praktiliselt rakendatav (van
Munster, 2002).

4.3.2 Immunoloogilised meetodid

X- ja Y- kromosoome sisaldavate spermide pinnaantigeenne erinevus

Immunoloogiliste meetodite pdhimdte seisneb selles, et kui oleks voimalik spermide pinnalt
isoleerida selline valk, mis on spetsiifiline ainult X- vdi Y-kromosoomi spermile, siis oleks

voimalik selle vastu kasutada spetsiifilisi antikehasid ning nende abil spermide sugu méadrata

(Johnson et al., 1999).

Imetajate soo madramiseks on tehtud erinevaid immunoloogilisi katseid (Hendriksen et al.,
1993; Howes et al., 1997). Esimene sellealane t66 (Bradley et al., 1987) keskendus H-Y
antigeenidele e. Y-kromosoomi koesobivuse faktorile (ingl.k histocompatibility antigene), mis
arvati olevat kodeeritud Y-kromosoomi poolt. Aastal 1987 teatasid Bradley jt. et, H-Y epitoop
paikneb spermi pead katvas plasmamembraanis ja saba vaheosas. Sills jt (1998) niitasid aga
oma tods, et uuritav molekul esineb mdlemas nii X kui ka Y kromosoomis ning seetdttu ei ole

see geen immunoloogilise selektsiooni jaoks sobiv marker.

Antigeensed erinevused ei saa spermis tekkida aga ilma, et ei toimuks transkriptide
translatsiooni (Gur ja Breitbart, 2006). Antigeeni olemasolu, mis on vdimeline eristama X- ja
Y-kromosoome kandvaid sperme sdltub kahest eeldusest: 1) haploidses spermatiidis toimub

geeniekspressioon, mis on seotud sugukromosoomidega vdi kontrollitud sugukromosoomide
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poolt; 2) geeni ekspressiooni produkt jadb spermiga seotuks (Howes et al., 1997). Algselt
arvati, et spermatogeneesi jooksul muutuvad sugukromosoomid transkriptsiooniliselt
inaktiivseks, kuid Nagamine jt (1990) ja Hendriksen jt (1995) tdestasid oma toddes
vastupidist ndidates, et post-meiootiliselt esineb mdlemas sugukromosoomis teatud geenide

transkriptsioon.

Kuigi need tulemused néitasid, et transkriptid on seotud iiksnes X- voi Y-kromosoomi
sisaldavate spermidega, siis tegelikult vdivad ekspressiooni produktid liikkuda ka
naaberrakkude vahel tsiitoplasmaatiliste sildade abil. Need tsiitoplasmaatilised sillad seovad
post-meiootilisi X- ja Y-spermatiide omavahel ning seetdttu voivad trasnkriptid jaotuda
modlema raku vahel (Seidel, 1999; Howes et al., 1997).

Selleks, et uurida, kas X- vdi Y-kromosoomi spetsiifiline pinnavalk on olemas, tehti katse
metssea spermidega. Spermid sorteeriti X ja Y populatsioonidesse puhtusega ~ 90%. Seejdrel
eraldati valgud ning analiilisiti neid. Spermi pinnal méérati ligikaudu 1000 erinevat valku,
kuigi iihtki erinevust ei leitud X spermist eraldatud valkude vordlemisel Y spermist leitud

valkudega (Hendriksen et al., 1996).

4.4 Spermi sorteerimise kvaliteedi hindamine

Sperma sorteerimise kvaliteeti saab hinnata kasutades mitmeid erinevaid meetodeid, nagu
DNA kordusanaliiiisi, PCR-i ja FISH-i (Johnson, 1995). Sorteeritud spermide puhul, mille
DNA sisalduse erinevus on suurem kui 3%, on voimalik sorteerimise kvaliteeti hinnata , kiire
kordusanaliiiisi® abil (Welch ja Johnson, 1999). Liikide puhul, mille DNA sisalduse erinevus
X ja'Y kromosoome sisaldavate spermide vahel on védike (nt. inimene), kontrollitakse puhtust

PCR voi FISH-abil (Johnson et al., 1993; Welch et al., 1995; Maxwell et al. 2004).

DNA kordusanaliiiis

Sorteerimise kvaliteedi hindamiseks voib kasutada kiiret kordusanaliiiisi, mis tdhendab kord
juba ldbivoolu tsiitomeetriga sorteeritud spermide uut analiiiisimist sama meetodi abil (Cran ja
Johnson, 1996). Kordusanaliiiis on tdpne, usaldusvéarne ja kiire, kuid tema negatiivseteks
kiilgedeks on: 1) uue analiiiisi teostus samade vahenditega (spermi sorter, Hoechst 33342),
mida kasutati ka esmase sorteerimise 14bi viimisel; 2) kiire kordusanaliiiis vdib anda ebatdpse
tulemuse juhul, kui DNA sisalduse erinevus X ja Y kromosoomide vahel on viike (Welch ja
Johnson, 1999).
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Fluorestsents in situ hiibridisatsioon (FISH)

Teine kvaliteedi hindamise meetod pohineb fluorestsents in situ hiibridisatsioonil ning saadud
tulemuste analiilisimisel mikroskoobiga (Cran ja Johnson, 1996). X ja Y spermide hulka saab
holpsalt madrata kasutades kolme vidrviga FISH-i meetodit, mille puhul on kaks proovi
mdlema sugukromosoomi jaoks ja iiks proov autosoomi jaoks, mis hiibridiseeritakse
tiheaegselt spermi kromosoomidele (Han et al., 1993; Flaherty ja Matthews, 1996). FISH on
kasulik eriti juhul kui DNA erinevus kromosoomide vahel on vdga viike (nt. inimene 2,8%),

mistottu annab FISH tdpsema tulemuse kui kordusanaliiiis (Johnson et al., 1993).

Poliimeraas-ahelreaktsioon (PCR)

Kolmandaks sorteerimise tdpsuse hindamise meetodiks on PCR. PCR on véga spetsiifiline ja
tundlik meetod, mille abil on vdimalik iiksikuid sperme kiirelt ja tdpselt hinnata (Flaherty ja
Matthews, 1996).

Poliimeraasi ahelreaktsioon (PCR)

Veise suguselekteeritud spermide kvaliteedi Oigsust kontrolliti PCR-iga. Tulemused ei
erinenud nendest, mis saadi ldbivoolu tslitomeetriga sorteeritud spermidele tehtud
kordusanaliiiisiga (Welch et al., 1995; Hamano, 2007). PCR-i meetodi rakendamine
iiksikutele sorteeritud X ja Y spermidele, kasutades soospetsiifilisi praimereid on efektiivne,
kuid aegandudev meetod. Seetdttu amplifitseeriti korgelt konserveerunud tsink-sdrme alleel,
mis paikeneb moélemas X ja Y kromosoomis, kasutades selleks astmelist alleel spetsiifilist
PCR-i (nested allele-specific PCR) (Welch et al., 1995; Espinosa-Cervantes ja Cérdova-
Izquierdo, 2012).

Reaalaja kvantitatiivne PCR (Real-time PCR)

Kvantitatiivne reaalaja PCR meetodit saab kasutada veise suguselekteeritud spermide puhtuse
hindamiseks (Puglisi et al.,, 2006). Kvantitativse PCR-i puhul kasutatakse
fluorestsentsvirviga margistatud proove, mille abil on vdimalik tulemusi hinnata reaalajas.
Andmed saadakse analiiisides sadu {iksikuid reaktsioone. Antud meetod on

sugukromosoomide hulga kvantifitseerimiseks kiire ja usaldusvaarne (Parati et al., 2006).
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ARUTELU

Soo jargi loomade jarglaste selekteerimine on pakkunud huvi inimestele juba aastaid, sest
selle kasu ndhakse mitmes igapdeva valdkonnas, nagu kariloomakasvatuses,
lemmikloomakasvatuses, ohustatud liikide sdilitamises jne. Hetkel on ainus reaalselt
rakendatav spermide sooselektsiooni meetod Beltsiville spermide sortimise tehnoloogia, mille
abil on voimalik efektiivselt ja suure puhtusega sperme sortida. Meetod pdhineb ldbivoolu
tsiitomeetri abil DNA-ga seonduva fluorestseeruva virvi koguse mootmisel ning selle alusel
XIY kromosoomide eristamisel. See tehnoloogia voimaldab sorteerida mitmete loomade,
nagu veiste, sigade, lammaste jt sperme (Johnson et al. 1999).

Kuigi nimetatud meetod sorteerib sperme efektiivselt ja voimaldab saada terveid ja elujoulisi
jarglasi, on sellel tehnoloogial mitmeid puudusi. Olulisim nendest puudustest on seotud
spermi elu- ja liikkumisvéime vdhenemisega sorteerimisprotsessis. Labivoolu tsiitomeetriga
sorteerimine mojutab spermide kvaliteeti jargmiselt: 1) kdrge rohk rakusorteris kahjustab
rakke; 2) sorteerimisele kuluv aeg on pikk, mis mojutab spermide eluvdoimekust (Bulitko ja
Padrik, 2011); 3) sorteerimisprotsessis saavad kahjustada enamasti spermide membraanid,
mis vihendab nende liikumisvdimet. Spermide liikuvuse muutus ja membraanide kahjustused
omakorda vihendavad spermide viljastumisvoimet vorreldes tavaspermaga (Jaakma, 2011).
Teine, kuid mitte vdhemtéhtis puudus on seotud sorteerimise protsessi aeglusega, sest
sortimine toimub iiks rakk korraga. Lisaks sellele esineb protsessi jooksul suur spermide
kadu. Seetottu jddb sorteeritud spermide hulk kordades alla tavaspermaga
seemendamisdoosidele. See omakorda muudab kogu protsessi majandsulikult kulukaks.
Kolmas probleem on seotud sortimisprotsessis kasutatava virviga. Pohjus on selles, et
sorteerimisel kasutatav fluorestsentsvérv jadb spermi DNA-ga seotuks ning seetdttu ei teata,
kuidas see edaspidi kditub ning millist mdju see voib viljastatud munaraku edasisele arengule
avaldada. Probleem peitub selles, et viarv seondub kdigi kromosoomidega ja jadb nendega
seotuks. Samas aga oleks vaja eristada sperme ainult vastava sugukromosoomi sisaldamise
vOi mittesisaldamise pdhjal.

Spermide kvaliteedinditajate vdhenemine, sorteerimisprotsessi aeglus ja DNA-ga seonduvate
véarvide kasutamine on viinud vajaduseni otsida uusi, alternatiivseid meetodeid ldbivoolu
tsitomeetriale. Alternatiivsetest meetoditest, mida vdiks kasutada ldbivoolu tsiitomeetri
asendamiseks, on hetkel enim uuritud kahte: fiitisikalisi- ja immunoloogilisi meetodeid.
Fliiisikalistest meetoditest on kdige paremaid tulemusi andnud spermide ruumala erinevusel
pohinev selekteerimine. Nimetatud tehnoloogia peamiseks eeliseks on see, et ei ole vaja
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kasutada DNA-ga seonduvaid virve. Uks peamiseid puudusi, mis selle meetodiga kaasneb, on
see, et sorteerimise puhtus jadb madalamaks, mille tottu selle tehnoloogia rakendamine
praktikas on kiisitav. Samuti on selline sorteerimine aegandudev ja eeldab spetsiaalse
aparatuuri olemasolu.

Immunoloogilised  meetodid  keskenduvad peamiselt pinnaantigeenide erinevuste
tuvastamisele X- ja Y-spermide vahel. Selleks, et uurida, kas X- voi Y-kromosoomi
spetsiifiline pinnavalk on olemas, tehti katse metssea spermidega. Spermi pinnal méérati
ligikaudu 1000 erinevat valku, aga erinevusi X-spermi ja Y-spermi valkude vahel ei leitud
(Hendriksen et al., 1996). Seetdttu ei ole pinnaantigeenidel pohinevate erinevuste kasutamine
soomédramiseks hetkel veel rakendatav.

Immunoloogiliste meetodite peamisteks eelisteks rakusorteri ees on: 1) véimalus kasutada
lihtsamat ja mitte nii kallist tehnikat; 2) tegemist ei ole invasiivse protsessiga, mistdttu
voimaldab viltida DNA-ga seonduvate vérvide kasutamist ja fluorestsentsvarvidega margitud
DNA laserkiirtega ergastamist ning seega on oht DNA kahjustamiseks vdiksem (Blecher et
al., 1999 ; Hendriksen 1999).

Koiki eelpool mainitud meetodeid, nii Beltsville’t sooselektsiooni meetodit kui ka
alternatiivseid  tehnoloogiaid, on  vdimalik  kontrollida,  kasutades erinevaid
nukleiinhappehiibridisatsioonil pohinevaid meetodeid, nagu FISH ja PCR. FISH-i
tehnoloogial on mitmeid eeliseid PCR tehnoloogia ees: 1) analiiiisitakse {iksikuid sperme,
selle asemel, et uurida terveid populatsioone; 2) on vdimalik kiirelt ja tépselt loendada suuri
spermide hulki; 3) tiheaegselt kahe vdi kolme proovi hiibridiseerimisel rakule on spermis
voimalik méérata ka aneuploidsuse esinemist (XX, YY, XY) (Flaherty ja Matthews, 1996).
Spermide sooselektsiooniks on samuti voimalik kasutada hiibridisatsioonil pdhinevaid
tehnoloogiaid. Hiibridisatsioonipdhiste meetodite idee scisneb selles, et teadaolevale DNA
jarjestusele on voimalik seondada sellega komplementaarne proov, mis aitab tuvastada
spetsiifilisi piirkondi sihtmidrk DNA-s. Seega oleks voimalik selliseid proove kasutades
sorteerida spermid vastavalt X- ja Y-kromosoomi sisaldusele.

Hiibridisatsiooniks on voimalik kasutada nii siinteetilisi oligonukleotiide kui ka PCR-i abil
valmistatud pikemaid proove, mis on sageli margistatud nditeks fluorestseeruvate virvidega.
Selline margistamine aitab detekteerida kromosoomil olevaid spetsiifilisi piirkondi
(Habermann et al., 2005). Uks vdimalusi, kuidas hiibridisatisoonil pdhinevaid meetodeid
oleks voimalik elusrakkude puhul soo selekteerimiseks rakendada, on kasutada lithikesi rakku
penetreeruvaid peptiide (CPPs, cell penetrating peptides). CPP-d on lihikesed
aminohappejirjestused, mis voivad rakku siseneda kahel viisil: energiast sdltuva endotsiitoosi

kaudu voi energiast sOltumata otse 1dbi membraanse kaksikkihi (Fonseca et al., 2009). Kui
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nende peptiididega siduda spetsiifilised nukleiinhappejirjestused, siis on vdimalik neid
jarjestusi kanda peptiidide abil rakku, mille jarel saavad spetsiifilised nukleiinhapped
seonduda komplementaarsuse alusel uuritava kromosoomi piirkonnaga. Uks vdimalustest,
kuidas spetsiifilisi nukleiinhappeid rakku kanda, on neid nanopartiklite vahendusel siduda
CPP-ga (Rath et al., 2013; Klein et al., 2010). Teine voimalus on spetsiifiliste jarjestuste
sidumine CPP-ga ilma nanoosakeseta ning selle rakku viimine.

Meie tooriihm tootab vilja ja katsetab hiibridisatsioonil pohinevat meetodit, millega oleks
voimalik sorteerida sperme nii, et spermid selle protsessi jooksul vdimalikult véhe
kahjustuksid. Kéesoleval hetkel on eemirgiks leida erineva pikkusega spetsiifilisi
nukleiinhappejérjestusi X- ja Y-kromosoomi korduvatele piirkondadele, mille abil oleks
vOoimalik  mdédrata  spermi  sugu.  Peamiseks  eesmdrgiks on  véiljatodtatud
nukleiinhappejérjestuste rakendamine sooselektsiooniks, kasutades CPP-1 pohinevat

tehnoloogiat.
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KOKKUVOTE

Aastaid on iritatud vélja tootada tehnoloogiaid, et ldbi viia soomddramist, mis voimaldaks
parandada kariloomade geneetilisi omadusi, séilitada haruldasi loomatduge, suurendada
jargaste hulka jne.

Kéesoleval hetkel on ainus efektiivne kariloomade soomédramise meetod Beltsville spermide
selekteerimise tehnoloogia. See meetod voimaldab sorteerida iihes tunnis korraga miljoneid
sperme suure sortimispuhtusega. Antud tehnoloogia on rakendatav veiste, lammaste, sigade jt
loomade X- ja Y-spermide sortimiseks. Sorteeritud sperme on kasutatud nditeks veiste
kunstlikuks viljastamiseks, mille tulemusena on saadud terveid ja eluvoimelisi jarglasi.

Kuigi ldbivoolu tsiitomeeter selekteerib sperme efektiivselt, on sellel meetodil puudujadke.
Uks peamisi puudusi selle tehnoloogia kasutamisel on sorteerimisprotsessi aeglus, sest
spermide sorteerimine toimub iikshaaval. See omakorda muudab selle tehnoloogia
majanduslikult kulukaks ning on viinud vajaduseni otsida uusi, alternatiivseid lahendusi
spermide sortimiseks.

Viimastel aastatel on spermide soomddramise meetoditest enim uuritud kahte tehnoloogiat,
mis pohinevad: fliisikalistel ja immunoloogilistel erinevustel. Mdlema tehnoloogia puhul on
peamisteks puudusteks siiani jadnud korduvkatsete ebadnnestumised ja sorteerimistulemuste
ebapiisav tapsus. Seetottu ei ole need hetkel ka toostuslikult rakendatavad.

Pidev uurimistdd alternatiivsete lahenduste leidmiseks nii fitisikaliste, immunoloogiliste kui
ka hiibridisatsioonipohiste meetodite valdkonnast annab lootust, et ldhitulevikus on voimalik

kasutada uusi ja efektiivsemaid tehnoloogiaid soomdaramiseks.
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METHODS FOR SEX SELECTION OF SPERM IN FARM ANIMALS

Summary

Triin Kitsemets

In many years numerous attempts have been made to preselect the sex of offspring in farm
animals, because gender preselection has tremendous benefits in the livestock industry.
Controlling sex ratio has got many advantages, for instance, it permits faster genetic progress,
higher productivity and economic benefits. Dairy farmers can breed more heifers for milk
production and beef cattle breeders more bulls for meat production.

Currently the only method that can be used for sexing mammalian spermatozoa with a high
accuracy is the Beltsville sperm sexing technology. The method is based on the separation of
X- and Y-bearing spermatozoa by their DNA content difference. This method uses flow
cytometry to measure the sperm DNA content difference via fluorophore fluorescence that is
bound to the DNA. According to measured results spermatozoa are sorted into three different
populations (X, Y and unmeasured). This technology will produce millions of sperms per
hour with a high accuracy that usually exceeds 90%. per sample. Although this procedure is
currently widely used for gender preselection in most livestock species, it is still far from
ideal. One limitation is that sperm are sorted one at the time, which makes the procedure
relatively slow considered to the needs for conventional artificial insemination. This also
makes the procedure expensive. Sex preselection in farm animals should be inexpensive and
efficient, therefore there is on-going research for new alternative methods for mammalian
sperm sexing.

In recent years there have been attempts to separate X- and Y-sperm by at least two different
mechanisms based on physical properties, for example, volume of the sperm head and by
using immunological differences, for example, surface antigenic differences. Those new
approaches have shown promising results for sperm sexing, although they all have problems
related to accuracy and repeatability, which prevent their wider commercialization.

At the moment our research group is trying to work out a hybridisation based method for
sperm sexing. The main objective of our research is to develop specific oligonucleotide
sequences which are complementary to the specific repeatable DNA sequences in X- and Y-
chromosomes. The future goal will be the gender preselection by binding those short
oligonucleotide sequences to the transport peptides, which will help to carry the cargo into the

live cells so that oligonucleotides can bind to the specific regions on the chromosome.
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