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Selityksié kaytetyille termeille ja lyhenteille

Adenohypofyysi: aivolisdkkeen etulohko

FSH: follikkelia stimuloiva hormoni, follitropiini, aivolisdkkeen etulohkosta vapautuva

gonadotrooppinen hormoni

GnRH: gonadotropin releasing hormone, gonadoliberiini, hypotalamuksesta vapautuva

hormoni, joka vapauttaa aivolisakkeen etulohkosta seké follitropiinia ettd lutropiinia
Hypofyysi: aivoliséke

Hypotalamus: talamuksen alla sijaitseva valiaivojen alaosa

KE: kokonaisejakulaatti

LH: luteinisoiva hormoni, lutropiini, aivolisakkeen etulohkosta erittyva

gonadotrooppinen hormoni

MMP: matriksimetalloproteinaasi

SK: siittiokdyhéafraktio

Spermatidi: esisiittio

Spermatogeneesi: siementiehyiden ituepiteelissa siittididen syntyyn johtava kehityssarja
Spermatogonio: alkusiemensolu, siittiokehityksen kantasolu

Spermatosyytti: varhaissiemensolu, spermatogoniosta jakautumalla syntynyt solu, joka

muuttuu edelleen spermatidiksi
SR: siittiorikasfraktio

TIMP: metalloproteinaasien kudosinhibiittori



1 JOHDANTO

Siirto- ja pakastespermasiemennysten lisdantyessa siittididen séilytyskestavyys on
tdrkedssa asemassa. Oriitten ValillaA on Kkuitenkin eroja sekd siirto- ettd
pakastekestavyydessa. Toisten oriitten sperma kestdd hyvin sekd jadhdytettyna
séilyttamisté ettd pakastamista, kun taas toisten spermanlaatu heikkenee nopeasti (Katila
et al. 2003). Vastauksia ja selityksia siihen, mika aiheuttaa eroja oriitten vélillad on
yritetty 10ytdd niin  siittidistd  kuin  siemennesteestd. Sperman siirto- ja
pakastekestavyyden sek& hedelméllisyystulosten parantuminen olisi merkittdvaa
hevoskasvatuksen taloudellisuuden kannalta. Kaytettavien oriitten valinta perustuu
suurelta osin niiden suorituskykyyn, joten oriitten valinnalla ei t&lla hetkella pystyta
suurestikaan vaikuttamaan hedelmallisyystuloksiin. Kyseiset asiat ovat talla hetkella

titviin tutkimuksen alla, ja joitakin eroja oriitten vélill& onkin jo pystytty 10ytamaan.

Oriin ejakulaatiossa vapautuva siemenneste koostuu siittidista ja seminaaliplasmasta
(Senger 2003). Se jakautuu useaan eri fraktioon, joissa siittiopitoisuus ja biokemiallinen
koostumus vaihtelevat (Mann et al. 1956, Tischner et al. 1974). Seminaaliplasma
siséltaa useita erilaisia biologisia komponentteja kuten ioneja, entsyymeja ja proteiineja
(Kosiniak 1975, Magistrini et al. 1995, Kareskoski et al. 2010). Sen tehtdvand on muun
muassa kuljettaa siittiot virtsaputkea pitkin naaraan sukuelimiin ja toimia ravinnon
ldhteena siittidille (Senger 2003, Troedsson et al. 2005). Tutkimuksia on tehty eri
komponenttien merkityksestd siemennesteessd, vaikutuksista sen laatuun ja
séilytettavyyteen seké oriin hedelméllisyyteen (Turner & McDonnell 2003, Dias et al.
2004, Pesch et al. 2006, Kareskoski et al. 2010).

MMP:t muodostavat yhden biologisen komponentin seminaaliplasmassa. Ne ovat
proteiiniperhe, johon kuluu useita jasenida. MMP:t kykenevét hajottamaan muun muassa
solun ulkoisia tukirakenteita sek& tyvikalvoa erilaisissa fysiologisissa ja patologisissa
tiloissa (Salamonsen 1996, Hulboy et al. 1997). Niitd on I0ydetty useista kudoksista ja
my0s seminaaliplasmasta (Hulboy et al. 1997, Shimokawa et al. 2002). MMP-
pitoisuuksia on tutkittu muun muassa miesten seminaaliplasmasta (Shimokawa et al.
2002, Tentes et al. 2007).

Lisensiaatin tyon tutkimusosuudessa tutkittiin seminaaliplasmanéytteitd yhteensa 43

oriista. Naytteet oli keratty astutuskaudella 2006 erirotuisilta ja -ikaisiltd hevosilta sek&
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kahdelta ponilta. N&ytteet oli jaoteltu 1-4 eri fraktioon. Jokaisesta ndytteesta tutkittiin

matriksimetalloproteinaaseja zymografian avulla.

2 KIRJALLISUUSKATSAUS

2.1 Oriitten lisdédntymisanatomiaa ja — fysiologiaa

2.1.1 Oriin lisddntymisanatomiaa

Oriin  sukuelimid ovat Kkivekset, lisdkivekset ja lisdsukurauhaset, joita ovat
bulbouretraalirauhaset, prostata, rakkularauhaset sekd ampullat (Kuva 1). Kivekset ja
lisdkivekset toimivat siittioiden valmistus- ja kypsymispaikkana, kun taas

lisasukurauhaset osallistuvat seminaaliplasman muodostamiseen (Senger 2003).

Kivesten koko vaihtelee hevosten valilla. Ne ovat normaalisti 6-12 cm pitkat, 4-7 cm
korkeat ja noin 5 cm levedt ja painavat yhteensd 300-350g (Davies Morel 1993).
Kokoon vaikuttaa muun muassa oriin rotu, koko, ikd, vuoden aika ja siitoskaytto
(Naden et al. 1990, Love et al. 1991). Kivesten koko ja parenkyymin paino korreloivat
sperman tuotantokyvyn kanssa (Gebauer et al. 1974, Love et al. 1991). Parenkyymin
painoa ei pystytda eldvalta hevoselta tutkimaan, mutta mittaamalla kiveksien koko
voidaan ennustaa oriin spermantuotantokykya (Love et al. 1991). Siittididen lisaksi
kiveksissd tuotetaan testosteronia, estrogeenid ja inhibiinid. Kiveksien normaalin
toiminnan kannalta tarkedssé asemassa ovat Leydigin ja Sertolin solut. Leydigin solut
sijaitsevat siementiehyiden vélisessa valikudoksessa ja ne tuottavat testosteronia.
Siementiehyiden reunalla on Sertolin soluja, joilla on useita teht&vid. Ne hoitavat
kehittyvid siittiosoluja, osallistuvat veri-kivesesteen muodostamiseen sek& erittavat

nesteité ja proteiineja. Sertolin solut tuottavat myo6s inhibiinia (Senger 2003).

Lisékivekset ovat dorsaalisesti Kiinni kiveksissa, mutta niiden h&ntdosa sijaitsee melko
kaudaalisesti. Ne toimivat siittididen kypsymispaikkana ja varastona. Lisakiveksistd on
erotettavissa kolme osaa: pé4, runko ja hantd. Lisékivekset ovat yhteydessa kivekseen
padosastaan ja liittyvat siemenjohtimen avulla virtsaputkeen.  Siittiot siirtyvat

epékypsina kiveksista lisdkiveksiin kypsymaan (Senger 2003). Lisakiveksen eri osissa

4



siittiotineys, samoin kuin erilaisten proteiinien pitoisuus, vaihtelee. Lisakivekset
erittdvat useita erilaisia proteiineja, kuten laktoferriinid ja glutationiperoksidaasia
lumeniinsa (Fouchécourt et al. 2000).

Lisasukurauhasista parilliset bulbouretraalirauhaset sijaitsevat peniksen juuressa lahella
anusta (Senger 2003). Rauhasten erite on kirkasta ja sitd erittyy jo ennen varsinaista
ejakulaatiota. Sen tarkoituksena on puhdistaa virtsaputkea sielld mahdollisesti olevasta
virtsasta ja bakteereista. Erite toimii my0s liukasteena parantaen sperman etenemisté

oriin virtsaputkessa (Davies Morel 1993).

Prostata sijaitsee ampulloiden ja bulbouretraalirauhasten vélissa lahelld kohtaa, jossa
virtsaputki liittyy virtsarakkoon (Senger 2003). Prostatan erite on alkaalista ja sisaltaa
paljon proteiineja seké sitruunahappoa ja sinkkia (Davies Morel 1993).

Ampulla on siemenjohtimen distaalisen osan laajentuma. Sen tuottamat eritteet laskevat
suoraan virtsanputkeen lantio-ontelossa (Senger 2003). Rauhasten erite on kellertdvan

kermaista ja sisaltdd runsaasti antioksidatiivista ergotioneiinia (Mann et al. 1956).

Parilliset rakkularauhaset sijaitsevat lantion-ontelossa rakon kaudaalipuolella
virtsaputken molemmin puolin. Niiden tuottamat eritteet tyhjenevat virtsaputkeen
(Senger 2003). Rauhaset tuottavat suurimman osan seminaaliplasmasta (Davies Morel
1993). Rakkularauhasten erite on lapindkyvaa, varitontd ja viskoosista (Mann et al.
1956), ja se sisaltdd paljon natriumia, proteiineja ja sitruunahappoa (Davies Morel
1993). Ejakulaation lopussa tuleva geeli on suurimmaksi osaksi perdisin
rakkularauhasista (Mann et al. 1956).



Virtsajohdin __
Ampulla

Siementichyt

Glans penis Lisikiveksen runko

Kuva 1. Oriin sukuelimet (Senger 2003).

2.1.2 Oriin lisdantymisfysiologiaa

Oriit saavuttavat sukukypsyyden reilun vuoden ikdisend, keskiméarin 14 kuukauden
iassd, mutta vaihteluvali on suuri: 10 kuukaudesta 24 kuukauteen (Naden et al. 1990,
Senger 2003). Puberteetin alkamiseen vaikuttaa muun muassa rotu ja vuodenaika
(Naden et al. 1990). Ori séilyttaa hedelméllisyytensd loppuikénsd, mutta sperman laatu
heikkenee oriin vanhetessa (Davies Morel 1993).

Hevoset ovat pitkdn pdivan kausilisdéntyjia, mutta tammaan verrattuna oriilla
vuodenaika vaikuttaa kuitenkin vdhemmén sukupuolitoimintoihin ja oriit pystyvatkin
astumaan ja tuottamaan spermaa ympéarivuoden (Hoffmann & Landeck 1999).

Lisaantymistoiminnoissa ~ on  kuitenkin  havaittavissa ~ muutoksia  normaalin



lisddntymiskauden aikana ja sen ulkopuolella (Pickett et al. 1970). Esimerkiksi oriitten
sukupuolihormonipitoisuudet vaihtelevat perifeerisessa verenkierrossa vuodenajan
mukaan. Pohjoisella pallon puoliskolla sukupuolihormonipitoisuudet alkavat nousta
kevéalla ja ne ovat korkeimmillaan loppukevéastd ja alkukesastd, kunnes niiden
pitoisuudet taas laskevat syksyd kohden (Hoffmann & Landeck 1999). Vuodenaika
vaikuttaa my6s oriin kayttdytymiseen. Esimerkiksi reaktioaikaan, joka kuluu
varsinaisen astumisen alkamiseen tamman nakemisestd, on pidempi talvella. Muutoksia

havaitaan myos siemennesteessa (Pickett et al. 1970).

Lisaantymistoimintoja séételee valiaivojen alaosassa oleva hypotalamus, josta erittyy
GnRH:ta hypotalamuksen ja hypofyysin valiseen verenkiertojarjestelméan. GnRH:ta
erittyy oriilla tasaisesti toisin kuin tammalla. GnRH:n vaikutuksesta adenohypofyysista
vapautuu FSH:ta ja LH:ta. Molemmilla hormoneilla on omat kohdesolut, joiden
toimintaan ne vaikuttavat. LH vaikuttaa kiveksissa oleviin Leydigin soluihin. Kyseiset
solut tuottavat sen vaikutuksesta progesteronia, joka muutetaan oriin elimistossa
suurimmaksi osaksi testosteroniksi. Kyseinen hormoni aiheuttaa oriille tyypillisen
lisddntymiskayttaytymisen (Senger 2003). FSH puolestaan vaikuttaa kiveksissa oleviin
Sertolin soluihin. Solut muuttavat testosteronia dihydrotestosteroniksi ja estrogeeniksi.
Sertolin solut osallistuvat my6s spermatogeneesiin ja tuottavat liséksi inhibiinig, joka
vahentdd FSH:n tuotantoa adenohypofyysista (Senger 2003). Kivesten lisaksi
testosteronia  tuotetaan  oriin lisimunuaisissa  (Davies  Morel  1993).
Lisaantymistoimintojen saatelyssa toimii negatiivinen palautusjarjestelma (feedback).
Verenkierrossa oleva testosteroni, estrogeeni ja inhibiini vahentdvdt GnRH:n
vapautumista hypotalamuksesta ja ndin myds omaa erittymistdan verenkiertoon (Senger
2003).

2.2 Sperma

2.2.1 Ejakulaatio ja fraktiot

Oriin ejakulaatti jakautuu useaan eri fraktioon, jotka eroavat toisistaan siittiotineydessa,
biokemiallisessa koostumuksessa ja siittionesteen maaréassa (Kosiniak 1975). Tischnerin
et al. (1974) tutkimuksessa oriilla oli yhdessd ejakulaatiossa keskiméarin 8 sykaysté

vaihdellen 5 sykayksestd 10 sykdykseen. Ejakulaation keskimé&&rdinen kesto kyseisessa



tutkimuksessa oli 7,6 sekuntia (Tischner et al. 1974). Ejakulaatin ominaisuuksissa,
kuten tilavuudessa ja siittioméaarassa, on normaalienkin oriiden vélilla melko paljon eroa
rilppuen muun muassa oriin ominaisuuksista ja siitoskdyton méaarasta (Pickett et al.
1976). Pickett et al. (1976) tekemassa tutkimuksessa tutkittiin viiden quarterhevosen
ejakulaatin  ominaisuuksia 13 kuukauden ajan. Tutkimuksessa keskimé&ardinen

ejakulaatin tilavuus oli 65,5 ml ja siittiomaara 14,7x10°.

Ejakulaatin koostumus ja mdaard vaihtelevat vuoden ajan mukaan. Muun muassa
kokonaissiittiomaard, samoin kuin ejakulaatin geeliton tilavuus, ovat pienempid
siitoskauden ulkopuolella kuin sen aikana (Pickett et al. 1970). Ejakulaatin
kokonaisméaran vaihteluiden lisdksi myo6s fraktioiden suuruus vaihtelee ja siihen
vaikuttaa muun muassa oriin seksuaalisen kiihottumisen voimakkuus (Pickett et al.
1976).

Ori, jolla on normaali sukupuolikayttdytyminen, kiinnostuu kiimaisesta tammasta hyvin
nopeasti (Pickett et al. 1970). Ejakulaation saa aikaan sensoristen hermojen
aktivoituminen peniksessd. Sen seurauksena siemen vapautuu sukurauhasista ja
kulkeutuu virtsaputken kontraktioiden mukana tamman kohtuun (Senger 2003). Ennen
varsinaista ejakulaatiota tulee usein padosin bulbouretraalirauhasesta peréisin oleva
kirkas ja wvesimdinen esisekreetti (Davies Morel 1993). Ensimmadiset fraktiot
esisekreetin jalkeen ovat ulkon&dltdan ja koostumukseltaan maitomaista ja sisaltavat
noin 80 % siemensyoksyn siittidistd (Tischner et al. 1974). Siittidtihedn fraktion
eritteessd on runsaasti ergotioneiinia, joten fraktiossa on mukana runsaasti myos
ampullan eritteitd. Viimeiset fraktiot ovat rakenteeltaan viskooseja ja siittiotiheys on
niissa pieni. Siittidrikkaan fraktion jélkeen tulevissa fraktiossa ergotioneiini-pitoisuus
laskee ja vastaavasti sitruunahapon pitoisuus nousee, mika viittaa siihen, etté
rakkularauhasen eritteitd erittyy runsaammin ejakulaatin lopussa (Mann et al. 1956).
My0s Webberin ja Woodsin (1993) tekemdassa tutkimuksessa, jossa tutkittiin oriin
sukupuolirauhasten lapimitan muutoksia ejakulaation aikana ultradanen avulla, todettiin,
ettd ampulloiden lapimitta muuttuu ennen ejakulaation varsinaista alkua ja vastaavasti
rakkularauhasten vasta ejakulaation loppupuolella. Samassa tutkimuksessa todettiin
prostatasta perdisin olevien eritteiden alkavan erittyd ennen ejakulaation alkua ja
jatkuvan myo6s sen aikana. Bulbouretraalirauhasten ei havaittu muuttavan kokoaan

ejakulaation aikana, vaikkakin niiden muoto vaihteli (Webber & Woods 1993).



2.2.2 Siittiot

Siittididen kehitys alkaa kiveksissa ja jatkuu lisdkiveksissd. Se voidaan jakaa kolmeen
vaiheeseen, jonka lopuksi muodostuvat haploidisen kromosomiluvun omaavat siittiot,
joissa on tunnistettavissa rakenteellisesti kolme erilaista osaa péé, keskikappale ja hanté.
Padosan tumassa on tiiviisti pakkautuneena kromatiini ja ulkopuolella akrosomihuppu.
Siittiésolun p&an ja hanndn valissi on keskikappale, jossa on runsaasti mitokondrioita.
Viimeisend osana on keskikappaleeseen liittyvd hant4d. Hedelmdittymisen kannalta

siittion normaalirakenne on térkeé&é (Senger 2003).

Siittididen kehitys eli spermatogeneesi alkaa itusolulinjan soluista, jotka sijaitsevat
siementiehyen reunoilla. Ensimmadisesséd spermatogoniavaiheessa alkusiemensolut
jakautuvat mitoottisesti useita kertoja muodostaen suuren joukon B-spermatogonioita.
Toisessa meioosivaiheessa syntyneet solut jakautuvat meioottisesti muodostaen ensin
primaarisia ja sitten sekundaarisia  spermatosyyttejd. N&in  muodostuneet
varhaissiemensolut ovat kromosomiluvultaan haploidisia. Viimeisessa
spermatidivaiheessa ei endd tapahdu solun jakautumisia vaan esisiittididen kehittyminen
ja kypsyminen jatkuu. Lopulta muodostuneilta siittidiltd voidaan erottaa pé&a,
keskikappale ja hant4 (Senger 2003). Normaalin toiminnan saavuttamiseksi siittioiden
pitdd kypsyé vield lisdkiveksisséd. Spermatogeneesi kestdd kokonaisuudessaan oriilla

noin 50 paivaa (Swierstra et al. 1974).

Vuodenaika vaikuttaa jonkin verran myos siittidihin (Gebauer et al. 1976, Pickett et al.
1976). Pickett et al. (1976) tekeméssa tutkimuksessa siittioiden liikkuvuuden todettiin
lisdantyvan ja ejakulaatin kokonaissiittiomaaran taas laskevan talvikaudella. Toisaalta
Gebauer et al. (1976) tekeméassa tutkimuksessa ei siittididen ominaisuuksissa todettu

niin suuria vuodenajan mukaisia vaihteluja kuin seminaaliplasmassa.

2.2.3 Seminaaliplasma

Seminaaliplasma koostuu kivesten, lisdkivesten ja lisdsukurauhasten eritteista (Mann et
al. 1956, Webber & Woods 1993). Se jakautuu eri fraktioihin, joissa sen biokemiallinen
koostumus vaihtelee (Kosiniak 1975, Magistrini et al. 1995). Seminaaliplasman
koostumukseen vaikuttavat monet asiat kuten oriin siitoskéyttd, ikd ja vuodenaika
(Pickett et al. 1970, Abou-Ahmed et al. 1992). Se sisaltda useita erilaisia biologisia

komponentteja kuten ioneita, entsyymeja ja proteiineja. Myds biologisten



komponenttien mé&arien vaihteluita oriiden ja vuoden aikojen vélilld on raportoitu
(Kosiniak & Bittmar 1981, Pesch et al. 2006, Kareskoski et al. 2010).

Seminaaliplasma véhenté&a siittididen liikkuvuutta séilytyksen aikana (Varner et al.
1987). Liikkuvuus séilyy parempana seka jadhdytetyssa ettd pakastetussa spermassa, jos
seminaaliplasman osuus lasketaan < 5% (Jasko et al. 1991). Seminaaliplasman
negatiivisten vaikutusten lisaksi sill4 on todettu olevan useita myonteisia vaikutuksia
naaraan elimistossd ja siittioiden kehityksessa (Troedsson et al. 2005).
Seminaaliplasman koostumus vaihtelee uroksen lisddntymiselimissd. Sen eri
komponenteilla on todettu olevan tarked merkitys, esimerkiksi siittididen
pintarakenteiden kehittymiselle ja kypsymiselle uroksen elimistossd. Usean
komponentin merkitys on kuitenkin vield selvittdmattd (Magistrini et al. 1995, Hulboy
et al. 1997, Fouchécourt et al. 2000, Topfer-Petersen et al. 2005). Seminaaliplasmalla
on osoitettu olevan aktiivinen vaikutus myds naaraan sukupuolielimissé. Sen on todettu
vaikuttavan siittididen kulkeutumiseen ja lisd&dvdn kohdun sekd@ munasarjojen
verenkiertoa (Troedsson et al. 2005). Seminaaliplasman on todettu myds suojaavan
elavia siittioita fagosytoosilta ja toisaalta taas edistavan sitd kuolleiden siittididen osalta
(Troedsson et al. 2002).

2.2.3.1 Entsyymit

Oriin spermassa seka lisasukurauhasissa on havaittu useita eri entsyymejd. Niiden
merkitystd siemennesteessd, vaikutuksia sen laatuun ja oriin hedelméllisyyteen on
selvitelty useissa tutkimuksissa (Turner & McDonnell 2003, Dias et al. 2004, Pesch et
al. 2006, Kareskoski et al. 2010).

Alkaalinen fosfataasi (AP) on defosforyloiva entsyymi ja sitd on useissa kudoksissa
kuten luussa, keuhkoissa ja istukassa (Coleman 1992). Oriin seminaaliplasmassa on
korkeat AP:n pitoisuudet. Ne ovat huomattavasti suuremmat varsinaisessa ejakulaatissa
kuin ennen ejakulaatiota tulevassa nesteessa (Turner & McDonnell 2003). Kareskosken
et al. (2010) tekeméssa tutkimuksessa todettiin AP:n pitoisuuksien olevan korkeammat
siittiotihedssa kuin siittiokoyhassa fraktiossa. AP:n on todettu olevan padosin peraisin
itse seminaaliplasmasta eik& siittidistd. Seminaaliplasman AP- pitoisuuden avulla
voidaan tutkia my6s atsospermian syitd lajeilla, joilla AP on p&dosin perdisin kiveksista

ja lisdkiveksistd. Esimerkiksi tapauksessa, jossa halutaan erottaa todellinen
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kivesperdinen atsospermia (korkea AP, ei siittioitd) tiehyiden tukoksesta (matala AP, ei
siittioitd). Oriin lisdantymiselimissd AP:n aktiivisuus on suurinta kiveksissa ja

lisdkiveksen hantdosassa (Turner & McDonnell 2003).

Oriin seminaaliplasmassa ja sukurauhasissa on useita erilaisia glukosideja hydrolysoivia
entsyymeja, glukosidaaseja, kuten B-glukuronidaasia (BG), B-N-
asetyyliglukosaminidaasia (NAG), o-glukosidaasia, a-galaktosidaasia sekda p-
galaktosidaasia (Fouchecourt et al. 2000, Dias et al. 2004). Ampullan eritteessad on
runsaasti NAG:a sekd o-mannosidaasia ja rakkularauhasen eritteissa muun muassa
BG:a, NAG:a, a-glukosidaasia sekd a-galaktosidaasia (Beyler ja Zaneveld 1982).
Lisékiveksien nesteessd on havaittu NAG:a sekéd a-glukosidaasia (Fouchécourt et al.
2000, Dias et al. 2004). a-glukosidaasin pitoisuus kasvaa lisdkiveksen hénnésta kohti
sen paata. Myos seminaaliplasmassa on havaittavissa a-glukosidaasi-aktiivisuutta (Dias
et al. 2004). Kareskosken et al. (2010) tekemassa tutkimuksessa BG-pitoisuus oli
korkein siittiotihedssa fraktiossa.

Oriin seminaaliplasmassa on my6s monia muita entsyymeja edelld mainittujen lisaksi
kuten laktaattidehydrogenaasia (LHD), aspartaatti-aminotransferaasi (AST) ja y-
glutamyylitransferaasia (GGT). Niiden vaikutuksia ja Kkorrelaatioita sperman
ominaisuuksiin  on  selvitetty seminaaliplasmatutkimuksien avulla.  Peschin
tutkimusryhmén (2006) mukaan LDH aktiivisuus korreloi merkittavasti sperman
motiliteetin, eldvien ja kuolleiden siittididen jakauman sekd patomorfologian kanssa.
Kyseisilla entsyymeilla oli tutkimuksessa positiivinen korrelaatio spermakonsentraation
kanssa. Entsyymeilld oli vastaavasti negatiivinen korrelaatio sperman mééran kanssa.
Kyseisistd korrelaatioista johtuen entsyymien epdillddn olevan peréisin kiveksista ja
lisdkiveksisté (Pesch et al. 2006).

2.2.3.2 Proteiiniyhdisteet

Seminaaliplasman proteiineilla on térked merkitys lisddntymistoiminnoissa. Ne muun
muassa saatelevat kapasitaatiota ja muokkaavat kohdun immuunivastetta. Oriilla on
I0ydetty kahdeksan hevosen seminaaliplasmaproteiinia (HSP-1:st4 HSP-8:aan). Ne ovat
molekyylimassaltaan pienid 14-30 kDa (TOpfer-Petersen et al. 2005). Keskimé&érainen
proteiinipitoisuus oriin seminaaliplasmassa ennen siitoskauden alkua oli 1,9 g/100 ml.

Pitoisuuden todettiin kasvavan siitoskauden jalkeen verrattuna siitoskautta ennen
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mitattuihin arvoihin (Kosiniak & Bittmar 1981). HSP-1 ja HSP-2 ovat tavallisimmat
proteiinit oriin seminaaliplasmassa muodostaen noin 70-80 % kokonaisproteiineista
(Ekhlasi-Hundrieser et al. 2005).

2.2.3.3. Matriksimetalloproteinaasit

MMP:t ovat proteiiniperhe, johon kuluu useita jasenid. Ne kykenevat hajottamaan muun
muassa solun ulkoisia tukirakenteita sekd tyvikalvoa erilaisissa fysiologisissa ja
patologisissa tiloissa (Salamonsen 1996, Hulboy et al. 1997). Niitd on l6ydetty useista
kudoksista ja myds seminaaliplasmasta (Hulboy et al. 1997, Shimokawa et al. 2002).
Niiden erittymistd ja aktiivisuutta saadellddn usealla tavalla muun muassa eri
hormoneilla ja kasvutekijoilla (Chambers & Matrisian 1997, Hulboy et al. 1997).
MMP:t eritetddn latentissa muodossa ja ne aktivoituvat, kun niistd poistetaan
inhibitorinen pro-peptidi (Hulboy et al. 1997). Aktivoituneiden MMP:en toimintaa
sééadellddn myods kudoksissa olevien metalloproteinaasi-inhibiittorien (TIMP) avulla
(Salamonsen 1996, Shimokawa et al. 2003).

MMP-2 ja MMP-9 ovat sinkistd riippuvaisia gelatinaaseja. MMP-2:1la on kyky
hydrolysoida muun muassa gelatiineja, useita kollageenityyppejd, elastiinia seka
fibronektiinia. Myés MMP-9:1la on kyky hydrolysoida elastiinia, gelatiineja sek&
hieman eri  Kkollageenityyppeja kuin  MMP-2:lla  (Hulboy et al. 1997).
Matriksimetalloproteinaasien on havaittu olevan mukana erilaissa elimistén prosesseissa
sekd fysiologisissa ettd patologissa. Niiden pitoisuuksia ja merkitysta erilaisissa
kudoksissa ja eritteissa tutkitaan talla hetkelld runsaasti eri eldimilla (Hulboy et al.
1997, de Laat et al. 2011). Niill& on osoitettu olevan tarke&d rooli myds ovulaatiossa,

implantaatiossa ja synnytyksessa (Salamonsen 1996, Oddsdéttir et al. 2011).

MMP-pitoisuuksia on tutkittu miesten seminaaliplasmasta (Shimokawa et al. 2002,
Tentes et al. 2007). Shimokawan et al. (2002) tutkimuksessa ihmisten spermasta
I0ydettiin MMP-2:ta ja MMP-9:d44 sekd ndiden pro-muotoja ettd hajoamistuotteita.
Samassa tutkimuksessa MMP-2:n ja MMP-9:n toiminta pystyttiin inhiboimaan
metalloproteinaasi-inhibiittoreilla EDTA:lla, EGTA:lla ja o-fenantroliinilla (Shimokawa
et al. 2002). Miesten seminaaliplasmanéytteissa on I0ydetty myds kudosinhibiittoreita
(Baumgart et al. 2002, Buchman-Shaken et al. 2002). Shimokawa et al. (2003) 16ysi

miesten seminaaliplasmanaytteistd kudosinhibiittorit TIMP-1 ja TIMP-2 ja totesi niiden
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muodostavan komplekseja MMP-2:n ja MMP-9:n kanssa. Métayerin et al. (2002) tutki
matriksimetalloproteinaaseja oriin, passin ja karjun lisdkiveksistd. MMP-2:n latenttia
muotoa havaittiin oriilla lisékiveksen hé&ntdosassa. Kaikilla kolmella lajilla havaittiin
MMP-2:ta, MMP-3:a ja MMP-9:44 seka kudosinhibiittoria lisdkiveksen eritteessa.

Miesten siemennesteen MMP-pitoisuuksissa on todettu olevan eroa normaalien ja
epanormaalien siemennestenaytteiden valilla (Baumgart et al. 2002, Buchman-Shaked
et al. 2002, Tentes et al. 2007). Baumgartin et al. (2002) tekemdssa tutkimuksessa
havaittiin MMP-2:n kokonaispitoisuudessa merkittdva ero siittiokadosta kérsivien ja
normaalia spermaa tuottavien miesten valilla. Siittiokadosta karsivien miesten
seminaaliplasmassa oli vdhemman MMP-2:ta. T&ssd tutkimuksessa MMP-9:n
pitoisuuksissa ei ollut eroja ryhmien valill4&. Toisessa tutkimuksessa ei havaittu
merkittdvdd korrelaatiota MMP-2:n  tai MMP-9:n  aktiivisen muodon ja
spermakonsentraation, liikkuvuuden tai morfologian valilla. Kyseisessé tutkimuksessa
havaittiin kuitenkin erovaisuuksia MMP-9:n latentissa muodossa, kun miehet jaettiin
ryhmiin siemennesteen konsentraation mukaan. Ryhméssa, jossa siittidtineys oli pienin,
oli MMP-9:n latentin muodon pitoisuus suurempi kuin paremman siittiétiheyden
omaavien miesten ryhmdssdé. MMP-2 pitoisuudet olivat hieman pienempid
siittiotineydeltadn heikompien miesten ryhmassd, mutta erot eivat olleet tilastollisesti

merkittavia ryhmien vélill4 (Tentes et al. 2007).

2.2.3.3 Muut yhdisteet
Oriin seminaaliplasmassa on monia muita yhdisteitd edelld mainittujen lisaksi.
Seminaaliplasmassa on muun muassa fruktoosia ja ergotioneiinia sek& erilaisia
elektrolyytteja ja hormoneja (Kosiniak & Bittmar 1981, Lemazurier et al. 2001,
Kareskoski et al. 2010).

Myb6s seminaaliplasman elektrolyyttipitoisuudet vaihtelevat eri fraktioiden valilla.
Fosforipitoisuus on korkein siittiotinedssa fraktiossa ja matalin ennen varsinaista
ejakulaattia tulevassa nesteessd. Natrium ja kloridi-pitoisuudet taas ovat korkeampia
juuri ennen ejakulaatiota tulevassa nesteessd. Muiden fraktioiden valilla niiden
pitoisuudet eivat vaihtele merkittavasti. Kalsium- ja magnesium-pitoisuudet ovat
korkeammat siittiokdyhéssa fraktiossa kuin siittittinedssa. Kaliumin pitoisuudet eivat

vaihtele fraktioiden vélilla merkittavasti (Kareskoski et al. 2010).
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3 AINEISTO JA MENETELMAT

3.1 Oriit

Yhteensd 30 Suomessa sijaitsevaa siittolaa kutsuttiin tutkimuksen mukaan. Ehtona oli,
etta siittolassa oli pitédnyt olla astutuskaudella 2005 vahintadéan yksi ori, jolla oli ollut yli
kaksikymmentd tammaa. Tallaisista siittoloista hyvaksyttiin tutkimukseen mukaan
kaikki k&ytettavissa olevat oriit. Tutkimuksen ehdot téyttavista siittoloista yhdeksén

halusi osallistua.

Spermaa kerattiin yhteensa 43 oriilta astutuskaudella 2006. Oriista kaksikymmenta oli
lamminverisia  ravureita, 1altddn  4-23-vuotiaita.  Seitseméntoista  oritta  oli
suomenhevosia, ialtddn 8-23-vuotiaita. L&mminverisid ratsuja oli neljd, ialtdan 9-19-
vuotiaita ja lisdksi oli kaksi ponia, ialtddn 8- ja 9-vuotiaat. Oriiden siitoshistoria ja
tuleva kayttd olivat erilaisia ja keskimaarin oriilla oli kaudella 2006 14 tammaa,

vaihteluvéli oli kuitenkin kahdesta tammasta 150 tammaan oriitta kohden.

3.2 Naytteiden kerdaminen ja kasittely

Tutkimukseen osallistuneilta oriilta Kkeré&ttiin yksi ejakulaattindyte, joka erotettiin
kerdysvaiheessa 1-4 fraktioon. Siittolasta ja orista riippuen néytteet kerattiin joko
avoimella tai modifioidulla suljetulla keinovaginalla tai Equidame® fantomilla
(Lindeberg et al. 1999).

Equidame® fantomi on tietokoneohjelmoitu (Equidame®, Haico Oy, Loimaa, Suomi)
ja siind ejakulaatti voidaan keraa fraktioittain viiteen eri kuppiin (Kuva 2). Fantomissa
fraktiointi perustuu jokaiseen kuppiin edeltd asetettuihin tavoitepainoihin, jotka voidaan
asettaa orikohtaisesti optimoimaan fraktiointia. Ori ejakuloi keinovaginan edessa
olevaan metallisuppiloon fantomin sisélld (Kuva 3). Muovikupit ovat asetettuina
horisontaalisesti liikkuvaan tarjottimeen, joka sijaitsee metallisuppilon alla (Lindeberg
et al. 1999). Edelld kuvailtu Equidame® fantomi oli kdytossa vain 1 tilalla (6 oriitta).
Avoimia keinovaginoita oli useampia (29 oriitta). Modifioitu suljettu keinovagina oli
Missour-tyyppinen (8 oriitta). Sen paahén kiinnitettiin ultrad&nianturin suojamuovi

(Kruuse AJS, Langeskov, Tanska) siemenkerdysastian sijaan. Siemenndyte Kkeréattiin
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muovisuojukseen ja fraktiot erotettiin toisistaan verisuonipihtien avulla (Kuva 4).

Samaa menetelmag kaytettiin myos avoimissa keinovaginoissa.

Kuva 3. Fraktioidun ejakulaatin kerddminen Equidame® fantomilla. Esisekreetti on
nahtavissa ensimmaisessé kupissa oikealla, seuraavissa kupeissa siittiorikkaat ja kdyhat
fraktiot. Viimeinen pieni ja alempana oleva iso kuppi siséltavat suurimmaksi osaksi

geelid (Kareskoski véitdskirja 2011).

Kuva 3. Equidame® fantomin rakenne. Irrotettava avoin keinovagina (1A) ja sen sisalla
kumi (1B). Vaginan sisélld oleva irrotettava metallinen suppilo (2). 5 irrotettavaa
metallista kannatinta (3A) ja 5 muovikuppia (3B) seké& pienet styroksiset suojukset (3C),
jotka suojaavat muovikuppeja. (4) Tietokoneen ohjauspaneeli, jolla saadelldan
ejakulaatin fraktiointia (Lindeberg et al. 1999).
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Kuva 4. Fraktiointitapa, jota kaytettiin kerattdessé spermaa avoimella tai modifioidulla
suljetulla keinovaginalla (Kareskoski véitoskirja, 2011).

Siemennesteen kerdyksen jalkeen siitd poistettiin geeli ja jokaisen fraktion tilavuus
mitattiin -~ ja  siittiotiheys  laskettiin ~ Burkerin-kammion avulla.  Jokaisesta
siemennestendytteesta otettiin tippa kahdelle mikroskooppilasille. Ne valmisteltiin ja
ilmakuivattiin siittioiden morfologista tutkimusta varten.

Jokainen fraktio jaettiin kahteen osaan: toinen seminaaliplasmanéytteitd varten ja toinen
siittiotutkimuksiin. Seminaaliplasmanéytteet sentrifugoitiin (4000 g) 15 minuutin ajan ja
tdmén jalkeen supernatantti poistettiin suodattamalla se 0,45 pm:n suodattimen lapi
(Millex-HV, Millipore, Billerica, MA, USA). Proteiini-inhibiittoria (Trasylol 10000
Kallikrein Inactivator Units (KIU)/ml, Bayer Schering Pharma, Berliini, Saksa) lisattiin
jokaiseen naytteeseen (500 KIU/ml seminaaliplasmaa) estdm&an entsyymien ja
proteiinien aktivaatiota. Seminaaliplasmandytteet sailottiin 1 ml:n putkiin -80 °C
odottamaan analysointia.
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3.3 Zymografia

Yhteensd 74 seminaaliplasmanaytteestd analysoitiin  matriksimetalloproteinaaseja
zymografian avulla. Menetelmé&lld voidaan erottaa ndytteissa olevat MMP:t toisistaan
erilaisten molekyylipainojen avulla. Né&ytteet ajetaan elektroforeesissa 10 % SDS-
PAGE-geelin l&pi, josta renaturaatio- ja kehityspuskuri-késittelyiden seka varjayksen
jalkeen voidaan havaita MMP:t vaaleina viivoina muuten tummasta geelistd. Samaa
menetelm&é kaytettiin Shimokawan et al. (2002) tutkimuksessa, jossa tutkittiin MMP-2

ja MMP-9 aktiivisuuksia miesten seminaaliplasmanéytteista.

Seminaaliplasmandytteet sulatettiin  jadmurskan p&alla. Alkuperéiset ndaytteet
laimennettiin ndytepuskurilla (40 mg BPB, 6 g SDS, 87 % glyseroli) suhteessa 1:40.

Laimennettuja naytteitd pidettiin jaill4 noin tunti ennen ajon alkamista.

Seminaaliplasmandytteiden ajoa varten valmistettiin 10 % SDS- polyakryymiamidi
gelatiinigeeli (gelatiinia 100 mg/10 mL). Zymogeelien valamisessa kaytettiin 1 mm
leveitd laseja ja muovikampoja, joissa oli kymmenen koloa néytteitd varten.
Laimennettuja seminaaliplasmanaytteitd pipetoitiin 10 pl zymogeelin koloihin 4-10.
Elektroforeesiajossa kaytettiin  kontrollina kolossa 1 Precision plus protein
Kaledoscope-proteiinimarkkeria (Bio-Rad), kolossa 2 MMP-2-markkeria (R&D
Systems) ja kolossa 3 MMP-9-markkeria (R&D Systems).

Néaytteet ajettiin jadhauteessa 4 °C:ssa: ensimmaisen 15 minuutin ajan 60 mAh, minka
jalkeen tarkistettiin, ettd varirintama zymogeelissé oli edennyt. Taman jalkeen ajoa
jatkettiin 30 mAh, kunnes véririntama oli kulkenut zymogeelin l4pi. Ajoaika oli
keskimadrin 4 tuntia ja 14 minuuttia. Ajon jalkeen zymogeelit irroteltiin laseista ja
pantiin omiin rasioihinsa, johon oli Kirjoitettu kyseisen ajon ja geelin tiedot. Ajon
jalkeen zymogeeleja pidettiin ensimmaisen tunnin ajan renaturaatio-liuoksessa (2,5 %
Triton X-100) sekoittajalaitteessa. Tunnin kuluttua liuos kaadettiin pois ja
zymogeeleihin lisattiin kehitepuskuria (50 mM Tris, pH 7,5, 200 mM NaCl, 5 mM
CaCl, ja 0,02 % Brilj-35), jossa ne olivat 30 minuutin ajan sekoittajassa. Kehitepuskuri
vaihdettiin uuteen ja zymogeelit pantiin yon ajaksi lampokaappiin 37 °C. Seuraavana
aamuna ne pestiin ionivaihdetulla vedelld kolmesti 10 minuutin ajan. Tdméan jalkeen ne
peitettiin Coomassie blue-vérilla G-250 (Fermentas), jossa ne olivat keskimé&arin 2
vuorokautta. Vari huuhdeltiin pois ja zymogeeleja pestiin ionivaihdetulla vedelld useita

kertoja ennen niiden tallentamista ja analysointia.
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Zymogeelit skannattiin  (EPSON Expression 1640 XL) niiden tallentamista ja
myOhempé&d analysointia varten (Kuva 5). Skannattuja kuvia késiteltiin niin, ettd niist4
saatiin analysointikelpoisia. Zymogeelien skannatuista kuvista poistettiin roskat ja
ilmakuplat kuvankasittelyohjelman (Photoshop 7.0) avulla.

Zymogeelien MMP-pitoisuudet analysoitiin skannatuista kuvista densitometrialla

(Alpha Image HP, Alpha Innotech Corp).

Tot-MMP-9
s Pro-MMP-2
A GED D -GN = B — Ak MMP-2

Kuva 5. Kuvassa skannattu zymogeeli ajopéivaltd 31.1.11. Rivilla 1. proteiinimarkkeri,
2. MMP-2-markkeri, 3. MMP-9- markkeri ja 4.-10. seminaaliplasmandytteet.

3.4 Hedelmallisyystiedot

Hedelméllisyystietoja  kerattiin  siittoloista sekd Suomen raviurheilun ja
hevoskasvatuksen  keskusjarjestoltd (Suomen Hippos ry). Oriille laskettiin
tiineyttamisprosentti kaikista vuonna 2006 tehdyista siemennyksistd. Seké synnyttaneet
ettd luoneet tammat Kkasiteltiin tutkimuksessa tiineind. Tassa tutkimuksessa kaytettiin
ensimmaiseen siemennykseen tiinehtyneiden tammojen prosenttia
hedelméllisyysparametrina.  Pakastespermasiemennykset  jatettiin  tutkimuksen

ulkopuolelle.
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3.5 Tilastolliset analyysit

Densitometrialla saaduista tuloksista laskettiin aktiivisen MMP-2:n (akt-MMP-2), pro-
MMP-2:n (pro-MMP-2) sek& MMP-9:n aktiivisen ja pro-muodon (tot-MMP-9)
suhteelliset pitoisuudet jakamalla zymogeeleisté saadut pitoisuudet kunkin standardin
pitoisuudella. MMP-9:n aktiivista ja pro-muotoa ei pystytty kyseiselld menetelmalla
erottamaan toisistaan, vaan annetuissa pitoisuuksissa on laskettu yhteen molemmat
muodot. Saadut tiedot koottiin taulukkolaskentaohjelmaan ja kasiteltiin silla (Microsoft
Office Excel 2007).

Pro- ja akt-MMP-2:lle sek&d tot-MMP-9:lle laskettiin siittiérikkaassa- (SR) ja
siittiokoyhassafraktiossa (SK) sek& kokonaisejakulaatissa (KE)  keskiarvot,
keskihajonnat, = mediaanit sekd maksimi- ja  minimiarvot.  Spearmanin
jarjestyskorrelaatiokertoimet laskettiin tammojen ensimmadiseen kiimaan tiinehtymisen

ja eri MMP-pitoisuuksien valille SR:ssa ja KE:ssa.

4 TULOKSET

Oriilla on seminaaliplasmassa havaittavia pitoisuuksia seka akt-MMP-2:ta ja pro-MMP-
2:ta ettd tot-MMP-9:84. Kaikilta oriilta ei ollut keratty kaikkia fraktioita, joten osalla

oriista tuloksia on vain joistakin fraktioista eik& kaikista kolmesta (SR, SK ja KE).

Pro-MMP-2:n suhteellisten pitoisuuksien keskiarvot ovat SR:ssa, SK:ssa ja KE:ssa yli 2
kertaluokkaa suuremmat kuin akt-MMP-2:n tai tot-MMP-9:n. Tot-MMP-9:n ja akt-
MMP-2:n suhteellisten pitoisuuksien keskiarvot ovat keskenddn samaa suuruusluokkaa.
Keskihajonta on samaa suuruusluokka pro-MMP-2:ssa ja akt-MMP-2:ssa, suurinta se
on tot-MMP-9:ssd. SR:n, SK:n ja KE:n vélilla MMP:n vaihtelut ovat melko pienié.
Suurimmat MMP:n suhteelliset pitoisuudet ovat SR:ssa, mutta varsinkin pro-MMP-2:n

vaihtelu fraktioiden ja ejakulaatin valill& on pienté.

19



SR:ssa, SK:ssa ja KE:ssa

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

Suhteellinen pitoisuus

[

SR SK KE

Pro- ja akt-MMP-2:n sekd MMP-9:n keskiarvot

® pro-MMP-2
m akt-MMP-2
tot-MMP-9

Kuvaaja 1. Oriiden keskim&ardiset pro- ja akt-MMP-2:n sekd tot-MMP-9:n

suhteelliset pitoisuudet SR:ssa, SK:ssa ja KE:ssa.

4.1. Pro-matriksimetalloproteinaasi 2

Pro-MMP-2 suhteellisen pitoisuuden keskiarvot ovat melko samanlaiset kaikissa

fraktioissa SR:ssa 0,79, SK:ssa 0,74 ja KE:ssa 0,78. Suurimmat suhteelliset pitoisuudet

ovat SR:ssa 1,01, SK:ssa 1,04 ja KE:ssa 0,96 ja vastaavasti pienimmét 0,61, 0,52 ja

0,61.

Taulukko 1. Pro-MMP-2:n suhteellisen pitoisuuden keskiarvo, keskihajonta seka

maksimi- ja miniarvot SR:ssa, SK:ssa ja KE:ssa.

SR SK KE

Keskiarvo

0,79 0,74 0,78

Keskihajonta

0,1 0,14 0,11

Max.arvo

1,01 1,04 0,96

Min.arvo

0,61 0,52 0,61
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Oriilla 43 ja 48 ovat korkeimmat pitoisuudet pro-MMP-2:ta SR:ssa, SK:ssa seka
KE:ssa. Oriin 37 pro-MMP-2:n suhteellinen pitoisuus KE:ssa on korkea, muita
fraktioita ei kyseiselld oriilla ollut keratty. Pienimmat pitoisuudet ovat eri oriilla: SR:ssa

44, SK:ssa 47 ja KE:ssa oriilla 39.

Pro-MMP-2 KE:ssa

1,2
S 1
2
2 08
o
S 06
= s ro-MMP-2
Y EE R R EEEEEE R Mediaani
% ediaani
32 02

0

34 36 37 38 40 43 47 39 48 30 31 32 26
Oriit

Kuvaaja 2. Pro-MMP-2:n suhteelliset pitoisuudet KE:ssa oriittain.

Pro-MMP-2 SR:ssa

1,2

= pro-MMP-2
----- Mediaani

Suhteellinen pitoisuus

3435443638393342454347464948222329303124322627
Oriit

Kuvaaja 3. Pro-MMP-2:n suhteelliset pitoisuudet SR:ssa oriittain.
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Pro-MMP-2 SK:ssa

1,2

. pro-MMP-2
----- Mediaani

Suhteellinen pitoisuus

34363839414445434749482330313227
Oriit

Kuvaaja 4. Pro-MMP-2:n suhteelliset pitoisuudet SK:ssa oriittain.

4.2. Aktiivinen matriksimetalloproteinaasi 2

Akt-MMP-2:n suhteellisen pitoisuuden keskiarvot vaihtelivat fraktioittain enemmén
kuin pro-MMP-2:n. Fraktioittain ne ovat SR:ssa 0,31, SK:ssa 0,23 ja KE:ssa 0,24.
Suurimmat suhteelliset pitoisuudet ovat SR:ssa 0,65, SK:ssa 0,55 ja KE:ssa 0,41 ja
vastaavasti pienimmét 0,1, 0,11 ja 0,12. Keskihajonta on myds suurempi akt-MMP-2:n
SR:ssa kuin pro-MMP-2:ssa SR:ssa.

Taulukko 2. Akt-MMP-2:n suhteellisen pitoisuuden keskiarvo, keskihajonta sek&
maksimi- ja miniarvot SR:ssa, SK:ssa ja KE:ssa.

SR SK KE
Keskiarvo  |0,31 0,23 0,24
Keskihajonta | 0,17 0,11 0,1
Max.arvo 0,65 0,55 0,41
Min.arvo 0,1 0,11 0,12
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Oriiden tulokset eri fraktioissa ja KE:ssa eivat ole yhtd selkedsti samansuuntaisia kuin
pro-MMP-2:n valilla. Oriilla saattaa olla korkea suhteellinen pitoisuus SR:ssa ja taas
matalampi SK:ssa, kuten oriilla 31. Akt-MMP-2:n korkein pitoisuus SR:ssa on oriilla
29, SK:ssa taas 43 ja KE:ssa 37. Pienimmat pitoisuudet ovat SR:ssa oriilla 49, SK:ssa
27 ja KE:ssa 43.

Akt-MMP-2 KE:ssa

0,45
0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

. gkt. MMP-2
----- Mediaani

Suhteellinen pitoisuus

Kuvaaja 5. Oriittain akt-MMP-2:n suhteelliset pitoisuudet KE:ssa.
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Kuvaaja 6. Oriittain akt-MMP-2:n suhteelliset pitoisuudet SR:ssa.
Akt-MMP-2 SK:ssa
0,4
s 0,35
2 03
8
5 0,25
& 02 i~ f=—f=—=—= =fp=s=g====== ==
g 11111111 - o
£ 0,1 Ii i Mediaani
“ 0,05
; Il |
34362330313227414445434749383948
Oriit

Kuvaaja 7. Oriittain akt-MMP-2:n suhteelliset pitoisuudet SK:ssa.
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4.3. Kokonais-matriksimetalloproteinaasi 9

Tot-MMP-9:n suhteellisen pitoisuuden keskiarvot ovat SR:ssa 0,35, SK:ssa 0,24 ja
KE:ssa 0,23. Pienimmét tot-MMP-9 pitoisuudet ovat hyvin pienid. Suurimmat
suhteelliset pitoisuudet ovat SR:ssa 0,74, SK:ssa 0,74 ja KE:ssa 0,48 ja vastaavasti
pienimmét 0,06, 0,05 ja 0,11.

Taulukko 3. Tot-MMP-9:n suhteellisen pitoisuuden keskiarvo, keskihajonta seka

maksimi- ja miniarvot SR:ssa, SK:ssa ja KE:ssa.

SR SK KE
Keskiarvo 0,35 0,24 0,23
Keskihajonta | 0,2 0,18 0,12

Max.arvo 0,74 0,74 0,48
Min.arvo 0,06 0,05 0,11

Oriin suhteelliset pitoisuudet vaihtelevat SR:ssa, SK:ssa sekd KE:ssa. Tot-MMP-9:n
korkein pitoisuus SR:ssa on oriilla 35, SK:ssa oriilla 43 ja KE:ssa oriilla 38. Pienimmét
pitoisuudet ovat oriilla SR:ssa 44, SK:ssa 44 ja KE:ssa 43.

Tot-MMP-9 KE:ssa
0,6

0,5

0,4
0,3

= MMP-9

0,2 - .
----- Mediaani

Suhteellinen pitoisuus

0,1 -

30 31 32 26 40 43 47 39 48 34 36 37 38
Oriit

Kuvaaja 8. Tot-MMP-9: n suhteellinen pitoisuus KE:ssa oriittain.
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Kuvaaja 9. Tot-MMP-9:n suhteellinen pitoisuus SR:ssa oriittain.
Tot-MMP-9 SK:ssa
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Kuvaaja 10. Tot-MMP-9:n suhteellinen pitoisuus SK:ssa oriittain.
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4.4. Matriksimetalloproteinaasit ja tiinehtyminen

Tammojen tiinehtyminen ensimmadiseen kiimaan ja oriitten MMP-pitoisuudet olivat
tiedossa SR:ssa 19 ja KE:ssa 11 oriilla. Spearmanin jarjestyskorrelaatiokertoimet ovat
melko pienid MMP:en ja tiinehtymisprosenttien valilla (Taulukko 4).

Taulukko 4. Spearmanin jérjestyskorrelaatiokertoimet 1. kiimaan tiinehtymisen ja eri
MMP-pitoisuuksien valilla SR:ssa seka KE:ssa.

Siittiorikasfraktio Pro-MMP-2 | Akt-MMP-2 | Tot-MMP-9
Tiinehtyminen 1. kiimaan 0,13 -0,14 0,08
Kokonaisejakulaatti

Tiinehtyminen 1. kiimaan 0,09 0,09 0,08
5 POHDINTA

Kaikilla tutkimuksen oriilla oli havaittavia pitoisuuksia pro- ja akt-MMP-2:ta seké tot-
MMP-9:84. Tulos oli odotettu, silld miehillda on useammassa tutkimuksessa osoitettu
seminaaliplasmasta kyseisid matriksimetalloproteinaaseja (Shomokawa et al. 2002,
Tentes et al. 2007). Oriilla vaikuttaa olevan suuremmat pitoisuudet pro-MMP-2:ta kuin
akt-MMP-2:ta tai tot-MMP-9:44. My0s n&mé tulokset vastaavat miesten
seminaaliplasman tutkimustuloksia (Tentes et al. 2007).

Tulokset osoittavat, ettd kaikkia matriksimetalloproteinaaseja erittyy kaikissa
fraktioissa. MMP:en pitoisuudet olivat suurimpia SR:ssa. Pro-MMP-2:n pitoisuudet
olivat lahes samaa tasoa sekd molemmissa fraktioissa ettd KE:ssa. Akt-MMP-2:n ja tot-
MMP-9:n pitoisuudet olivat pienempid SK:ssa ja KE:ssa kuin SR:ssa. Orikohtaiset erot
olivat pienimpid pro-MMP-2 kohdalla, jossa varsinkin SR:ssa keskihajonta oli pieni.
Tuloksien vertailu oriiden vélilld on hankalaa pienen aineiston takia. Sattuma saattaa
vaikuttaa tuloksiin hyvinkin paljon. Lisaksi kaikista oriista ei ollut saatavilla kaikkia
fraktioita, joten tiedot jaivat monella oriilla yhden fraktion tai KE:n varaan. MMP-
pitoisuuksien ja sperman ominaisuuksien vertailemiseksi tarvittaisiin aineistoltaan

laajempia tutkimuksia, jotta mahdollisia merkittavia eroja voitaisiin varmemmin
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osoittaa oriitten véalilla. Lisaksi esimerkiksi oriin seksuaalisen kiihottumisen on osoitettu
vaikuttavan seminaaliplasman mééraan (Pickett et al. 1976), joten MMP-pitoisuuksissa
voi olla eroja ejakulaatioiden vélilla. Kerdysvuodenaika saattaa myos vaikuttaa MMP-
pitoisuuksiin  seminaaliplasmassa, sillda seminaaliplasman useissa ominaisuuksissa
tapahtuu muutoksia vuodenajan mukaan (Pickett et al. 1970). Oriilta pitdisi ker&ta
useampia seminaaliplasmanaytteitd sekd astutuskaudella ettd sen ulkopuolella, jotta

mahdolliset vaihtelut ejakulaatioiden ja eri vuodenaikojen valilla voitaisiin havaita.

Vertailu tammojen tiinehtymisen ja oriiden MMP-pitoisuuksien valill4 tehtiin KE:n
lisdksi SR:ssa. Silla KE:ssa oli kaytdssé vain 11 oriin tiedot. Korrelaatiokertoimet olivat
pienié. Aikaisempia tutkimuksia, joissa samaa asiaa olisi tutkittu oriilla, en 16ytanyt. En
I0ytdnyt suoraan vastaavanlaisia vertailuja MMP-pitoisuuksien ja naisten raskauksien
valilla. Miehilla vertailuja MMP-pitoisuuksien ja sperman parametrien valilla on tehty.
Niissd on todettu siemennesteen MMP-pitoisuuksissa olevan eroa normaalien ja
epanormaalien siemennestendytteiden valilla (Baumgart et al. 2002, Buchman-Shaked
et al. 2002, Tentes et al. 2007). Baumgartin et al. (2002) tekemdssa tutkimuksessa
havaittiin MMP-2:n kokonaispitoisuudessa olevan matalampi siittiokadosta karsivilla
miehilla. Oriilla vaikuttaisi pro-MMP-2:ta olevan enemman niillg, joilla oli paremmat
tiineystulokset. Toisaalta normaalia suurempi akt-MMP-2 mé&ard vaikuttaisi olevan
oriilla, joiden tiinehtymistulokset olivat heikompia. Oriitten ma&ra oli kuitenkin pieni,
joten sattumalla voi olla suuri vaikutus tuloksiin. Lisaa tutkimuksia pitaisi tehdd myos

sperman parametrien ja MMP-pitoisuuksien korrelaatioista.

MMP:lla tiedetddn olevan tdrked rooli, esimerkiksi ovulaatiossa ja alkion
implantaatiossa sekd kohtukuppien muodostumisessa (Salamonsen 1996, Oddsdottir et
al. 2011). MMP:en merkityksesta urosten sukuelimissa, niiden vaikutuksista siittididen
kehittymiseen ja kypsymiseen, tiedetd&n vield melko véhdn. Mydskaan
seminaaliplasman mukana tamman kohtuun paatyvan MMP:en vaikutuksista kohdussa
ei ole tehty tutkimuksia. Seminaaliplasmalla on osoitettu olevan aktiivinen vaikutus
my0s naaraan sukupuolielimissd, ja sen on todettu vaikuttavan useisiin asioihin
(Troedsson et al. 2005). Lisad tutkimuksia siis vaadittaisiin, ennen kuin tiedetdan
enemman MMP:n merkityksisté ja vaikutuksista seminaaliplasmassa sekd uroksen etta

tamman sukuelimissa.
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Mielenkiintoisia ovat myos poikkeavat yksil6t kuten ori 43, jolla MMP-pitoisuudet
olivat korkeat SR:ssa ja SK:ssa; samoin oriit 32 ja 30, joilla kaikki MMP-pitoisuudet
molemmissa fraktioissa seka KE:ssa olivat alle keskiarvon. Jos téllaisia oriitta 16ytyisi
suuremmissa aineistoissa enemman, olisi mielenkiintoista vertailla niiden sperman

ominaisuuksia seka tiinehtymistuloksia verrattuna tavallisiin oriisiin.
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