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SAZETAK

UTJECAJ EGZOGENOG MELATONINA NA BIOKEMIJSKE POKAZATELJE |
ANTIOKSIDACIJSKI STATUS SJEMENE PLAZME FRANCUSKIH ALPSKIH
JARCEVA IZVAN RASPLODNE SEZONE

Jedan od znacajnijih ¢imbenika koji uvjetuju smanjenje pokretljivosti i sposobnosti
oplodnje spermija su oksidativna o$te¢enja spermija koja nastaju kao posljedica djelovanja
prekomjerne koliCine reaktivnih kisikovih spojeva (ROS). Prekomjerne koli¢ine ROS-a
nastaju tijekom procesa manipulacije i krioprezervacije sjemena te prilikom upalnih stanja
spolnih organa. Protutezu ROS-u u organizmu ¢ine antioksidansi koji su prisutni u
sjemenoj plazmi i spermijima. Nesrazmjer stvaranja slobodnih radikala i antioksidativne
obrane organizma naziva se oksidativni stres koji moze dovesti do osStecenja stanica i
posljedicno neplodnosti. Melatonin je molekula sa sposobnos¢u direktne i indirektne
antioksidativne =zaStite, sprjeCava lipidnu peroksidaciju u staniénim membranama,
apoptozu spermija te Stiti DNK-a i mitohondrije spermija od oSte¢enja koja mogu nastati
zbog Stetnog djelovanja ROS-a.

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi utjecaj egzogenog melatonina na
antioksidativnu zastitu ejakulata jarceva izvan rasplodne sezone pracenjem antioksidativne
enzimske aktivnosti u sjemenu i razli¢itih pokazatelja kvalitete ejakulata prije i poslije
dubokog smrzavanja.

U istrazivanju je bilo ukljuc¢eno 12 jar¢eva pasmine francuska alpina starosti 1,5-4
god. tijekom 6 pokusnih perioda (svaki period je trajao 2 tjedna) izvan rasplodne sezone.
JarCevi su nasumicno bili podijeljeni u dvije skupine: kontrolna (n=6) i pokusna (n=6).
Pokusnoj skupini jareva je krajem 2. perioda apliciran egzogeni melatonin (Cetiri
implantata od 18 mg na bazu uske). Svim jarCevima se jedanput tjedno uzimao ejakulat
pomocu umjetne vagine (ukupno 12 tjedana) u jutarnjim satima prilikom cega se
procjenjivao libido. Ejakulatima se po uzimanju odredivao volumen, koncentracija,
pokretljivost, udio zivih 1 abnormalnih spermija. U sjemenoj plazmi i spermijima su
odredene aktivnosti glutation reduktaze (GR), glutation peroksidaze (GSH-Px), superoksid
dismutaze (SOD), katalaze (CAT) i koncentracija malondialdehida (MDA). Spermijima je
nakon izdvajanja od sjemene plazme dodan komercijalni razrjedivac s vitaminima E i C i

bez vitamina te su kao takvi bili podvrgnuti procesu krioprezervacije. U smrznutom



sjemenu su nakon otapanja odredivani pokretljivost i brzinski parametri spermija pomocu
kompjuterske analize spermija, udio oSteéenja plazmatske i1 akrosomske membrane,
oste¢enja DNK i oSteCenja i depolarizacije mitohondrija proto¢nom citometrijom te udio
zivih spermija i razli¢itih oblika abnormalnosti citolosSko-morfoloskom pretragom.

U pokusnoj skupini jar¢eva utvrdeno je neznacajno veca razina libida te znacajno
bolja pokretljivost spermija i udio zivih spermija tijekom 3.—4. istrazivanog perioda.
Pokusna skupina jar¢eva imala je znacajno nize vrijednosti GR u spermijima i sjemenoj
plazmi tijekom gotovo cijelog perioda istrazivanja, znac¢ajno manju aktivnost GSH-PX u
spermijima te ve¢u u sjemenoj plazmi u zadnjem periodu istraZivanja te znacajno manju
vrijednost SOD-a u spermijima tijekom zadnja tri perioda. Skupina jar¢eva koja je primila
melatonin imala je znacajno veée vrijednosti omjera CAT/SOD, GSH—Px/SOD u sjemnoj
plazmi i spermijima tijekom 6. perioda te znacajno nize vrijednosti omjera GR/GSH-Px u
spermijima tjekom 6. perioda i sjemenoj plazmi tijekom 5. istrazivanog perioda. Pokusna
skupina jarCeva imala je vecu pokretljivost, progresivnu pokretljivost, udio zivih i udio
zivih spermija s intaktnom akrosomom tijekom 3. perioda nakon otapanja sjemena. Isto
tako, pokusna skupina je u 4. periodu istrazivanja imala vecu frekvenciju prelaska
pravolinijske putanje u sekundi spermija u odnosu na kontrolnu skupinu.

Prema dobivenim rezultatima moze se zakljuciti da egzogeni melatonin ima
pozitivan ucinak na pokretljivost 1 udio zivih spermija u svjezem 1 odmrznutom ejakulatu
neposredno nakon aplikacije melatonina. Egzogeni melatonin utjecao je na promjenu
aktivnosti pojedinih antioksidacijskih enzima u odredenim periodima istrazivanja, a
ponajvise na GR u sjemenoj plazmi i spermijima; SOD u spermijima te GSH-Px u
sjemenoj plazmi 1 spermijima. Utvrdena je pozitivna korelacija CAT, GR, SOD u
spermijima. Isto tako, egzogeni melatonin imao je znadajan utjecaj i na omjere
antioksidacijskih enzima u sjemenoj plazmi i spermijima u istom pokusnom periodu te bi
se odredivanje omjera u budu¢nosti moglo smatrati boljim pokazateljima oksidativnog
stresa te dati bolji uvid u adaptaciju i stanje antioksidativhog sustava u odnosu na
pojedinac¢no utvrdene aktivnosti antioksidativnih enzima. Po prvi puta je u spermijima
jarCeva utvrden atioksidativni status te je nadena pozitivna korelacija aktivnosti CAT, GR i

SOD s oste¢enjem DNK u spermijima.

Kljuéne rijeci: melatonin, ejakulat, antioksidativni enzimi, pokazatelji kvalitete ejakulata,

jarcevi



EXTENDED SUMMARY

INFLUENCE OF EXOGENOUS MELATONIN ON BIOCHEMICAL
PARAMETERS AND ANTIOXIDATIVE STATUS IN SEMINAL PLASMA OF
ALPINE BUCKS OUT OF BREEDING SEASON

The free radicals are atoms or molecules possessing in the outer shell of electronic
envelope one or more unpaired electrons which makes them in biological sense
extraordinary non stable and reactive. In this regard, it is well known that one of the most
important factors which may predispose to their lower motility and fertilization capability
of spermatozoa are their oxidative damages which are the consequence of activity of an
excessive quantity of free radicals, particularly reactive oxygen species (ROS). Almost all
cells of an organism, but primarily reproductive cells are constantly exposed to such
excessive quantity of the ROS which are produced during process of manipulation and
cryopreservation of spermatozoa and in the case of inflammatory states of genital organs.
The counterbalance to such damaging ROS activities in an organism are antioxidant
substances present in seminal plasma and spermatozoa. Disproportional production of free
radicals and antioxidative protection of an organism is called oxidative stress which may
lead to cell damage and consequently to infertility. The melatonin is the molecule with the
capability of direct and indirect antioxidative protection. It also prevents lipid peroxidation
of cell membranes, apoptosis of spermatozoa, and protects spermatozoa DNA and
mitochondria from damage which may happen due to negative effects of the ROS. Also, in
sheep and goats as polyestrous seasonal animals, melatonin is participating in the
regulation of sexual cycle. The aim of this study was to determine the effect of exogenous
melatonin on antioxidative protection of bucks ejaculate in non-breeding season by
monitoring of antioxidative enzymatic activity in semen as well as various parameters of
ejaculate quality before and after deep freezing, and to evaluate the effectiveness of
supplementation of the commercial extender with vitamins E and C in particular doses

before deep freezing.

In this study 12 bucks of French Alpine breed, aged from 1.5 to 4 years were
included into 6 experimental periods (duration of each period was 2 weeks) out of

reproductive season. The bucks were randomly assigned into two groups: the control (n =



6) and melatonin treated (n = 6) group. All bucks were in a good reproductive condition,
kept and fed in almost identical macroclimatic and microclimatic conditions. At the end of
second period the melatonin treated group of bucks received 4 implants of 18 mg of
melatonin subcutaneously in the ear basis. The ejaculate was taken from the bucks on a
weekly basis by artificial vagina (for 12 weeks in total) during morning hours and their
libido was also assessed. For obtaining the ejaculate the synchronization of oestrus was
performed in goats and they served as phantoms. In order to obtain the higher volumes of
seminal plasma the ejaculate from each buck was taken two times consecutively within the
interval not longer than 15 minutes. The ejaculates were collected into sterile graduated
glass tubes. After sampling of the ejaculates, their volume and concentration, motility,
proportions of vital and abnormal spermatozoa were determined. The concentration of
spermatozoa was determined by electronic counter, their motility was assessed natively
under binocular microscope with built-in sperm heater plate, proportions of live and dead
spermatozoa were assessed based on supravital staining after Bloom, and for determining
morphologically normal and pathologic forms of spermatozoa a commercial staining set
after Farelly was used. After 10 minutes from taking of the ejaculates both were
centrifuged in a shaded incubator (at 21°C) for 5 minutes at 2400 g. The supernatants from
both ejaculates were taken by pipette, mixed and again centrifuged for 15 minutes at 2400
g. Following the second centrifugation the supernatant, i.e. seminal plasma was taken by
pipette and cooled off to + 4°C, and soon after that to — 80°C in the freezer until analysed.
The remaining spermatozoa were washed 3 times with saline and after each washing they
were centrifuged for 5 minutes at 500 g. The activities of glutathione-reductase (GR),
glutathione peroxidase (GSH-Px), superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and
concentration of malondialdehyde (MDA) were determined. After the first centrifugation
the rest of spermatozoa were added commercial synthetic diluent with or without
supplementation of vitamins E and C, cooled off at + 4°C, transported to the Centre for
artificial insemination where after equilibration for 24 hours the spermatozoa were deep

frozen within the apparatus for automated deep freezing.

After thawing of frozen spermatozoa their motility and velocity parameters were
determined by the computer analyses of spermatozoa. The proportion of the cells with
damaged plasma and acrosome membrane, damaged DNA, damages and depolarization of

mitochondria were assessed by the flow cytometry. The proportions of live spermatozoa



and spermatozoa with different forms of abnormalities were determined by the cytological-

morphological examination.

In the melatonin treated group of bucks non-significant higher level of libido was
determined. These bucks had significantly better motility of spermatozoa and a higher
proportion of live spermatozoa during the 3™ and 4™ period of the experiment. The
melatonin treated group of bucks had significantly lower values of GR in the spermatozoa
and the seminal plasma during almost all periods of experiment. In addition, significantly
lower activity of GSH-Px in the spermatozoa and higher in the seminal plasma in the last
period of the experiment as well as significantly lower value of SOD in spermatozoa
during the last three periods of the experiment were determined. The group of bucks that
received melatonin had significantly higher values of the ratios: CAT/SOD, GSH-Px/SOD
in the seminal plasma and spermatozoa during 6 period of the experiment. In addition,
same group had significantly lower values of the ratio GR/GSH-Px in the spermatozoa
during 6" period and in the seminal plasma during 5" period of the experiment. The
melatonin treated group of bucks had better motility, progressive motility, proportions of
the live spermatozoa and the live spermatozoa with intact acrosome during 3™ period after
thawing of the semen. Furthermore, the melatonin treated group of bucks had a higher
percentage of beat cross frequency in the 4" period of the experiment. The thawed
ejaculates with extender supplemented with vitamins E and C had a higher proportion of
the spermatozoa with damaged plasma membrane as well as a lower total proportion of the
live spermatozoa and the live spermatozoa with intact acrosome for the whole
experimental period. However, when each of the 6 periods was separately observed there

were no differences among ejaculates with or without the supplemented vitamins.

According to the obtained results it could be concluded that the exogenous
melatonin had a positive effect on motility and proportion of live spermatozoa in fresh and
thawed semen immediately after application of melatonin. The exogenous melatonin
changed the activities of particular antioxidative enzyme in certain periods of the
experiment, especially on GR and GSH-Px in the seminal plasma and spermatozoa and
SOD in spermatozoa. Also, the exogenous melatonin had an significant influence on the
ratios of antioxidative enzymes in the seminal plasma and the spermatozoa in the same
experimental period, and thus, the precise determination of these ratios in the future could
be considered as a better indicator of oxidative stress which may provide a better insight

into adaptation and antioxidative status in regard to activities of single antioxidative



enzymes. In this study the antioxidative status in French Alpine buck spermatozoa was
established for the first time and the positive correlation of CAT, GR and SOD activities

with DNA damage in the spermatozoa was recorded.

Vitamin supplementation of extender before freezing did not improve the quality of
ejaculates which could be the consequence of various endogenous and exogenous factors.
Accordingly, it could be assumed that in this study the doses of applied vitamins E and C
were not properly assessed, and thus the proper calibration of their doses should be
emphasized in further research.

Key words: Melatonin, Semen, Antioksidative enzymes, Ejaculate quality parameters,
Bucks



SADRZAJ

Lo UVOD oot e 1
2. PREGLED DOSADASNIIH SPOZNAJTA.......oouioueereeeieresereesieessessessesssesssssssssssssasssasssssessssssesssasnns 3
2.1. REPRODUKTIVNI SUSTAV JARCA ......orvmiieieeeeessseeeseesssesseessess s sess s ss s sssssens 3
2.2. OCJENE EJAKULATA I SPERMIJA........ooioeieeeeeeeeeeeeeeeseeseeeeessessesaes s sass s sessesssss s sansassaans 7
2.2.1. MAKROSKOPSKA OCJENA EJAKULATA ....oouieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 7
2.2.2. MIKROSKOPSKA OCJENA SPERMIJA ......ooouooeeeeeeeeeeeeeeee e 8
2.2.3. OCJENA KONCENTRACIJE SPERMIJA U EJAKULATU ....oovoeveereeeeeeeereeeceseenenn. 9
2.2.4. OCJENA INTEGRITETA STANICNE MEMBRANE SPERMIJA .........cooovvurreererrenean 10
2.2.5. OCJENA STATUSA AKROSOME SPERMIJA..........ooveorreereereeeeiseeessesseessesseessaessessseeees 13
2.2.6. MORFOLOSKA OCJENA SPERMITA ......oooiuiuiueeeeieeeeeeeseseesessesses s sessessessessessssassassanns 13

2.3. RAZRJEDIVANJE I KONZERVIRANJE EJAKULATA .....ooormeeeeeeeeeeeeeeeeeveeeeeeees s 15
2.4. ULOGA MELATONINA I SEZONOST JARCEVA ......cooomiieeieeeeeeeeeeesseseeeiesessesseesses s 17
2.5. REAKTIVNI KISIKOVI SPOJEVI | OKSIDACIHISKI STRES.....oouoveeeeeeeereeiesieeseeereeeienes 20
2.5.1. LIPIDNA PEROKSIDACIIA ..ot eeeeeeseseeeseess s aesssesssss s s s 22

2.6. ANTIOKSIDACIISKI ZASTINI MEHANIZML.......c.ovuivrrneeeeeeeeeeeeeeesseseesiessessessses s sensesenns 23
2.6.1. ENZIMATSKI ANTIOKSIDACIJSKI ZASTITINI MEHANIZML.........cooovveeverrernrennnn. 24
2.6.1.1. GLUTATION REDUKTAZA ......oomvrereererreesessiessess s sssss s ssss s sasssaens 25
2.6.1.2. GLUTATION PEROKSIDAZA .........ooveeveereeerseieeseesssssessesssessssssasssess s 25
2.6.1.3 SUPEROKSID DISMUTAZA ........orvuereereeeieeerssieeseessess s 27

2.6. 1.4, KATALAZA ... 28

2.6.2. NEENZIMATSKI ANTIOKSIDACIISKI ZASTINI MEHANIZMI ........coooovvrereererrenn. 28
2.6.2.1. GLUTATION .....ooveeeeeeeeeeeveeeeeeeeeees s sees s aee s s s ssen s sannes 29
2.6.2.2. VITAMIN C LE oo s s s s 30

3. OBRAZLOZENJIE TEME .....ooouiiiieeeeeeeeeeseeeeeeseessees s seeseesass s s s sssssss s s sassssssssssssss s ssssanssssenn 32
4. MATERIJAL I METODE ISTRAZIVANIA .....ooiveieeeeieeeeeeeeeeeeeseeeessessass s sasssessssesssss s sasn e 33
4.1. ZIVOTINJE, SMIESTAJ THRANIDBA ........cooouiuereieeeeeeeesese e see st ssesassaesaenes 33
4.2. DIZAIN POKUSA I POSTUPCI SA ZIVOTINJAMA ......oourvereseeereesresreseeeseee s 34
4.3. POLUCIVANIE I POSTUPAK S EJAKULATOM .......cooumvueverrneeseeesseessesiesssse s 35
4.3.1. POLUCIVANIE EJAKULATA .....ooiieieeeieteeseseeeseee s ses s 35
4.3.2. OPREMA ZA POLUCIVANIJE I POSTUPAK S EJAKULATOM .......cccoooereeerrrereeenee 37

4.3.3. OCIENA NATIVNOG EJAKULATA ..ottt s 39



4.3.3.1. ODREDIVANJE KONCENTRACIE EJAKULATA ....cccoctiiiniiiiniinieiincecnieees 39

4.3.3.2. ODREDIVANIJE GIBLJIVOSTI SPERMIJA......cccotiiiiiniiiiiniceiteecrcee s 39
4.3.3.3. OCJENA VITALNOSTI SPERMIA U EJAKULATU ..ot 40
4.3.3.4. MORFOLOSKA OCJENA SPERMIJA U EJAKULATU .....cooeveiverereereeeiereereenias 40
4.3.3.5. IZDVAJANJE SIEMENE PLAZME .......ccoooiiminiiiiiieiiteteseeeeeee et 41
4.3.3.6. IZDVAJANIE SPERMIJA ....coiiiiieeessee ettt 41
4.3.3.7. SMRZAVANJIE EJAKULATA ..ottt e 41
4.3.3.8. DODAVANIJE VITAMINA U RAZRIEDIVAC .......cooioeoeeeeeeeeeeeeeeeeseseeesseenen. 42
4.4. BIOKEMIJSKA ANALIZA SIEMENE PLAZME | SPERMIJA .....cooiiiiiineeeeeeeeee, 42
4.4.1. ODREDIVANIJE POKAZATELJA ANTIOKSIDACIISKOG STATUSA ....cccccvvvrvernenee 43
4.4.1.1. AKTIVNOST GLUTATION PEROKSIDAZE ........ocotiiiriieeeneeeenieeeesieseeee e 43
4.4.1.2. AKTIVNOST UKUPNE SUPEROKSID DISMUTAZE .......ccccooieiiiinieienenenieeene 43
4.4.1.3. AKTIVNOST GLUTATION REDUKTAZE .......ooiiieeeneeeneeeie et 44
4.4.1.4. ODREDIVANIJE KONCENTRACIE KATALAZE........cccccoviiniiiiniiniiniiniiicnienns 44
4.4.2. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE MALONDIALDEHIDA .......ccccoviniiniiiiiiiniiienn 44
4.4.3. ODREDPIVANJE KONCENTRACIJE BJELANCEVINA .......coeoeiuereieicieeieeiesiesiesesans 45
4.5. OCJENA EJAKULATA NAKON OTAPANJIA ...ttt 46
4.5.1. CITOLOSKO ISPITIVANJE EJAKULATA .....c.eveiererereiereeiestessse s esassaesaessesassae s 46
4.5.2. KOMPJUTERSKI POTPOMOGNNUTA ANALIZA EJAKULATA - CASA ..o 46
4.5.3. PROTOCNA CITOMETRIJA .....coovuiririeieeiieieseesies s soe 48
4.5.3.1. TEST INTEGRITETA MEMBRANE | AKROSOMA SPERMATOZOIDA............. 49
4.5.3.2. TEST PERMEABILNOSTI MEMBRANE SPERMATOZOIDA .......cccocvvvivinininne. 50
4.5.3.3. PROCJENA STRUKTURNE STABILNOSTI KROMATINA .....ccceoiiiiiiiiiiinieee 50

................................................................................................................................................... 51

4.6. STATISTICKA ANALIZA REULTATA ...ooivieeieieeeeeeie et 52

O REZULTAT ..ottt sa s b 54
5.1. LIBIDO JARCEVA I POKAZATELJI KVALITETE SVIEZEG EJAKULATA...........cou...... 54

5.2. POKAZATELJI ANTIOKSIDACIISKOG STATUSA SJIEMENE PLAZME | SPERMUA ... 60
5.3. POKAZATELJI KVALITETE EJAKULATA NAKON ODMRZAVANJA .....ccccoviniiiienn. 70



5.3.1. SKUPNI POKAZATELJI KVALITETE EJAKULATA NAKON ODMRZAVANJA ..... 70

5.3.2. POKAZATELJII GIBLIIVOSTISPERMIJA .....ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eerereeeesenaseseeeesen e 72
5.3.3. POKAZATELII VITALNOSTI SPERMIJA ...ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e eveeesenaseseeeeenenenens 74
5.3.4. POKAZATELJI CITOLOSKO-MORFOLOSKE ANALIZE SPERMIJA.......ooveveeevevennn. 76
5.3.5. ODNOSI IZMEDU ANTIKSIDACIJSKIH POKAZATELJA | POKAZATELJA
KVALITETE EJAKULATA NAKON OTAPANUIA ... oo eeeeeeeeeeeerereseesesesesssesessssesesssans 78
B. RASPRAVA ..ot ee e et et e e e et et e e e et esess e s eseseesasesesessasesessesaseseseesasasessseassseesssseseessassseenessans 80
6.1. UTJECAJ MELATONINA NA POKAZATELJE KVALITETE EJAKULATA PRIJE
PROCESA ZAMRZAVANUIA ..o eeeeeeeeeeeeeeseveseeesessseseesesassssesessssssesssessssssssssensasssass 81
6.2. UTJECAJ MELATONINA NA ANTIOKSIDACIJSKI SUSTAV U SIEMENOJ PLAZMI |
SPERMITIMA .ot e v e s e e ee s e s e e e et e s e s e e esesesensssasesensessseseessesessesasesesensssasennnses 84
6.3. ANTIOKSIDANSI | POKAZATELJI KVALITETE EJAKULATA NAKON PROCESA
SMRZAVANIA/ODMRZAVANUIA ..o eeeserereresesesesesesesssesesesesessssssesesesssssasens 88
6.4. UTJECAJ VITAMINA C | E NA POKAZATELJE KVALITETE EJAKULATA NAKON
PROCESA SMRZAVANIA/ODMRZAVANUIA ... eeeeerereveeeeerereseeeseseesseesesssssseaes 95
T ZAKLIUCCT oot e et et e e e esesees e e eeeeseseeeeeeseeasessesesaseseasesasaseeseeasessasasasessasnenesaseseasans 98
8. POPIS LITERATURE ...ttt eee e e te e e e e e s ees e s s sesssssasasssssesesssssesesesesesessesesesesesesssnens 100
9. POPIS KORISTENTIH SKRACENICA .....oveveeeeeeeeeeeeeeeeeseseseseeseseseseesesesessssesssesssssssessesssssssssssanes 115

10. ZIVOTOPIS ettt ee e e e e e e e e e e e seseeeseseeasesaseseseseseeeeesesessesseeseeseesesssesassseseseasasesaseseseeeeeeees 118



1. UVOD

Unazad tridesetak godina podruc¢je Varazdinske Zupanije poznato je po intenzivnoj
proizvodnji koza. Pasminski je do danas ostala najzastupljenija francuska alpina koja je
uvezena iz Francuske sredinom devedesetih godina proslog stoljeéa (KATALINIC i sur.,
1994.). Konstantnom teznjom za vecom produktivno$¢u javlja se potreba za uvodenjem
tehnologije intenzivnhog uzoja koja neizostavno ukljucuje upravljanje fazama
rasplodivanja, sakupljanje, obrada i konzerviranje jarCeve sperme te primjena umjetnog
osjemenjivanja.

Velik broj zivih bi¢a na Zemlji ovise o kisiku. Kisik je neophodno potreban
biljkama 1 Zivotinjama za odvijanje stani¢nog metabolizma, medutim ve¢ krajem 19.
stoljeca je po prvi puta opisana toksi¢nost kisika u laboratorijskih Zivotinja (KNIGHT,
1998.). Toksi¢nost kisika ocituje se u stvaranju slobodnih radikala. Slobodni radikali su
atomi ili molekule koje posjeduju u vanjskoj ljusci elektronskog omotaca jedan ili vise
nesparenih elektrona $to ih u bioloSkom smislu ¢ini izuzetno nestabilnim i reaktivnim. Od
najznacajnijih bioloSki aktivnih radikala izdvajaju se reaktivni oblici kisika (ROS) 1
reaktivni oblici dusika (RNS). Za primarna mjesta nastanka ROS-a u organizmu smatraju
se mitohondriji (SHARMA i sur., 2015.), iako BROWN i sur. (2011.) smatraju da su
kvantitativno znacajnija mjesta nastanka ROS-a endoplazmatski retikulum i peroksisomi,
ukoliko se radi o stanicama jetre. Stanice organizma, a posebice reproduktivne stanice
konstantno su izlozene nepovoljnom djelovanju slobodnih radikala, ¢iju produkciju
generiraju unutrasnji 1 vanjski ¢imbenici. Produkcija unutra$njih ¢imbenika ukljucuje
produkte stani¢énog metabolizama dok vanjski ¢imbenici ukljucuju zagadenje, dim cigareta,
radioaktivno zracenje, alergene te razne suplemente u prehrambenoj industriji (MUT-
SALUD i sur., 2015.).

Protutezu ROS-u u organizmu ¢ine antioksidansi. Nesrazmjer produkcije slobodnih
radikala i antioksidativne obrane organizma naziva se oksidativni stres (BRIESALSKI,
2000.). Antioksidansi su molekule koje su u mogucnosti inhibirati Stetne oksidativne
procese drugih molekula odnosno slobodnih radikala (ISLAM i PERVIN, 2011)).
Antioksidativni mehanizmi su podijeljeni u tri razine obrane organizma. Prvu razinu ¢ine
antioksidativni enzimi kao $to su glutation—peroksidaza (GSH-Px), katalaza (CAT),
superoksid dismutaza (SOD) i dr. Druga razina uklju¢uje neenzimatske mehanizme poput

vitamina topljivih u mastima i vodi, glutation (GSH), a tre¢u razinu ukljucuje lipaze,
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peptidaze, proteaze, transferaze koje sudjeluju u popravku prouzrocenih oSteéenja
stani¢nih organela (SURAI, 2002.).

Dubokim smrzavanjem kao metodom konzerviranja sjemena, spermije se podvrgava
raznim nepovoljnim c¢imbenicima uklju¢ujuéi temperaturu, osmolaritet i posebice
oksidativni stres (TARIQ i sur., 2005.). U strukturi fosfolipida stani¢nih membrana
spermija zivotinja i ljudi velik udio ¢ine visestruko nezasi¢ene masne kiseline (SURAI,
2002.). Spomenuti sastav im omogucava izrazitu pokretljivost i savitljivost, ali ih ¢ini i
izrazito podloznim oksidativnom stresu. Oksidativni stres uzrokuje lipidnu peroksidaciju
membrana stanica odnosno spermija kao reproduktivnih stanica zivih bic¢a te smatra jednim
od najznacajnijih faktora smanjenja kvalitete duboko smrnutog sjemena prilikom samog
procesa smrzavanja (KAEOKET i sur., 2008.; MORAN i sur., 2008.). Smrznuto sjeme
sisavaca ima smanjenu sposobnost oplodnje za razliku od svjezeg zbog smanjene vitalnosti
nakon odmrzavanja odnosno ¢imbenika koji utjeCu na funkcionalni status prezivjelih
spermija poput stabilnost membrana, oksidacijsko oSteenje, integritet membranskih
receptora, jezgrinu struktura i dr. (WATSON, 2000.). Vitamin C (askorbinska kiselina ) i
vitamin E (tokoferol) su najvazniji neenzimatski antioksidansi u sjemenoj plazmi, a
suplementacija istih je dobro poznata metoda za poboljSanje vitalnosti i pokretljivositi
duboko smrznutih spermija nakon njihovog otapanja (AZAWI i HUSSEIN, 2013.).

Melatonin (5-methoxy N-acetyltryptamine) je hormon kojega po noé¢i lu¢i mala
endokrina zlijezda smjestena u mozgu-epifiza. Moze proc¢i gotovo sve stani¢ne membrane
u organizmu i vezati se za specifiéne receptore (CEBRIAN-PEREZ, 2014.), a karakterizira
ga izrazito kompleksan mehanizam djelovanja. U ovaca i koza kao sezonski poliestri¢nih
zivotinja, sudjeluje u regulaciji spolnog ciklusa. Krajem 20. stolje¢a je otkriveno da
melatonin izravno sudjeluje u provodenju bioloski aktivnih oblika slobodnih radikala u
neaktivne oblike, a neizravno u stimuliranju funkcija antioksidativnih enzima (REITER i
sur., 2000.). Lipidna peroksidacija jedan je od glavnih uzroka oStecenja spermija u ovna
prilikom procesa dubokog smrzavanja. Utjecaj melatonina na redukciju spomenute
peroksidacije i ocuvanje integriteta stani¢nih membrana spermija te posljedi¢no

produljenje njihovog Zivotnog vijeka dokazali su SILVA i sur. (2011.).



2. PREGLED DOSADASNJIH SPOZNAJA

2.1. REPRODUKTIVNI SUSTAV JARCA

Muski reproduktivni sustav u malih prezivaca sastoji se od jednog para jaja, izvan
abdominalno smjesStenih jaja koje se nalaze u mosSnji prekrivenoj finim dlacicama,
fibroelasticnog uda smjestenog u prepuciju te akcesornih spolnih zlijezdi. Skupinu
akcesornih spolnih Zlijezda u jarCeva Cine sjemene vrecice smjeStene sa svake strane na
kaudalnom dijelu dorzalne povr$ine mokra¢nog mjehura, prostata koja cijelim svojim
dijelom obavija zdjelicni dio mokra¢nice dok se bulbouretralne Zlijezde nalaze na
dorzalnoj povrsini mokraénice nasuprot ishijadi¢nog luka (SATHE i SHIPLEY, 2014.).

Sjemene vredice izlucuju obilan i viskozan sekret koji sadrzi limunsku kiselinu,
fruktozu, sorbitol, bjelancevine i flavin, a koji predstavlja glavni izvor energije za spermije.
Prostata izlucCuje bistar, vodenasto-serozni sekret koji sadrzi bjelancevine i limunsku
kiselinu, luznatog pH §to je od posebnog znacaja za pokretljivost spermija. Bulbouretralne
Zlijezde izluCuju sekret koji Cisti te ispire mokrac¢nicu prije ejakulacije (CERGOLJ i
SAMARDZIJA, 2006.).

Spolni ud u malih prezivaca je fibroelasticne grade te ostaje rigidan i van erektilne
faze (SATHE i SHIPLEY, 2014.). Spolni ud se sastoji od dva kraka korijena, trupa i
glavi¢a. Mokra¢nica, koja se nalazi kaudalno od mosnje prema ventralnoj trbusnoj stijenci,
tvori karakteristi¢ni sigmoidalni zavoj koji se pod relaksacijom parnog mi$i¢a m. retractor
penis ispravlja. Duzina glavi¢a u jarca je u prosjeku 30-40 cm, a debljina u prosjeku 1 cm
(CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.). Specifi¢nost mokraénice malih prezivaca je da ista
stri iznad glavi¢a u duzini od 2 do 3 cm. U mladih jar¢eva koji nisu jo§ dostigli spolnu
zrelost dio mokracénice je priraslicama vezan uz sam glavié, a ulaskom u pubertet dolazi do
kidanja prethodno opisanih priraslica i posljedi¢no oslobadanja dijela morkacnice
(MOBINI i sur., 2002.).

Mosnja je kozna vreca u koju migriraju, za vrijeme intrauterinog razvoja ploda,
jaja. Neodvojivo vezani uz jaja u mosnji se nalaze i nuzjaja, a sve zajedno obavija tunica
vaginalis propria u ¢ijoj Supljini se jo$ nalaze pripadajuce krvne zile i zivci, m. cremaster i
sjemenovodi. Na nuzjajima se razlikuju glava, tijelo i rep. Buduéi da su jaja u jarCeva
orijentirana u mosnji vertikalno, glava nuzjaja je smjeStena na proksimalnom polu jajeta, a

rep je smjesten na distalnom polu. Glava nuzjaja se sastoji od desetak izvodnih kanali¢a
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promjera 100 do 300 nm, koji se spajaju u jedan kanal ¢iji zavoji ¢ine tijelo i rep nuzjaja.
SATHE i SHIPLEY (2014.) navode da je kanal nuzjajeta u prosjeku duzine 40 do 60 mm.
Za prolazak spermija kroz nuzjaje kod jaréeva je potrebno 16 dana. Nuzjaje ima funkciju
transporta spermija koje je potpomognuto peristaltickim kontrakcijama i trepetjlikavim
epitelom, zatim se u nuzjajetu odvija koncentracija i zrenje spermija koje ukljucuje
obavijanje spermija lipoproteinskom ovojnicom za sprjecavanje sljepljivanja spermija,
skladistenje zrelih spermija koji ostaju u stanju fizioloSke anabioze, 2 mjeseca zivi i
sposobni za oplodnju te funkciju regulacije izlucivanja spermija prilikom ejakulacije
(CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.).

Prosje¢na masa jaja u odraslog jarca je 130 do 160 grama (SATHE i SHIPLEY,
2014.). AHMAD i NOKES (1996.) su dokazali da je prosjecni opseg jajeta jarca sanske
pasmine u Velikoj Britaniji mjerenog preko mosnje u dobi od priblizno 170 dana i pri
prosjecnoj tjelesnoj masi od 31 kg iznosio 24,13 cm dok je prosjecni promjer jajeta iznosio
54 mm. Opseg u sezonski poliestri¢nih jarceva kao §to su francuski alpski jar¢evi moze
varirati ovisno o sezoni odnosno pada nekoliko centimetara kako rasplodna sezona odmice
(NUTI i McCWHINNEY, 1987.).

Ispod prethodno spomenute serozne opne (tunica vaginalis propria) nalazi se
tunica albuginea. To je ¢vrsta ¢ahura sastavljena od fibroznog tkiva i glatkih misi¢nih
vlakana koja zrakasto prodire u jaje i dijeli potonji na reznji¢e. U njima se nalaze
izvijugani sjemeni kanali¢i u kojima se odvija proces spermiogeneze. Izmedu reznjica se
nalazi intersticij koji ukljuéuje krvne i limfne zile te Zzivce zajedno s razbacanim
Leydigovim stanicama ¢ija je funkcija u izlu¢ivanju muskih spolnih hormona (testosteron i
dr.). Sjemeni kanali¢i sastoje se iz bazalne membrane pokrivene stanicama germinativnog
epitela (spermatogonije), a izmedu kojih se nalaze Sertolijeve potporne stanice koje imaju
nutritivnu  ulogu te nakon stimulacije folikulostimuliraju¢eg hormona produciraju
estrogene, inhibin i dr. (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.).

Spermiogeneza u muskih rasplodnjaka je proces koji rezultira produkcijom
razvojnih oblika spremija, a u konacnici 1 spermija te time osigurava potencijalno
osjemenjivanje veéeg broja jedinki Zenskog spola. Proces spermiogeneze u jarca traje u
prosjeku 50-ak dana. Ve¢ za vrijeme intrauterinog razvoja u sjemenim kanili¢ima se nalaze
gonociti 1 potporne stanice koje se, nakon rodenja, postupno transformiraju u
spermatogonije 1 Sertolijeve stanice. Spermatogonije, koje ¢ine ve¢im dijelom

germinativni epitel, su najslabije diferencirane stanice, najces¢e okruglog oblika, promjera



10-14 um, u ¢ijoj citoplazmi je jezgra promjera oko 2 pum ispunjena finim kromatinskim
granulama, a razlikuju se spermatogonije tipa A, B i | reda. Spermatogonije se dijele
mitotickom diobom tako da primjerice iz spermatogonije tipa A: nastaju spermatogonije
tipa A2, koje se tada mogu ponovno dijeliti (A2 — As — I — B — Bz itd.), a §to je u
zavisnosti 0 zivotinjskoj wvrsti. Posljednja serija diobe spermatogonija rezultira
produkcijom primarnih spermatocita koje se razlikuju od prethodnih spermatogonija jer
podlijezu redukcijskoj odnosno mejotickoj diobi. Iz primarnih spermatocita koje sadrze
diploidni broj kromosoma nastaju sekundarni spermatociti koje sadrze samo jedan par
kromosoma odnosno haploidan broj te je time zavrSena diferencijacija spola odnosno X ili
Y kromosoma. Sekundarni spermatociti nastavljaju se mejoti¢ki dijeliti, a kao produkt
nastaju spermatide. Diferencijacijom odnosno transformacijom spermatida i njihovim
otpuStanjem u sjemene kanaliCe nastaju kroz petnaestak dana spermiji (CERGOLJ i
SAMARDZIJA, 2006.; BERNDTSON, 2014.).

Spermiji u lumenu sjemenih kanaliéa i daljnim prolaskom kroz nuzjaja,
mokraénicu i zenski reproduktivni trakt podlijezu raznim maturacijskim, fizioloskim i
biokemijskim promjenama koje im u konaénici daju moguénost oplodnje jajne stanice. Na
tom putu razli¢iti nepovoljni vanjski ¢imbenici (ROS, temperatura, ionizacijska zracenja,
razne kemikalije itd.) mogu imati negativni utjecaj na spermije (KAYA i sur., 2014.).

lako su spermiji po obliku 1 veli€ini karakteristi¢ni za pojedine vrste, nacelno su
strukturalno sliéni (SULLIVAN, 1978.). Spermiji se sastoje od dva funkcionalno zavisna
dijela: glave i repa.

Glava je ovalnog oblika s jasno naznacena dva segmenta. U prednjem dijelu se
nalazi akrosoma, a u straznjem dijelu post-akrosomsko podrucje. Spojni dio se naziva
nuklearni prsten (KAYA i sur., 2014.). Glava predstavlja jezgru stanice s tankim slojem
protoplazme u kojoj se nalazi kondenzirana DNK i specifi¢ni proteini (WARD i COFFEY,
1991.; HAZZOURI i sur., 2000.). Akrosoma je formirana iz Golgijevog aparata u
pocetnim fazama spermiogeneze, sadrzi vanjsku i unutra$nju membranu te pokriva u
prosjeku 60% glave spermija. Sadrzi specificne enzime: hijaluronidazu, proarkozin,
acrozin, esteraze, neuraminidazu, kiselu fosfatazu, fosfolipaze, arilfosfatazu, [-N-
acetilglukozaminidazu, arilaminidazu, kolagenazu i korona penetracijske enzime.
Hijaluronidaza sudjeluje u digestji cumulus oophorus, korona penetracijski enzimi u
penetraciji kroz corona radiata te akrozin i neuraminidaza u penetraciji zona pellucida
(KAYA isur., 2014.).



Rep se sastoji od spojnog dijela ili vrata, srednjeg dijela ili tijela, glavnog dijela i
zavr$nog dijela koji izgleda puput kista s 9 do 12 dladica. Kratak vrat ¢ini capitulum
(proteinskog podrijetla) koji oblikom odgovara implantacijskoj udubini na glavi spermija,
a na kojega se veze aksonema koja se proteze gotovo cijelom duZzinom repa. Srediste
aksoneme Cini par mikrotubula obavijenih s devet parova mikrotubula i vanjskim
omotatem od gustih proteinskih vlakana. Sve ove strukture obavija fibrozni omotac
(EDDY, 2006.). U sredisnjem dijelu, koji se proteze od kraja vrata do prstena koji dijeli
sredisSnji dio i glavni dio, je vanjski omota¢ aksoneme od gustih vlakana obavijen gusto
zbijenim mitohondrijima. Glavna funkcija mitohondrija je generiranje energije za gibanje
spermija. Duzina pokrivenosti srediSnjeg dijela mitohondrijima i njihov broj varira u
zavisnosti od vrste. Glavni dio repa ujedno je i najduzi, a karakterizira ga gubitak

fibroznog omotaca ¢iji izostanak omogucava bolju pokretljivost 1 gipkost tog dijela repa
(KAYAisur., 2014.).

Sperma ili ejakulat je viskozna tekucina koja se sastoji od celularne komponente
(spermiji) 1 tekukué¢e komponente (sjemena plazma). Volumen ejakulata je specifican za
pojedine vrste, a u jar¢eva u prosjeku iznosi 1ml. Celularna komponenta koja ukljucuje
spermije naziva se spermatokrit koji u jaréeva iznosi vise od 30%, a koncentracija spermija
u jednom mililitru sperme iznosi 2-5 milijardi. U sjemenoj plazmi, osim spermija, se u
fizioloSkim uvjetima nalaze: epitelne stanice sluznica odvodnih puteva, leukociti,
ugljikohidrati, proteini, aminokiseline, specifiéne dusi¢ne komponente te lipidi
(SETCHELL, 2014.). SPRECHER i sur. (1999.) su dokazali da koli¢ina leukocita nije u
bilo kakvoj korelaciji s primarnim abnormalnostima spermija ili koli¢inom eventualno
prisutnih reproduktivnih patogena. Za razliku od dominantog ugljikohidrata u serumu-
glukoze, u sjemenoj plazmi je to fruktoza koju luée sjemene vrecice. Uz fruktozu i glukozu
u sjemenoj plazmi se nalazi i inozitol. Nuzjaja izluCuju proteine sjemene plazme koji
sudjeluju u procesu fertilizacije (SETCHELL, 2014.). Od osobitog znacaja je spermozin
koji ima sli¢énu ulogu poput miozina u mi$i¢ima, a sudjeluje u pretvaranju kemijske
energije u mehani¢ku i time omoguéuje gibanje spermija (CERGOLJ i SAMARDZIJA,
2006.). Aminokiseline specificne za sjemenu plazmu su glutaminska kiselina,
glicerofosforilkolin, hipotaurin (u prevenciji stanicnog oste¢enja od ROS-a), karnitin,
glicerilfosforilinozitol, betain i dr. (SETCHELL, 2014.). Od znacajne koliCine lipida 1
fospolipida u jarCevoj sjemenoj plazmi najzastupljeniji je fosfolipid-kolin plazmalogen

odnosno fosfatidalkolin. Posebica spomenutog proteina je ta da u strukturi sadrzi visoku



koncentraciju visSestrukonezasi¢ene masne kiseline koje mogu biti izrazito podlozne ROS-
u. Znacaj fospfolipida se ocituje u funkciji prekursora trombocit-aktiviraju¢eg faktora
(PAF) koji ima ulogu u pokretljivosti spermija i akrosomskoj reakciji. Od steroida
najznacajniji su: progesteron, dihidrotestosteron, androstanedioli, estrogeni, testosteron i
prostaglandini (SETCHELL, 2014.). Prostaglandini su 1930. godine dokazani, a ujedno
tako 1 nazvani upravo iz razloga jer se smatralo da ih producira prostata, iako je kasnije
dokazano da poglavito nastaju u sjemenim vreéicama i to upravo u jarceva i bikova.
GANJAM i AMANN (1976.) su dokazali da je koncentracija testosterona u sjemenoj

plazmi jednaka onoj u krvnoj plazmi.

2.2. OCJENE EJAKULATA | SPERMIJA

Spermatogeneza odnosno produkcija sperme ne ovisi o ucestalosti ejakulacija vec
visa frekvencija ejakulacija rezultira smanjenjem broja spermija po ejakulatu. U praksi se
broj spermija po ejakulatu moze povecati postupcima za podizanje libida koji ukljuéuju
draZenje, laZzno parenje (kada rasplodnjak gleda drugog raspolodnjaka kako skace) i
sputavanje prilikom Zeljenog skoka. Takvi postupci podizu razinu oksitocina i drugih
hormona koji posljedi¢no ubrzavaju transport sperme i emisiju iz ekstragonadalnih puteva.
KNIGHT (1974.) je intravenoznom aplikacijom 10 i.J. oksitocina u ovna 10 minuta prije
ejakulacije izazvao povecanje broja spermija u ejakulatu za 45% Sto je u pozitivnoj
korelaciji s koli¢inom fruktoze u ejakulatu i time dokazao da oksitocin izaziva stimulaciju
akcesornih spolnih Zlijeda. Veli¢ina testisa je takoder u izrazitoj pozitivnoj korelaciji (0,98
za jarca) s dnevnom produkcijom sperme u zrelih rasplodnjaka (LEAL i sur., 2004.).
Produkcija spreme postepeno raste nakon puberteta do maksimalnih vrijednosti pa do
trenutka kada pocinje postupno opadati kao posljedica starenja. Sezonske varijacije u
produkciji spreme su posebno izrazene kod sezonski poliestricnih zivotinja, a vezane su uz
poveCanje ili smanjenje veli¢ine testisa. Ekstraabdominalni smjeStaj testisa u vecine

sisavaca omogucava adaptacijeske mehanizme termoregulacije.

2.2.1. MAKROSKOPSKA OCJENA EJAKULATA
Makroskopska analiza ejakulata zapoc¢inje neposredno nakon njegova prikupljanja.

U idealnim uvjetima ocjena ejakulata radi se unutar 30 minuta nakon polucivanja do



maksimun 1 sat. Makroskopska ocjena ukljuuje mjerenje volumena ejakulata koje se
moze sastojati od ocitanja volumena uz pomo¢ graduiranog spermohvataca u koji je
polucen ejakulat ili pak preciznim vaganjem te kasnije preracunavanjem,
podrazumijevajuéi da je gustoca ejakulata 1 g/mL(AUGER i sur., 1995.).

Prosje¢ni volumen ejakulata jarca je 1 mL a boje je zuckaste ili sivobijele. Miris je vrsno
specifican, a konzistencija se odreduje od oka pa je tako fizioloski ejakulat jarca
konzistencije vrhnja. Buduci da je ejakulat prezivaca vrlo brzo nakon poluc¢ivanja podlozan
glikolizi, bitno je odmah nakon makroskopske ocjene odredtiti i pH ejakulata i to indikator
papirom ili pomocu tekuéine univerzalnog indikatora (CERGOLJ i SAMARDZIJA,
2006.).

2.2.2. MIKROSKOPSKA OCJENA SPERMIJA
Za obavljanje mikroskopske ocjene spermija potreban je mikroskop (preporucljiv je

fazno-kontrastni) s moguénoscu povecavanja 200 i/ili 400 x i koji posjeduje ploc¢u za
grijanje predmentih stakala. Ocjenjuje se pokretljivost odnosno gibljivost spermija.
Progresivno gibanje spermija odredeno je gibanje spermija prema naprijed bilo da se radi o
pravocrtnom ili krivolinijskom gibanju za razliku od kruznog i retrogradnog odnosno
gibanja unatrag. Ocjena se izrazava u postotcima gibljivih spermija. Specifi¢nost ejakulata
prezivaca je pojava masovnog gibanja do kojeg dolazi zbog zajednickog gibanja vrlo
velikog broja negativno nabijenih spermija, a koje se oznacava kao vihorenje. lako
ocjenjivanje gibljivosti spermija iskusnoj osobi ne predstavlja velik problem, za objektivnu
metodu odredivanja gibljivosti spermija danas se koriste specijalni pribor i aparati-CASA
(computer-assisted semen analysis) (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.).

KATZ i sur. (1985.) prvi puta u povijesti opisuju metodologiju za automatsku
analizu porketljivosti spermija jo§ davne 1985. godine kada su digitalizirane video
mikrografske slike spermija i obradene pomoc¢u ,,Motion Analysis Corporation Expert
Vision“ sustava. U danasnje vrijeme postoje nekolicina proizvodaca CASA sustava koji
nacelno Cine fazno kontrastni mikroskop S grijaom plocom, standardizirana komorica,
boje za bojenje spermija i racunalo s posebno prilagodenim programom za obradu slika i
videa. Prilikom analize uzorak ne smije biti manji od 200 spermija u uzorku, a pozeljno je
da bude obradeno 400 spermija. Jedne od najceSce upotrebljavanih komorica za CASA
sustav su ,,Leja“ komorice dubine svega 10-20 um. Razli¢iti autori su pokuSavali dovesti u

svezu odnosno korelaciju rezultate dobivene CASA obradom sa sposobnoS¢u oplodnje,
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medutim QUINTERO-MORENO i sur. (2004.) su pokazali da se prediktivna upotreba
rezultata dobivenih CASA obradom sjemena svinja moze posti¢i primjenom analize
korelacije izmedu nekoliko parametara dobivenih obradom sperme i in vivo stope
koncepcije dobivene nakon umjetne oplodnje. Odredeni laboratoriji usporedujuéi pojedine
parametre progresivne pokretljivosti dobivene CASA obradom prije i nakon smrzavanja i

ponovnog otapanja koriste dobivene podatke kao ,,stres* test u ocjenjivanju sperme.

2.2.3. OCJENA KONCENTRACIJE SPERMIJA U EJAKULATU
Zlatni standard za ocjenu koncentracije spermija u ejakulatu ¢ine hemocitometri

odnosno komorice za brojanje krvnih stanica od kojih je najpoznatija komorica po Thoma-
i. Komorica ima oblik debele predmetnice na kojoj su nacrtane vodoravne i okomite linije,
a koje tvore sitne kvadratice i to 16 velikih kvadrata u kojima se nalaze 16 malih
kvadrati¢a. Prije stavljanja spermija na komoricu potrebno je iste usmrtiti sa 3%-tnom
vodenom otopinom NaCl-a, zatim je potrebno jar¢evu spermu razrijediti u mijesalici za
drze desnog i gornjeg ili lijevog i donjeg ruba kvadratia, a za brojanje se koriste 4
kvadratica u dijagonali te peti koji se nalazi u bilo kojem od suprotnih kuteva.
Koncentracija se izratunava kao umnozak izbrojanih spermija, stupnja razrjedenja i faktora
50 (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.).

U danasnje vrijeme se u centrima za umjetno osjemenjivanje najceSce
upotrebljavaju kolorimetri, fotometri i spektrofotometri zbog jednostavnosti uporabe i
brzine dobivanja relevantnih podataka. Takvi uredaji moraju biti ¢esto kalibrirani pa i
vrsno kalibrirani ukoliko se Kkoriste za razliCite zivotinjske vrste. FOOTE i sur. (1978.) su
pojasnili kalibraciju fotometra upotrebom hemocitometra. Usprkos svestranoj uporabi
fotometara u centrima za umjetno osjemenjivanje, za najto¢niju odnosno najprecizniju
metodu odredivanja koncentracije spermija u ejakulatu putem aparata sluze aparati za
proto¢nu citometriju (EVENSON i sur., 1993.). U spomenutim uredajima stanice jedna po
jedna prolaze kroz laserski ¢itaC te se na taj nac¢in moze iskljuciti lazno pozitivan rezultat
dobiven pribrajanjem stanicnog debsrisa odnosno krvotvornih stanica kao Sto je slucaj kod
fotometara. Premda je protoc¢na citometrija najpreciznija automatizirana metoda za
odredivanje koncentracije spermija u ejakulatu, njezina svestrana upotreba je limitirana
cijenom uredaja te je do danas ostala u upotrebi samo u institutima i istrazivackim

laboratorijima.



U novije vrijeme za ocjenu koncentracije spermija u ejakulatu i za ocjenu
integriteta staniéne membrane spermija sve se vise koristi uredaj NucleoCounter SP-100.
ANZAR i sur. (2009.) su proveli istrazivanje ocjene koncentracije spermija na 78 ejakulata
bikova putem hemocitometra, proto¢ne citometrije i NucleoCounter SP-100 uredaja.
Usporedujuci dobivene rezultate dosli su do zakljucaka da se NucleoCounter SP-100 moze
s jednakom pouzdanosc¢u kao i protocna citometrija upotrebljavati za ocjenu koncentracije
spermija u ejakulatu 1 za ocjenu integriteta stanicne membrane spermija te isto tako
upotrebljavati kao preciznija metoda za Kkalibraciju fotometara u usporedbi s

hemocitometrom.

2.2.4. OCJENA INTEGRITETA STANICNE MEMBRANE SPERMIJA
Ocuvanje integriteta stanicne membrane spermija od presudnog je znacaja za

prezivljavanje spermija. lako prilikom ocjene pokretljivosti, spermij moze biti Ziv odnosno
pokretan, u isto vrijeme moze biti naruSen integritet stani¢ne membrane i time dovesti do
kraceg Zivota i nemogucnosti izvrSenja njegove jedine funkcije-oplodnje.

Nacelno se razlikuju tri metode ocjene integriteta stanicne membrane spermija:

1. Bojenje u bikova, nerastova i pastuha (GARNER i sur., 1994.; BRITO i sur.,
2003.; FRASER i sur., 2001.; BRINSKO i sur., 2011.).

2. Inkubacija u hiper-osmotskom mediju u ovnova i pastuha (CURRY i
WATSON, 1994.; DE LA CUEVA i sur., 1997.).

3. Inkubacija u hipo-osmotskom mediju u bikova, pasa, magaraca, 0ovnova,
pastuha i purana (BREDDERMAN i FOOTE, 1969.; ROTA i sur., 2000.;
QUINTERO-MORENQO i sur., 2008.; HISHINUMA i SEKINE, 2003.; ROTA i
sur., 2010.; CURRY i WATSON, 1994.; NEILD i sur., 1999.; DONOGHUE i
sur., 1996.).

Metoda supravitalnog bojanja spermija po Bloom-u omoguéuje odredivanje
postotka zivih ili mrtvih spermija u ejakulatu. Na ¢isto, odmaséeno i zagrijano predmetno
stakalce stavi se kap sperme, zatim se stavi dvostruko vec¢a kap prethodno zagrijane 5%-tne
vodene otopine eozina (crvena boja) i od nje dvostruko veca kap prethodno zagrijane 10%-
tne otopine nigrozina (crna boja) te se na kraju sve zajedno lagano promijeSa. Nakon toga
se drugim predmetnim stakalcem koje ima brusSeni rub, dotakne pomijesana tekucina i
povlacenjem kapi razvuce tanki razmaz. Nakon suSenja razmaza, pod mikroskopom, vrsi

se ocjena zivih odnosno mrtvih spermija. Potrebno je izbrojiti minimalno 200 spermija za
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izraCunavanje postotka zivih odnosno mrtvih spermija. Budu¢i da kroz stanicnu membranu
intaktnih spermija ne prolazi crvena boja, zZivi spemiji ¢e ostati ne obojani no biti ¢e
vidljivi zbog otopine nigrozina koja sluzi kao kontrast (CERGOLJ i SAMARDZIJA,
2006.).

Spermiji sa svijetlo-crvenim i tamno-rozim glavama smatraju se mrtvim, a s bijelim
I svijetlo-rozim glavama zivim. Ukoliko dolazi do obojenja samo u regiji spojnog dijela
glave i repa (regija vrata spermija), a ostatak glave spermija ostaje neobojan, takav se
spermij smatra zZivim. Spomenuta pojava se naziva ,,Jeaky neck membrane‘ odnosno u tom
sluaju se ne radi o totalnoj dezintegraciji stanicne membrane spermija odnosno mrtvom
spermiju (WHO, 2010.).

Komercijalno dostupne boje kao $to su fluorescentna boja SYBR-14 u kombinaciji
s Propidij Jodidom Koriste se za obradu sperme prilikom ocjene integriteta stani¢ne
membrane spermija putem protocne citometrije ili uz pomo¢ fluorescentnog mikroskopa.
Boja SYBR-14 boji spermije sa neoSte¢enom stani¢cnom membranom zeleno za razliku od
Propidij Jodida koji oboji jezgru spermija s oStecenom stanicnom membranom crveno.
Dvostruko obojeni spermiji predstavljaju populaciju djelomicno oSteéenith spermija
osnosno spermije u odumiranju (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.). GARNER i sur.
(1994.) su zakljucili da je bojanje preparata kombinacijom SYBR-14 i Propidij Jodida kao
priprema za protoc¢nu citometriju ucinkovit alat za ocjenu integriteta stanicne membrane
spermija odnosno njihove odrZivosti bilo da se radi o svjezoj ili duboko smrznutoj spermi.
Proto¢na citometrija kao najskuplja i najzahtjevnija, zbog posebne obuke osoblja za rad na
uredaju za protocnu citometriju metoda, spada u najprecizniju tehniku ocjene integriteta
stanicne membrane spermija (ODHIAMBO i sur., 2011.).

NucleoCounter SP-100 zbog jednostavnosi, toc¢nosti i brzine (u prosjeku su
potrebne 2 minute za odredivanje koncentracije spermija u ejakulatu i ocjenu integriteta
staniéne membrane spermija), uporabe sve viSe zauzima mjesto u centrima za umjetno
osjemenjivanje. Postupak ocjenjivanja prethodno spomenutog uredaja proveli su
JOHANSSON i sur. (2008.), FOSTER (2009.), MORRELL i sur. (2010.), FOSTER i sur.
(2011.a,b).

HOS test (Hypoosmotic swelling) je relativno jednostavna metoda koja se koristi
prije svega za ocjenu funkcionalnog integriteta stanicne membrane spermija.
PETRUNKINA i sur. (2001.) su misljenja da uprkos Sirokom rasponu rezultata testiranja
spomenute metode, HOS test nije bolji prediktor plodnosti od ostalih, standardnih,
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parametara ocjene ejakulata, premda HOS test ima posebnu ulogu u predvidanju
mogucnosti boljeg odgovora na stres samih spermija. Osmotski $ok nakon otapanja duboko
smrznutog sjemena, a zbog prethodne izlozenosti hipertoniji (dodavanje glicerola u svrhu
krioprezervacije), moze rezultirati o$te¢enjem stani¢ne membrane spermija (CERGOLJ i
SAMARDZIJA, 2006.). U hipoosmotskoj otopini HOS testa molekule vode prelaze u
spermije kroz stani¢cnu membranu tako da spermiji s funkcionalno intaktnom stani¢nom
membranom bubre te posljedi¢no dolazi do savijanja i uvrnuc¢a spermijevih repi¢a. Pod
fazno kontrastnim mikroskopom moguce je razluciti HOS pozitivne spermije (s intaktnom
stanicnom membranom) kod kojih je doSlo do uvrnuéa repi¢a za razliku od HOS
negativnih spermija koji ne bubre zbog oStecenja stanicne membrane. Za pravilno
izvodenje HOS testa od presudnog je znacaja osmolaritet otopine koji mora biti takav da
izazove najbolji ucinak (da ne dovede do pucanja membrane intaktnih spermija)
(CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.). Potrebno je ocjeniti minimalno 200 spermija po
uzorku.

Sve eukariotske stanice imaju u jezgri kromosome koji su vidljivi tek kad se stanica
pocne dijeliti, a gradeni su od kromatina. Kromatin je sastavljen od dvoclane DNK i
proteina. Promjene na kromatinu odnosno njegovo oStecenje, koje moze biti izazvano
razli¢itim ¢imbenicima, znacajno utjeCe na plodnost. Sekret akcesornih spolnih Zlijezda
kao izvor antioksidacijskih enzima ima vaznu ulogu u ocuvanju integriteta DNK prilikom
oksidativnog stresa (WAI-SUM i sur., 2006.). WAI-SUM i sur. (2006.) su pokazali na in
vivo primjeru, da je nakon amputacije akcesornih spolnih Zlijezda u muzjaka zlatnog hrcka
porasla ucestalost DNK oste¢enja. Spomenuta oste¢enja DNK nisu imala za posljedicu
nemogucnost oplodnje ve¢ su imala izravni utjecaj na razvoj embrija.

EVENSON i sur. (1980.) su krajem 20 stoljeca razvili ,,Sperm Cromatin Structure
Assay“ (SCSA) test kojim je bilo moguce protocnom citometrijom Uz akridin narancastu
boju mjeriti postotak spermija sa fragmentiranom i denaturiranom DNK. Do danas je
spomenuta tehnika ostala kao ,,Zlatni standard* u mjerenju oSte¢enja DNK. Dvolancana
DNK fluoresceira zeleno dok jednolancana DNK fluoresceira crveno, tako da se stupanj
oste¢enja DNK izrazava kao omjer crvene fluorescencije naspram ukupne fluorescencije.
Ostecenja ili promjene u stukturi kromatina, prema EVENSON i sur. (1994.), a i prema

mnogim drugim autorima, imaju izravni utjecaj na plodnost.
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2.2.5. OCJENA STATUSA AKROSOME SPERMIJA
Unato¢ mnogim mjerljivim parametrima spermija ukljuc¢ujuéi njihovu strukturu i

pokretljivost, do sada, niti jedan parametar pojedina¢no nije pokazao tako visoku
povezanost sa sposobnos¢u oplodnje kao $to je to slucaj s rezultatima ocjene statusa
akrosome spermija (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.). Samo spermiji sa funkcionalno
aktivnom akrosomom mogu prodrijeti u jajnu stanicu. lako se kao najpreciznija metoda
ocjene statusa akrosome spermija u literaturi spominje prijenosna elektronska
mikroskopija, u praksi se daleko ceS¢e upotrebljavaju razlicite boje i fluorescentni
mikroskop ili pak protoc¢na citometrija.

Bojenje Tripanskim modrilom u proslosti je bila vrlo ¢esto koriStena tehnika za
ocjenu statusa akrosome spermija. Jednostavnost i niska cijena kao prednosti nasuprot
Cestih 1 nestalnih varijacija boje rezultirali su napustanjem spomenute tehnike 1 uvodenje
boljih (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.).

Uvodenjem lektinskog bojenja jasno se moglo spermije uz pomo¢ protocne
citometrije ili fluorescentnim mikroskopom klasificirati u Cetiri razreda:

- Zivi spermiji s intaktnom akrosomom

- mrtvi spermiji s intaktnom akrosomom

- zivi spermiji s akrosomskom reakcjom

- mrtvi spermiji s akrosomskom reakcijom.

Lektini su molekule biljnog podrijetla (naj¢esce kikirikija = PNA, graska = PSA, ricinusa =
RCA itd.) koje mogu biti obiljeZzene fluorescentnim markerom (npr. Fluorescin-
izotiocijanat = FITC). Spomenute molekule posjeduju sposobnost vezivanja bilo na
vanjsku membranu akrosome (PNA) ili pak na unutrasnji dio akrosome (PSA, RCA)
(CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.). MARTI i sur. (2000.) su dokazali da je metoda
bojenja FITC-RCA jednostavna i pouzdana metoda ocjene statusa akrosome spermija u

ovnova.

2.2.6. MORFOLOSKA OCJENA SPERMIJA
Kao najpouzdanija metoda za morfoloSku ocjenu spermija upotrebljava se protocna

citometrija, ali ona za sada ostaje kao metoda izbora samo u znanstvenim institucijama. Za
morfolosku ocjenu spermija potrebno je prethodno pripremiti uzorak, a s kojega je nakon
pripreme uz upotrebu sjetlosnog ili fazno-kontrastnog mikroskopa pod poveéanjem 400 X

ili 1000x (imerzija) potrebno ocjeniti minimalno 200 spermija. Uoc¢avanje morfoloskih
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osobitosti spermija pod svjetlosnim ili fazno-kontrastnim mikroskopom je gotovo
nemoguce bez prethodnog bojenja uzorka. Danas na trziStu postoji Citav niz razlicith boja,
a sukladno tome i tehnika za morfolosku ocjenu spermija. Neke od metoda bojanja
preparata uz morfoloSku ocjenu sluze i za ocjenu integriteta stanicne membrane spermija
(npr. Eozin-nigrozin bojanje, toluidin plavo bojanje i dr.) pa i za ocjenu statusa akrosome
spermija. Gotovo sve metode bojanja ukljucuju prethodno razrjedivanje ejakulata i njegovu
fiksaciju (npr. formalinom, etilnim alkoholom, plamenom itd.) sto dovodi do prestanka
gibanja spermija, ali i zadrzavanja odnosno o¢uvanja njihove strukture.

BOERSMA i sur. (2001.) su usporedili sedam razli¢itih tehnika u bojanju preparata
za morfolosku ocjenu spermija te utjecaj boje izvora svjetlosti i izbora povecanja za
optimalnu procjenu morfologije spermija uz pomo¢ ,,Hamilton Thorne Research-IVOS*
morfoloskog analizatora. U prvom dijelu spomenutog istrazivanja istrazene su tehnike
bojanja:

- brzi Papanicolaou (PAP)

- brzi Papanicolaou s produzenim vremenom bojanja (PAP+)

- Diff-Quick (DIF)

- hemotoksilin (HEM)

- Farelly (FAR)

- Spermac (SPER)

- modificirani GZIN (MGZIN).

Uzorci su bili pretrazivani pod crvenim, zelenim i plavim izvorom svjetlosti, pod
povecanjem 400 x i 1000 x (imerzija). U drugom dijelu istraZivanja istrazena je optimalna
koncentracija spermija u uzorku za pretrazivanje odnosno optimalno razrjedenje.
Predmetnim istrazivanjem dokazano je da je optimalna koncentracija uzorka ejakulata za
morfolosku ocjenu spermija 200000-300000 spermija u pL, upotrebljavajuci zeleni izvor
svjelosti mikroskopa i povecanje od 400 x, dok je za optimalnu tehniku bojenja odredena
tehnika po Farelly-ju (FAR). Bojanje hematoksilinom (HEM) i brzim Papanicolaou-om sa
produzenim vremenom bojanja (PAP+) uz izvor svjetlosti crvene boje zadovoljavajuca je
alternativa spomenutog bojanja.

Cilj morfoloske ocjene spermija jest razlikovanje normalnih od patoloskih oblika
spermija. Razlikuju se primarni, nastali kao rezultat poremecaja za vrijeme spermiogeneze
i sekundarni patoloski oblici spermija nastali u epididimisu te kasnije tijekom prolaska

kroz reproduktivni trakt. Naki autori spominju i tercijarne potoloske oblike spermija
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nastale postejakulacijski. Cesto u ocjeni nije moguée odrediti todan trenutak nastanka
morfoloskog defekta spermija ili pak ih bude viSe od jednog, tada se pribjegava
jednostavnijoj klasifikaciji koja ukljuuje abnormalnosti glave spermija (premala,
prevelika, kruskasta, uska itd.), kape (granulirana, otpala itd.), vrata (prelomljen itd.),
spojnog dijela (tanak, kratak, debeo, presavijen itd.) i repa (zakrzljali, zavrnuti itd.)
(CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.). Ovnovski ejakulat mora sadrzavati barem 70%
morfoloski normalnih spermija, dok jarCevski ejakulat mora sadrzavati barem 80%
normalno Kklasificiranih spermija. RATHORE (1968.) spominje utjecaj povisene
temperature okolisa kao ¢imbenik nastanka povecanog broja morfoloski abnormlanih
spermija u ejakulatu Merino ovnova i njihov utjecaj na smanjeni postotak koncepcije i
veéu pojavnost rane embrionalne smrtnosti u ovaca. SKALET i sur. (1988.) su pokazali da
u mladih nubijskih jar€eva ulaskom u pubertet ucestalost abnormalnih spermija moze
iznositi do 65% za razliku od spolno zrelih, osam mjeseci starih jarceva gdje spomenuta
ucestalost pada ispod 12%. Bolesti odnosno razne infekcije takoder imaju utjecaj na
produkciju abnormalnih spermija kao s§to je u slucaju infekcije s Brucella ovis koja
uzrokuje produkciju spermija bez glave i uvrnutih repova (CAMERON i LAUERMAN,
1976.). REFSAL i sur. (1983.) su pokazali da degeneracija testisa takoder utje¢e na veéu
pojavnost abnnormalnih spermija u neplodnih americkih ,,LaMancha‘ jareva. Pojavnost
otpalih glava spermija takoder je zabiljezena u nubijskih jarCeva s histoloski

dijagnosticiranom upalom sjemenih vre¢ica (AHMAD i sur., 1993.).

2.3. RAZRJEDIVANJE I KONZERVIRANJE EJAKULATA

Duboko smrzavanje spermija kao metoda konzervacije otkricem glicerola u
svojstvu krioprotektora predstavlja revoluciju u umjetnom osjemenjivanju covjeka i
zivotinja (POLGE i sur., 1949.). Tako konzervirana sperma je mogla biti distribuirana
svugdje u svijetu i pohranjena na jako dugo vremensko razdoblje.

Nakon ejakulacije i promjene pH sredine u kojoj se nalaze spermiji iz kisele u
luznatu dolazi do intenziviranja metabolizma spermija i intenziviranja njihovog gibanja.
Takva pojava dovodi do ubrzane potrosnje energetskih resursa sadrzanih u sjemenoj
plazmi, ali 1 nakupljanja Stetnih produkata stani¢énog metabolizma $to neminovno dovodi
do brzog propadanja spermija. Zele¢i odrzati §to veéi broj funkcionalno i morfologki
ocuvanih spermija potrebno je odmah po ejakulaciji, ejakulat §to je moguce prije ohladiti i
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sniziti pH. Uronjeni u teku¢i dusik (-196°C) spermijima se upotpunosti zaustavlju svi
zivotni procesi pa sve do trenutka odmrzavanja. Da bi snizili pH i ohladili ejakulat,
potrebno je isti razrijediti (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.).

Razrjedivaéi su vodene otopine ili emulzije elektrolita, neelektrolita i ostalih
dodataka koje povecavaju volumen ejakulata (mogucnost osjemenjivanja vise plotkinja),
snizavanju pH odnosno osiguravaju izotoniju naspram spermija, sluze spermijima kao
izvor energije (glukoza), kao kriopretektori (Lecitin-zastita od temperaturnog Soka), a s
dodatkom antibiotika sluze i kao zastita od Stetnog djelovanja mikroorganizama i njihovih
Stetnih produkata. Od sintetskih razrjedivaca razlikuju se obi¢ni ili distenderi, zaStitni ili
protektori i bioaktivni ili implementori. Distenderi sadrze elektrolite koji odrzavaju pH te
im moze biti dodan Secer (heksoza), protektori uz prethodno nabrojano sadrze i zumanjak
te obavezno antibiotike ili sulfonamide dok implementori uz sve prethodno nabrojano
sadrze jo$ bioloski aktivne tvari (hormin, enzim). Od prirodnih razrjedivaca najpoznatije je
obrano kravlje mlijeko. Laktinini koji dovode do strukturalnih oSte¢enja spermija i
posljedicno smanjene pokretljivosti budu jednostavno neutralizirani pasterizacijom
mlijeka. U tako pasterizirano i obrano mlijeko mogu biti dodani antibiotici i Zumanjak
(CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.).

Smrt odnosno destrukcija stanica ovisi 0 veli¢ini, mjestu i brzini stvaranja kristala
leda prilikom postupka smrzavanja (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.). Padom
temperature, voda u stanici ostaje u teku¢em stanju sve do pocetka kristalizacije, koja
uvijek zapocinje ekstracelularno odnosno do trenutka pocetka formiranja leda kada se
molekule vode organiziraju u klastere te zapocinje lancana reakcija. Prilikom procesa
zaledivanja ekstracelularne vode dolazi do povezivanja kristalica §to dovodi do
koncentriranja otopljenih soli (npr. razrjedivaca) u novonastalim mikro-prostorima izmedu
spomenutih kristalica vode. Stanice odnosno spermiji osmotski reagiraju s koncentriranim
ionima soli §to posljedicno dovodi do izvlacenja vode iz samih stanica i njihovom
isuSivanju koje pak ima povoljnu ulogu u oCuvanju struktura stanica i sprje¢avanju
njihovog razaranja. Proces isuSivanja stanica je pod izravnim utjecajem brzine hladenja.
Ukoliko je brzina hladenja prespora, zbog predugog kontakta stanica s koncentriranim
ionima soli, dolazi do destrukcije proteina i lipida te posljedi¢no stvaranja reaktivnih
kisikovih spojeva (ROS). Ukoliko je brzina hladenja prebrza, zbog velike koli€ine
intracelularne vode 1 posljedi¢no stvaranja intracelularnih kristali¢a, dolazi do razaranja 1

smrti stanica (HOLT i PENFOLD, 2014.).
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Smrzavanje spermija nije mogucée bez upotrebe krioprotektora. Zastita spermija od
razornog djelovanja kristali¢a vode je uz upotrebu krioprotektora dovstruka. U prvom redu
krioprotektori (permeabilni: dimetil sulfoksid (DMSO), glicerol, etilen glikol, metanol,
etanol 1 dr.) ulaze u stanice 1 istiskivanjem vode iz stanica onemogucuju stvaranje
intracelularnih  kristalica. Nepermeabilni kriopretektori (saharoza, glukoza, galaktoza,
polivinil alkohol, govedi serumski albumin (BSA) i dr.) ostaju u ekstracelularnom prostoru
stvaraju¢i homogeniju strukturu odnosno onemogucavaju stvaranje ve¢ih mikro-prostora s
koncentriranim ionima soli i onemogucavaju stvaranje kristali¢a leda (HOLT i PENFOLD,
2014.; CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.). Period ekvilibracije je vrijeme, koje moze biti
razli¢ito za pojedine krioprotektore, potrebno za ulazak krioprotektora u stanicu
(CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.). Toksi¢nost krioprotektora su istrazili razligiti autori.
HAMMERSTEDT i GRAHAM (1992.) su opisali toksi¢nost glicerola za spermije peradi,
a u koncentraciji vecoj od 3% glicerola kod nerastovskog sjemena toksi¢nost su opisali
GUTIERREZ-PEREZ i sur. (2009).

Vitrifikacija je postupak prilikom kojega je uz dodatak velikih koncentracija
krioprotektora omogucen izrazito brz postupak smrzavanja spermija, a prilikom kojega je u
potpunosti onemoguéeno stvaranja kristalica leda (HOLT i PENFOLD, 2014.). Ipak
postoji velika moguénost stvaranja kristali¢a leda prilikom otapanja. Nacelno se postupak
sastoji, uz dodatak odredenih suplemenata, od kapanja razrjedene sperme direktno u tekuci
dusik. Negativni aspekt vitrifikacije leZi 1 u moguénosti mikrobioloske kontaminacije
uzorka. Izbjegavanje spomenute kontaminacije pokazali su ISACHENKO i sur. (2005.).

Koncepcija u ovaca upotrebljavaju¢i smrznuto sjeme je na zadovoljavajucoj razini
ukoliko se sjeme aplicira laparoskopski u rog maternice. Aplikacija sjemena
intracervikalno ne daje zadovoljavajucée rezultate. Kod umjetnog osjemenjivanja svinja sa
smrznutim spermijima koji imaju relativno kratak zivotni vijek, a uzimajuc¢i u obzir
relativno dugu ovulaciju rezultati isto tako mogu biti porazavajuéi. Prethodno nabrojano
namece zakljucak da spermiji mogu prezivjeti smrzavanje, ali nakon odmrzavanja ocituju

slabiji potencijal za oplodnju (HOLT i PENFOLD, 2014.).

2.4. ULOGA MELATONINA I SEZONOST JARCEVA

Epifiza je endokrina Zlijezda koja lu¢i hormon melatonin, a prvi se puta u povijesti

vjerojatno spominje jos u 3. stoljecu. Od tada pa do danas epifiza, a kanije i melatonin
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predstavljaju neiscrpan izvor hipoteza znanstvenicima. Decartes je tijekom 17. stoljeca
opisao epifizu kao trec¢e oko odnosno mjesto ljudske maste i zdravog razuma. Pocetkom
20. stoljeca prvi se puta melatonin dovodi u svezu s reprodukcijom. Sredinom 20. stoljeca
otkrivena je veza cirkadi¢nog ritma (dan-no¢) i metabolizma epifize (SIMONNEAUX i
RIBELAYGA, 2003.). Danas se¢ uz cirkadiéni i sezonski ritam melatonin dovodi u usku
svezu s antioksidacijskim pokazateljima, a posebice s antioksidacijskim statusom sjemene
plazme.

Melatonin je ubikvitarna molekula odnosno prisutna je u bakterijama,
jednostani¢nim organizmima, biljkama, beskraljeSnjacima i kralje$njacima (REITER i sur.,
2013.). TAN i sur. (2013.) su pokazali da su mitohondriji u zitotinjskim stanicama i
kloroplasti u biljkama mjesta najvece produkcije slobodnih radikala odnosno mjesta
izrazito podloZzna oksidativnom stresu. S prethodnim u svezi, a kao zastita od oksidativnog
stresa, to su ujedno i mjesta vrlo visoke produkcije melatonina koji izravno i posredno
sudjeluje u neutralizaciji Stetnog djelovanja slobodnih radikala. Mjesta nastanka
melatonina uz epifizu su: gastrointestinalni trakt, oko, limfociti, kostana srz, koza i folikul,
s time da melatonin generiran na spomenutim mjestima ne ulazi u opcu cirkulaciju veé
samo djeluje lokalno i to prvenstveno u antioksidativnoj zastiti (SIMONNEAUX i
RIBELAYGA, 2003.). Epifiza lu¢i melatonin cirkadi¢nim (dan-no¢) i sezonskim ritmom.
U sisavaca melatonin se u cirkadicnom ritmu lué¢i noéu. Uloga ciklickog lucenja
melatonina odituje se u omogucéavanju prilagodbe organizama na dnevne i sezonske
fizioloske fluktuacije odnosno u pruzanju informacija organizmima 0 vremenu
(SIMONNEAUX i RIBELAYGA, 2003.).

Sezonost je pojava u umjerenom klimatskom pojasu prisutna u malih prezivaca i
cervida koju karekterizira pojavnost spolnog ciklusa u odredeno vrijeme kako bi se
osigurao dolazak na svijet potomstva u najoptimalnije godisnje doba-proljece i ljeto, kada
je prirodne hrane u umjerenom klimatskom pojasu u izobilju (SIMONNEAUX i
RIBELAYGA, 2003.). Spomenutu pojavu takoder karakteriziraju velike razlike u spolnom
ponasanju, veliCini testisa muskih rasplodnjaka te Kkvalitativnim i Kkvantitativnim
promjenama ejakulata (SATHE i SHIPLEY, 2014.). Smanjenje dnevne svjetlosti nastale
nakon ljetnog solsticija djeluje stimulativno na frekvenciju i amplitudu lu¢enja melatonina
iz epifize. Spomenuto ima za posljedicu aktivaciju hipotalmo-hipofizarno-gonadalne
osovine koja dovodi do povisenja razine testosterona u krvi, spermiogeneze i aktivnog

spolnog ponasanja kako u muskih tako i u Zenskih jedniki. Okoli$ni ¢imbenici kao §to su
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temperatura i nutritivni faktori pa tako i drustveni ¢imbenici (vizualni i olfaktorni utjecaj
muzjaka i zenke) mogu imati povoljan ili negativan utjecaj na prethodno spomenuto
potaknuto spolno ponasanje (ROSA i BRYANT, 2003.). Produzeno noé¢no lucenje
melatonina utjeCe takoder na pojacano lucenje GnRH te time posljedicno dolazi do
povisenja koli¢ene LH koji ima presudnu ulogu u ovarijalnom ciklusu i produkciji sperme
(MISZTAL i sur., 2002.). Smanjivanjem noc¢nih perioda tijekom proljeca i ljeta Sto ima za
posljedicu smanjeno lucenje melatonina dolazi (preko osovine hipotalamus-hipofiza-
testisi) do pada kvalitete ejakulata u ovnova (LINCOLN i sur. 1990.). Nekolicina autora je
pokazala da se egzogenom primjenom melatonina izvan rasplodne sezone se u ovnova
moze izazvati ucinak kratkih dana odnosno povecanje razine gonadotropnih hormona,
poveéanje testisa, poboljsanje kvalitete sperme, povacanje spermiogeneze i plodnosti
(CEBRIAN-PEREZ i sur., 2014.). U rutinskoj upotrebi postoje usni implantanti melatonina
pa je tako u izradi ovog doktorskog rada koristen melatonin proizvodaca Melovine®,
CEVA, Libourne, Francuska. Vrlo je velika sli¢nost u sezonosti ovaca i koza s time da su u
sanskih i alpino jarCeva zabiljezene najviSe razine testosterona u kasno ljeto i ranu jesen
(SATHE i SHIPLEY, 2014.). Uzimaju¢i u obzir saznanja o prirodnoj sezonosti,
smjestajem Zivotinja u kontrolirane uvjete po pitanju svjetlosti moguce je na umjetan nacin
utjecati na sezonost odnosno inducirati reproduktivnu aktivnost. Kombinirani program
utjecaja na osvjetljenje i upotreba egzogenog melatonina pokazala se kao najbolji nacin
aktivacije i zadrzavanja spolne aktivnosti izvan rasplodne sezone (ZARAZAGA i sur.,
2010; SAMARDZIJA i sur., 2010.). Pozitivni u¢inci melatonina na spermije osim u ovaca
1 koza dokazani su 1 u ¢ovjeka, svinja 1 konja §to upucuje na ¢injenicu da predmetni ucinci
nisu isklju¢ivo vezani uz osovinu hipotalamus-hipofiza-testis ve¢ da melatonin izravno
utjece na neutralizaciju negativnih u€inaka slobodnih radikala, a neometanim prolaskom
kroz staniéne membrane spomenuti ucinci su u jednakoj mjeri izrazeni kako u
intracelularnom tako i u ekstracelulanom prostoru (CEBRIAN-PEREZ i sur., 2014.).

In vitro suplemantacija melatonina u ejakulat rezultira: poboljsanom gibljivosti
spermija u ljudi, poboljsanom kvalitetom odredenih parametara spermija ovnova i svinja,
smanjivanjem negativnih uc¢inaka slobodnih radikala odnosno rezultira redukcijom lipidne
peroksidacije membrana, redukcijom markera apoptoze i sprecavanjem fragmentacije
DNK (CEBRIAN-PEREZ i sur., 2014.). 1z navedenih razloga jo§ su SUCCU i sur. (2011.)
pokazali da se dodatkom melatonina u razrjediva¢ namijenjen za smrzavanje sperme u

ovnova poboljsava funkcija spermija nakon odmrzavanja. Rezultati istrazivanja su pokazali

19



da je nakon dodatka 1 mM melatonina bio veci postotak ukupno pokretljivih i progresivno
pokretljivih spermija, visi postotak brzo i srednje brzo pokretljivih spermija, visa
intracelularna ATP koncentracija i vi$i postotak spermija sa neoste¢cenom DNK. U prilog
spomenutom, PERUMAL i sur. (2013.) su proveli istrazivanje kojim je dokazano da
suplementacija melatonina u razrjediva¢ za spermu i naknadno hladenje tako razrijedene
sperme na +5°C kroz 30 sati, kod poludivljeg Dulong goveda, rezultira manjim postotkom
mrtvih spermija, abnormalnih spermija i spermija s ostecenom akrosomom.

SHARKEY i sur. (2009.) spominju ulogu melatonina u sinergiji s oksitocinom u
upravljanju kontrakcijama miometrija dok PALACIN i sur. (2008.) usko povezuju
melatonin s funkcijama jajnika i pozitivnom ulogom u prezivljavanju embrija. Ulogu
melatonina u upalnom i imunosnom odgovoru izazivaju¢i kemotaksiju leukocita su

pojasnili PENA i sur. (2007.).

2.5. REAKTIVNI KISIKOVI SPOJEVI | OKSIDACIJSKI STRES

Svaki atom je graden od protona i neutrona u jezgri i elektrona u vanjskom
omotacu. Ukoliko je vanjska orbita atoma ispunjena elektronima, takva molekula odnosno
atom se nalazi u stabilnoj formi. Atomi u prirodnim procesima cesto gube elektrone u
vanjskim ljuskama i time kao nestabilni ulaze u kemijske reakcije s drugim atomima i
molekulama kako bi opet postali stabilni na na¢in da podijele elektrone vanjske orbite.
Oksidacija je kemijska reakcija pri kojoj molekule ili tvari otpustaju elektrone odnosno
elektri¢ni naboj nasuprot redukciji pri kojoj molekule ili tvari primaju elektrone. Reducens
je tvar koja otpusta elektrone i pritom se oksidira, a oksidans je tvar koja prima elektrone i
pritom se reducira. Naziv ,,0ksidacija® je povijesni iz razloga jer se nekad smatralo da
prilikom spomenutog procesa dolazi do spajanja nekog kemijskog elementa s kisikom.
Prethodno nabrojane kemijske reakcije (redox reakcije) prisutne su u mnogobrojnim
procesima u prirodi kao §to su fotosinteza, stani¢no disanje i dr. Slobodni radikali su atomi
ili molekule koje posjeduju u vanjskoj ljusci jedan ili viSe nesparenih elektrona. U
stanicama zivih organizama pod utjecajem raznih vanjskih ili unutrasnjih ¢imbenika dolazi
do pucanja molekularnih sveza i nastanka nestabilnih slobodnih radikala koji stupaju u
kemijske reakcije s najblizim molekulama te time i njih ¢ine nestabilnim. Spomenute

reakcije rezultiraju nastankom sve veceg broja slobodnih radikala $to u konacnici u
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bioloSkom smislu dovodi do oSteCenja intracelularnih makromolekula 1 stanicne
disfunkcije (ROBB i sur., 2014.).

U biokemijskom smislu najznacajniji slobodni radikali su reaktivni Kisikovi spojevi
(ROS). ROS primarno nastaju kao produkti stani¢nog metabolizma koji se odvija u
mitohondrijima, ali mogu nastati pod utjecajem vanjskih ¢imbenika kao §to je npr.
ionizacijsko zracenje, razli¢iti kemijski reagensi, UV zraCenje, industrijska otapala i dr.
(SHARMA i sur., 2015.). Od najznacajnijih ROS-a nastalih kao produkt stani¢nog
metabolizma su hidrogen peroksid (H20:), hipoklorna kiselina (HCIO), hidroksil radikal
(OH) i superoksid (O27) (ISLAM i PERVIN, 2011.). Produkcija ROS-a u stanicama
odnosno stani¢nim organelama moze imati fizioloSku 1 patofiziolosku ulogu.
Hiperprodukcija ROS-a dovodi do razli¢itih akutnih i kroni¢nih bolesti. Primjerice
oStecenjem neurona dovodi do neurodegenerativnih bolesti, oSteenjem [-stanica
Langerhansovih oto¢i¢a dolazi do dijabetesa i usko vezanih komplikacija, uzrokuje
reumatiodni artritis, uzrokuje oSteCenja raznih makromolekula (lipida, proteina,
nukleinskih kiselina, ugljikohidrata i dr.), dovodi do kardiovaskularnih poremecaja
(agregacija trombocita, disfunkcija endotela krvnih zila, ateroskleroza, hipertenzija i dr.), a
kao inicijator apoptoze nefrona dovodi do nefrotoksi¢nosti (SHARMA i sur., 2015.).
Nasuprot spomenutoj patoloskoj ulozi, ROS sudjeluje u brojnim fizioloskim procesima
vezanih uz metabolizam inzulina, autofagiju uz pomo¢ lizosomalnih enzima, fizioloSku
apoptozu odredenih stanica (prilikom delaminacije endometrija kod menstruacije,
fizioloske atrofije prostate nakon kastracije, involucije mlijecne zlijezde, odumiranju
epidermalnih stanica i dr.), imunoloski sustav (eliminacija patogenih bakterija uz pomo¢
makrofaga) te kapacitaciju spermija (SHARMA i sur., 2015.).

Oksidativni stres kao posljedica djelovanja ROS-a je od primarnog znacaja u
procesu manipulacije, razrjedivnja, hladenja i smzravanja spermija. Sastav stani¢ne
membrane spremija koja im omogucava izrazitu pokretljivost i savitljivost, a koja u svojoj
strukturi fosfolipida kao gradivnih elemenata sadrzi velik udio viSestruko nezasi¢enih
masnih kiselina €ini spremije izrazito podlozne oksidativnom stresu (SURAIL 2002.).
Tijekom krioprezervacije spermiji bivaju podvrgnuti temperatunom Soku i atmosferskom
kisiku $to ima za posljedicu lipidnu peroksidaciju stanicnih membrana spermija.
Spomenuta oSte¢enja membrana rezultiraju smanjenim potencijalom spermija za oplodnju.
Hidrogen peroksid se smatra jednim od primarnih citotoksi¢nih slobodnih radikala za
spermije (BAUMBER i sur., 2000.). BAUMBER i sur. (2002.) su istrazili utjecaj
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polimorfonuklearnih leukocita na konjske spremije odvojene od plazme i1 dosli do
zakljuCka da spomenuti leukociti u omjeru 2,5:1 naspram spermija znac¢ajno utjecu na

njihovu smanjenu pokretljivost.

2.5.1. LIPIDNA PEROKSIDACIJA
Spermiji su tijekom svog Zivota konstantno pod utjecajem ROS-a, bilo da se radi o

fizioloskoj produkciji kao rezultat stanicnog metabolizma ili zbog utjecaja kisika prilikom
procesa oplodnje. Za razliku od malih koli¢ina ROS-a koje poticu kapacitaciju i
akrosomsku reakciju, visoke koncentracije dovode do lipidne peroksidacije koja je
najizrazenija u mitohondrijima, a koji se nalaze smjeSteni u srediSnjem dijelu spermija
(MAJIC BALIC i sur., 2012.). NEAGU i sur. (2010.) su istrazivali ulogu lipidne
peroksidacije u spermijima pasa nakon krioprezervacije i odmrzavanja. Poznato je da su
glavni izvor ROS-a mitohondriji. IstraZivanje je pokazalo da lipidna peroksidacija nema
znacajnu ulogu prilikom smrzavanja i1 odmrzavanja sperme pasa StoviSe nakon
odmrzavanja su vrijednosti lipidne peroksidacije bile neznatno nize. Spomenutu pojavu
objasnjava Cinjenica da smrzavanje spermija utjeCe na zaustavljanje procesa stani¢nog
disanja u mitohondrijima i time rezultira smanjenjem produkcije ROS-a .

Omijer ukupnih lipida i proteina kao najznacajnijih gradivnih elemenata stani¢ne
membrane spermija je priblizno podjednak s time da su proteini diskontinuirano uronjeni u
lipidni dvosloj. Lipidni dvosloj je graden od fosfolipida ¢ije hidrofilne glave su okrenute
prema intra i ekstracelularnom prostoru, dok je hidrofobni dio koji se sastoji od masnih
kiselina smjeSten u srediSnjem dijelu lipidnog dvosloja. Upravo taj dio je podloZan
djelovanju slobodnih radikala. Prilikom maturacije spermija nerasta, bika, ovna i Stakora
dolazi do smanjenja zastupljenosti lipida u stanicnoj membrani dok je smanjenje
zastupljenosti koli¢ine kolesterola prisutno u ovna, Stakora i hr¢ka (EDDY, 2006.). Udio
viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina (dokozaheksaenske kiseline = DHA) u stani¢noj
membrani spermija znacajno je vec¢i u nezrelim spermijima u odnosu na zrele spermije $to
ukazuje na smanjenje udjela DHA tijekom procesa sazrijevanja spermija (OLLERO i sur.,
2000.).

Prema BUEGE i AUST (1978.) lipidna peroksidacija u pravilu zapocinje
otpustanjem vodikovog elektrona s atoma nezasicene masne kiseline sto ima za posljedicu
stvaranje lipidnog radikala koji ponovno moze izdvojiti atom vodika iz lipida u susjedstvu

i dovesti do stvaranja lipidnog hidroperoksida ili stvaranja lipidnog endoperoksida.
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Stvaranje lipidnog endoperoksida u nezasi¢enim masnim kiselinama dovodi do stvaranja
malodialdehida kao raspadnog produkta.

PUKIC i sur. (2008.) spominju da kroz tri faze lipidne peroksidacije u kojima od
lipida nastaje lipidni radikal pa peroksil radikal iz kojega se u konacnici stvara
hidroperoksid i endoperoksid, kao glavni raspadni produkt nastaju aldehidi i to
malondialdehid (MDA) i 4-hidroksinonenal (HNE). MDA prvenstveno nastaje kao
raspadni produkt arahidonske i linolenske kiseline.

Malondialdehid nastao kao produkt lipidne peroksidacije nezasi¢enih masnih
Kiselina u reakciji s tiobarbiturnom kiselinom sluzi kao indikator odredivanja opsega
peroksidacijske reakcije prilikom apsorpcije crvene boje na 535 nm valne duljine (BUEGE
i AUST, 1978.).

2.6. ANTIOKSIDACIJSKI ZASTINI MEHANIZMI

Protutezu ROS-u u organizmu odnosno stanicama ¢ine antioksidansi. Atioksidansi
su molekule koje mogu inhibirati Stetne uc¢inke oksidativnog stresa na nacin da budu sami
oksidirani (ISLAM i PERVIN, 2011.). Stanice organizma su pod stalnim kako negativnim
tako i pozitivnim utjecajem slobodnih radikala. Nemoguéno$cu organizma da se
antioksidansima odupre Stetnom djelovanju slobodnih radikala dolazi do oksidativnog
stresa. Stanice posjeduju nekoliko mehanizama obrane od Stetnog djelovanja ROS-a.
Nacelno se razlikuju endogeni enzimatski i neenzimatski zastitni mehanizmi od egzogenih
mehanizama (MUT-SALUD i sur., 2016.). Egzogeni antioksidansi dospijevaju u
ogranizam najceS¢e alimentarnim putem, ali neki od njih mogu biti 1 sintetizirani u samom
organizmu.

MUT-SALUD i sur. (2016.) razlikuju tri linije obrane organizma od slobodnih
radikala. Prva linija spreCava nastajanje novih slobodnih radikala, a Cine je enzimi
(superoksid dismutaza, katalaza, glutation peroksidaza, glutation reduktaza), proteini koji
vezu metale (feritin, ceruloplazmin) i metali (selen, bakar, cink). Druga linija prevenira
lanCanu reakciju slobodnih radikala, a ¢ine je glutation, albumini, vitamini C i E, flavonidi
i karoteni. Trecu liniji Cine enzimi koji ,,popravljaju” osteenja izazvana od slobodnih
radikala na stani¢nim organelama, a ¢ine je lipaze, proteaze, tranferaze i reduktaze.

U postupku dubokog smrzavanja spermija potrebno je ejakulat razrijediti

razrjedivacem kako bi se zastitilo spermije od osmotskog i temperaturnog Soka, a ukoliko
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se ejakulat i centrifugira neminovno dolazi do smanjene koncentracije antioksidansa.
Suplementacijom razli¢itih antioksidativnih enzima razrjedivaCu za ovnovo sjeme
poboljsala se gibljivost 1 prezivljavanje spermija, poboljSao se kapacitet spermija za
oplodnju in vitro, reducirao se broj stani¢nih oStecenja te je bio veci broj spermija s
intaktnom akrosomom (MAIA i sur., 2010.). Pozitivni u¢inak suplementacije razli¢itih
antioksidansa na odredene paremetre spermija varira U zavisnosti od vrste i tipu

razrjedivaca (TARIQ i sur., 2015.).

2.6.1. ENZIMATSKI ANTIOKSIDACIJSKI ZASTITINI MEHANIZMI
lako male (fizioloske) koli¢ine ROS-a imaju pozitivne uéinke u reprodukcijskom

smislu prilikom hiperaktivacije spermija, kapacitacije i akrosomske reakcije, veca koli¢ina
ROS-a nastala prilikom postupka smrzavanja-odmrzavanja sperme ima visestruko
negativne ucinke na spermije ukoliko se u spermijima i sjemenoj plazmi ne nalaze u
dovoljnoj koli¢ini antioksidansi, poglavito antioksidativni enzimi.

ASHRAFI i sur. (2013.) su istrazili utjecaj melatonina, prilikom razrjedivanja i
postupka smrzavanja-odmrzavanja bicje sperme, na aktivnost antioksidativnih enzima te
pokazali da je aktivnost katalaze i superoksid dismutaze porasla nakon suplementacije
melatonina dok se aktivnost glutation peroksidaze nije zna€ajno razlikovala u pokusnoj 1
kontrolnoj skupini.

CASAO i sur. (2010.) su istrazili sezonske varijacije razine melatonina,
testosterona, superoksid dismutaze, glutation reduktaze, glutation peroksidaze i katalaze u
sjemenoj plazmi sezonski poliestricnih ovnova te njihovu meduovisnost. Rezultati su
pokazali pad razine melatonina i testosterona nakon zimskog solsticija i rast nakon ljetnog
solsticija s maksimalnim vrijednostima u rasplodnoj sezoni. Znacajna korelacija je
zabiljezena izmedu razina spomenutih hormona i glutation reduktaze, superoksid
dismutaze i katalaze.

CASAO i sur. (2013.) su istrazili utjecaj egzogenog melatonina izvan rasplodne
sezone na razinu endogenog melatonina, testosterona, 17-f estradiola te antioksidativnih
enzima (glutation peroksidaze, glutation reduktaze, superoksid dismutaze i katalaze).
Razine endogenog melatonina, testosterona i 17-f estradiola su bile znacajno vece kao
rezultat utjecaja egzogenog melatonina. Razine glutation peroksidaze i glutation reduktaze
su isto tako znacajno porasle za razliku od superoksid dismutaze i katalaze Cije se razine

nisu znacajno razlikovale od kontrolne skupine.
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2.6.1.1. GLUTATION REDUKTAZA
Glutation reduktaza (GR) odnosno glutation disulfid reduktaza je enzim Kkoji

katalizira redukciju glutation disulfida u dvije molekule glutationa (DEPONTE, 2013.).
Nadalje isti autor navodi da spomenuti enzim ima tri supstrata odnosno tri molekule na
koje djeluje, a to su NADPH, H*, GSSG. Drugim rijeCima glutation reduktaza koristi
NADPH, odnosno uz redukciju NADPH u oksidirani oblik (NADP"), kako bi oksidirani
oblik glutationa (GSSG) ,,obnovio* u reducirani oblik (GSH), dok GSH nadalje sluzi kao
reducirajuéa tvar, uz djelovanje glutation peroksidaze, za Stetni vodikov peroksid te ga
pretvara u vodu. lako razina mitohondrijske glutation reduktaze ima znacajniju ulogu od
citosolne glutation reduktaze, funkcija spomenutog enzima nije od vitalnog znacaja za
mnoge prokariote i eukariote iz razloga jer su razvijeni razli¢iti alternativni mehanizmi
odrzavanja fizioloskog omjera GSH/GSSG navodi isti autor.

Najveca razina aktivnosti glutation redukataze u muSkom reproduktivnom sustavu
je primije¢ena u epididimisu, sjemnovodu, sjemenim vreéicama i prostati odnosno
epitelnim stanicama muskog reproduktivnog sustava (KANEKO i sur., 2002.). Isti autori
su proveli istrazivanje kod Stakora na Kulturi stanica testisa koje je ukljucivalo
suplementaciju inhibitora sinteze glutationa i glutation reduktaze te dosli do rezultata da su
spermatogene stanice manje osjetljive na spomenute inhibitore za razliku od sertolijevih
stanica Sto namece zaklju€ak da je ujedno doprinos spomenutih enzima od manjeg znacaja
u spermatogenim stanicama. Epitelne stanice bogate enzimom glutation reduktazom §tite

spermije od oksidacije prilikom maturacije i skladiStenja (KANEKO i sur., 2002.).

2.6.1.2. GLUTATION PEROKSIDAZA
Glutation peroksidazu (GSH-Px) ¢ini skupina enzima Ccija glavna uloga je u

redukciji lipidnih hidroperoksida u odgovarajuce alkohole 1 vodikovog peroksida u vodu
uz oksidaciju reduciranog glutationa (TODOROVIC, 2013.). Siroko rasprostranjena je u
gotovo svim stanicama sisavaca, a nacelno se razlikuju dvije forme po broju podjedinica,
prirode vezivanja selena u aktivnom centru 1 razlicite katalitiCke aktivnosti spomenutog
enzima i to kao GSH-Px ovisne o selenu (GSH-Px1, GSH-Px2, GSH-Px3 i GSH-Px4) i
GSH-Px neovisne o selenu (GSH-Px5, GSH-Px6, GSH-Px7 i GSH-Px8) (VALKO i sur.,
2006.). Isti autor navodi da GSH-Px konkurira enzimu katalazi u neutralizaciji Stetnog
vodikovog peroksida kao glavni antioksidans prilikom niske razine oksidativnog stresa.

Selen ovisne GSH-Px u sposobnosti su katalizirati redukciju organskih i neorganiskih
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supstrata za razliku od selen neovisnih GSH-Px koje kataliziraju iskljuc¢ivo organske
supstrate (TODOROVIC, 2013.).

GSH-Px1 je citosolna odnosno mitohondrijska peroksidaza. GSH-Px1 je
homotetramer koji u aktivhom sredistu svake od Cetiri identicne podjedinice sadrzi
selenocistein te se nalazi u gotovo svim stanicama organizma, a najvise je zastupljen u
tkivima s visokom koncentracijom vodik peroksidnih iona kao $to su eritrociti, jetra,
bubrezi i pluéa (TODOROVIC, 2013.). GSH-Px1 se naziva prototipom enzima glutation
peroksidaza te ima primarnu ulogu u zastiti od oksidativnog stresa za razliku od ostalih
izoformi (BRIGELIUS-FLOHE i MAIORINO, 2013.).

GSH-Px2 je gastrointestinalna peroksidaza, vrlo slican GSH-Px1, uglavnom
izrazena u epitelu jednjaka, a kod ¢ovjeka i u jetri gdje uglavnom ima funkciju zastite od
hranom unesenih hidroperoksida (BRIGELIUS-FLOHE i MAIORINO, 2013.). Isti autori
navode da se visoke koncentracije GSH-Px2 nalaze i na bazi kripta kolona te resicama
tankog crijeva premda na spomenutim mjestima nije od primarnog znacaja u obrani od
unesenih hranom hidroperoksida.

GSH-Px3 je takoder vrlo sli¢an strukturalno GSH-Px1, a naziva se plazmatska ili
izvanstani¢na peroksidaza te se u plazmi nalazi u obliku glikoziliranog proteina
(BRIGELIUS-FLOHE i MAIORINO, 2013.). Isti autori navode da se GSH-Px3 nalazi u
proksimalnim savijenim kanali¢ima bubrega, u komoricama oka, $titnjac¢i, masnom tkivu i
amnionskoj tekucini. U epididimisu se sintetizira GSH-Px3 i otpusta se u lumen u kojem se
nalaze pohranjeni spermiji dok se sintetiziran u bubrezima transportira do bazalnih
membrana i drugih tkiva.

GSH-Px4 je za razliku od prethodnih peroksidaza monomer po strukturi, a prvotno
je bio karakteriziran kao inhibicijski protein lipidne peroksidacije. Razlikuju se 3 izoforme:
citosolni, mitohondrijski i spermatozoarni GSH-Px4 (BRIGELIUS-FLOHE i MAIORINO,
2013.). Najznacajnija uloga GSH-Px4 jest u sprjeCavanju lipidne peroksidacije
biomembrana, a specificnost ocituje u aterogenezi sposobnosc¢u redukcije hidorperoksida u
HDL i LDL (TODOROVIC, 2013.). Tako je citosolna GSH-Px4 sveprisutna u stanicama,
mitohondrijska i spermatozoarna prvenstveno se nalazi u testisima (BRIGELIUS-FLOHE i
MAIORINO, 2013.). Spermatozoarna GSH-Px4 ima ulogu u stabilizaciji strukturalnog
integriteta spermijskog kromatina navode isti autori. GSH-Px4 takoder sudjeluje kao
neuroprotektiv odnosno stiti od produkcije lipidnih hidroperoksida koji su odgovorni za

neurodegenerativne bolesti.
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GSH-Px5 je selen neovisni homotetramer koji u sredi$tu svake podjedinice sadrzi
cistein. U kombinaciji sa GSH-Px3 ¢ini vise od 95% ukupnog GSH-Px u epididimisu
miseva, Stakora, svinja, majmuna i ljudi stoga se i naziva epididimska GSH-Px
(BRIGELIUS-FLOHE i MAIORINO, 2013.). Isti autori nadalje navode da se GSH-Px5
izluuje u lumen epididimisa gdje se vaze za glave spermija te time Stiti spermije od
peroksidnih oStecenja i preuranjene akrosomske reakcije prilikom pohrane.

GSH-Px6 je homotetramer koji kod ¢ovjeka sadrzi selenoprotein u strukturi dok
kod glodavaca i1 ostalih vrsta sadrzi cistein. Spomenuta peroksidaza se naziva jo§ i
olfaktorna peroksidaza premda je njegova uloga jo$ uvijek nepoznanica (BRIGELIUS-
FLOHE i MAIORINO, 2013.).

GSH-Px7 je monomer koji u katalitickom odnosno aktivnom centru sadrzi cistein, a
opisan je citosolni protein te je kasnije pronaden i u lumenu endoplazmatskog retikuluma
(BRIGELIUS- FLOHE i MAIORINO, 2013.).

GSH-Px8 je protein membrane endoplazmatskog retikuluma s najvecom
koncentracijom u plué¢ima, a ¢ija koncentracija opada tijekom upale pluca te postepeno
raste kako se tkivo pluéa nakon upale regenerira (BRIGELIUS- FLOHE i MAIORINO,
2013.).

2.6.1.3 SUPEROKSID DISMUTAZA
Dismutaza reakcije je pojam koji ukljucuje oksidaciju 1 redukciju superoksidnih

iona do molekula kisika i vodikovog peroksida (znacajno manje toksi¢an od superoksida),
a koji imaju izuzetno toksi¢na svojstva. Razlikuju se unutarstani¢na bakar-cink superoksid
dismutaza (koja se nalazi u citoplazmi, jezgri i peroksisomima), izvanstani¢na superoksid
dismutaza, mitohondrijska superoksid dismutaza (DJORDJEVIC, 2004.).

Bakar-cink superoksid dismutaza (CuZnSOD) je enzim prisutan u gotovo svim
stanicama sisavaca, a sastoji se od dvije identicne podjedinice. Svaka od spomenutih
podjedinica sadrzi Cu i1 Zn s time da je Cu poglavito vazan u katalitickim reakcijama dok je
Zn bitan u stabilizaciji enzimske konformacije. Najvisa aktivnos CuZnSOD je primije¢ena
u jetri i bubrezima (MARKLUND, 1984.). CuZnSOD pronadena u serumu i izvanstani¢noj
tekucini S specifi¢nim afinitetom prema heparin-sulfatu se naziva izvanstani¢na superoksid
dismutaza (EC SOD) (DJORDJEVIC, 2004.). Najvisa aktivnost EC SOD-a je zabiljeZena u
plu¢ima, bubrezima i skeletnoj muskulaturi (MARKLUND, 1984.). Razina i aktivnost EC

SOD je povezana sa mnogim patofizioloSkim procesima kao S§to su razne upale,
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ateroskleroza, hipertenzija, dijabetes, infarkt miokarda, reumatoidni artritis, i razni
neuroloski poremecaji (TODOROVIC, 2013.). Mangan superoksid dismutaza je enzim
isklju¢ivo specifican za mitohondrije stoga se i naziva mitohondrijska superoksid
dismutaza (MnSOD). Najvisa aktivnost MnSOD je zabiljezena u respiratornim organima,
jetri, bubrezima i miokardu (MARKLUND, 1984.). Glavna uloga MnSOD je
mitohondrijska zastita od ROS-a s time da i najnize razine ROS-a mogu inducirati tvorbu
MnSOD-a (DJORDJEVIC, 2004.).

BUCAK i sur. (2010.) su pokazali da je aktivnost SOD bila znacajno visa prilikom
postupka smrzavanja-odmrzavanja ovnovog sjemena s dodatkom kurkumina u razrjedivac
prije smrzavanja sperme. Ipak razina lipidne peroksidacije nije bila znacajno promijenjena

u odnosu na kontrolnu skupinu prilikom dodatka kurkumina navode isti autori.

2.6.1.4. KATALAZA
Katalaza je tetramer odnosno enzim graden od 4 podjedinice od kojih svaka sadrzi

jednu molekulu hema. Enzim katalaza je prisutan u gotovo svim organizmima, a najveca
aktivnost je zabiljeZena u jetri 1 crvenim krvnim zrncima dok unutarstanicna lokacija
katalaze je u peroksisomima i mitohonrijima (DJORDJEVIC, 2004.). Glavna uloga
katalaze je razgradnja vodikovog peroksida na kisik i vodu (KIRKMAN i GAETANI,
1984.). Za razliku od ostalih antioksidativnih enzima, katalaza ima daleko najizrazeniju
sposobnost razlaganja vodikovog peroksida (VALKO i sur., 2006.). CAMARA i sur.
(2011.) su pokazali da suplementacija katalaze u razrjediva¢ za sjeme ovna prilikom
ohladivanja na +5°C umanjuje negativne efekte temperature odnosno povoljno utjee na
ukupnu pokretljivost spermija premda nije zabiljeZen utjecaj suplementacije katalaze na
membransku funkciju spermija. Suplementacija aminokiseline cisteina u razrjediva¢ za
ovnovo sjeme u dozi od SmM znacajno je utjecalo na podizanje aktivnosti katalaze u

procesu smrzavanja-odmrzavanja sjemena (BUCAK i sur., 2008.).

2.6.2. NEENZIMATSKI ANTIOKSIDACIJSKI ZASTINI MEHANIZMI
Nacelno se neenzimatski antioksidansi dijele na topive u vodi (hidrofilne) i topive u

mastima (hidrofobne). Hidrofilni antioksidansi izrazavaju svoje djelovanje unutar stanica i
krvnoj plazmi za razliku od hidrofobnih antioksidansa koji sudjeluju u o¢uvanju inegriteta

stanicnih membrana odnosno u sprje¢avanju oStecenja stani¢énih membrana od ROS-a. U
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vecini slucajeva antioksidansi djeluju sinergisti¢ki odnosno djelovanje jednog uvelike ovisi

o djelovanju drugih antioksidansa (ISLAM i PERVIN, 2011.).

2.6.2.1. GLUTATION
Glutation (y-glutamilcisteinglicin) je tripeptid sastavljen od aminokiselina glicina,

cisteina i glutaminske kiseline (POMPELLA i CORTI, 2015.). Sintetizitra se isklju¢ivo u
citosolu velikog broja Zivih organizama, a nalazi se u jezgri, endoplazmatskom retikulumu
te od posebnog znacenja je njegova uloga u mitohondrijima (RIBAS i sur., 2014.).
Glutation je prisutan u stanicama u relativno visokim koncentracijama (priblizno 5SmM) i to
u dva oblika: reduciranom (GSH) i oksidiranom (GSSG) s time da oksidirani oblik ¢ine
dvije molekule reduciranog oblika povezane disulfidnim vezama (PIZZORNO, 2014.).
Reducirani oblik je u moguénosti ,,donirati“ redukcijski evivalent (vodik, elektron)
nestabilnim molekulama (ROS) te time i sam postaje reaktivan, ali zbog visoke
koncentracije GSH u stanicama vrlo lako reagira s drugim reaktivnim GSH i time formira
GSSG. Isti autor dalje navodi da ukoliko je omjer GSH/GSSG u stanicama 1:10, stanica je
pod utjecajem oksidativnog stresa za razliku od ,,zdrave“ stanice u kojima je taj omjer
>100. Naznacajne uloge GSH koje spominje PIZZORNO (2014.) jesu da sudjeluje:

1) u izravnoj neutralizaciji slobodnih radikala (hidroksil, superokid i dr.)

2) kao koc¢imbenik nekolicine antioksidativnih enzima

3) u regeneraciji vitaminaC i E

4) u eliminaciji odnosno transportu Hg iz stanica

5) u regulaciji stani¢ne proliferacije i apoptoze

6) u funkciji i odrzavanju mitohondrijske DNK (sposobnost zivotinjskih vrsta da

zastiti svoju mitohondrijsku DNK je izravno proporcionalna dugovjecnosti)

7) u neutralizaciji kemijskih toksina nastalih u prvoj fazi metabolizma jetre.

MISCHA i sur. (2010.) zakljucuju da glutation ima znacajnu ulogu u uklanjanju
slobodnih radikala posebice hidrogen peroksida i hidroksil radikala u sinergiji s glutation
reduktazom te time sudjeluje u ocuvanju membrane spermija sprjecavajuéi lipidnu
peroksidaciju.

CAMARA i sur. (2011.) u raspravi o negativnim uéincima na brzinu kretanja
spermija prilikom suplementacije GSH (400mM) u spermu ovna ohladenu na +5°C kroz

24 sata, navode mogucnost utjecaja visoke koncentracije GSH na homeostazu kalcijevih
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iona odnosno visoka koncentracija kalcijevih iona ima negativne uinke na spermije

prilikom krioprezervacije sperme ovna.

2.6.22.VITAMINC I E
Vitamin C neki organizmi ne mogu sami sintetizirati stoga ih je neophodno unositi

u organizam alimentarnim putem (ISLAM i PERVIN, 2011.). Vitamin C je poznat po ulozi
,donora® elektrona i time sprje¢ava nakupljanje slobodnih radikala, a posebice je u¢inkovit
u eliminaciji superoksid anion radikala, hidrogen peroksida, hidroksila i drugih (MUT-
SALUD i sur., 2016.). Koncentracija vitamina C u sjemenoj plazmi je vise od deset puta
ve¢a od koncentracije u krvnoj plazmi, a iznosi 65% ukupne koli¢ine antioksidansa
(TARIQ i sur., 2015.). Isti autori dalje navode da dodatkom 1 mM vitamina C i 0,1 mM
vitamina E u zumanjc¢ani razrjediva¢ znacajno smanjuje ROS u duboko smrznutoj spermi
holstajn- frizijskog goveda. Dodatak vitamina C u razrjediva¢ od obranog mlijeka i glicina
prilikom smrzavanja sperme pastuha znacajno djeluje na ocuvanje integriteta stani¢nih
membrna spermija §to namece zakljuak da vitamin C inhibira lipidnu peroksidaciju
membrana. Naprotiv prethodnoj tvrdnji dodatak vitamina C u razrjediva¢ prilikom
smrzavanja ljudske sperme nije polu€io znaajan rezultat. Iz prethodnog proizlazi
zakljucak da kvaliteta samog razrjedivaca ima presudnu ulogu da li ¢e suplementacija
odredenog antioksidansa polucit pozitivan ucinak. Vitamin C sudjeluje u ocuvanju
integriteta stanicne membrane spermija prilikom temperaturnog Soka u procesu dubokog
smrzavanja sperme, a ujedno smanjuje incidenciju pojave oStecenja DNK spermija
(AZAWI i HUSSEIN, 2013.).

Vitamin E, zbog izrazite sposobnosti otapanja u mastima, ulazi u samu strukturu
stani¢nih membrana te ih time stabilizira i $titi od lipidne peroksidacije (MUT-SALUD i
sur., 2016.). Vitamin E se Cesto spominje u literaturi vezanoj za reprodukciju kao anti-
sterilitetni ¢imbenik i ¢imbenik Kkoji uz vitamin C, a koji ima izravnu funkciju u
metabolizmu kao reaktivator vitamina E, sudjeluje u ukljanjanju peroksil i alkaoksil
radikala (TARIQ i sur., 2015.). Isti autori navode dalje da suplementacija vitamina E
prilikom hladenja sperme nerasta ima pozitivan ucinak na pokretljivost spermija i
mitohondrijski membranski potencijal kao i kod sperme ovna gdje ima pozitivan utjecaj na
gibljivost i prezivljavanje spermija, a zamjetno je smanjenje utjecaja oksidativnog stresa na
spermije. Pozitivan utjecaj vitamina E na superoksid, peroksil i hidroksil radikale u

oCuvanju integriteta stanicne membrane spermija i njihove pokretljivosti u dobokoj
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smrznutoj spermi jarca takoder navode prethodno spomenuti autori. SILVA i sur. (2013.)
su zakljucili da dodatak Trolox-a (u vodi topljiv analog vitamina E) u Zumanjcani
razrjediva¢ u koncentraciji 60 1 120 uM ima pozitivan ucinak na integritet stani¢ne

membrane spermija, mitohondije i pokretljivost spermija ovna nakon krioprezervacije.
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3. OBRAZLOZENJE TEME

Intenzivna stocarska proizvodnja i visoka pasminska selekcioniranost predstavljaju
sve vece prepreke i izazove kako znanstvenicima tako i samim uzgajiva¢ima stoke.
Oksidativni stres postaje vrlo znaCajan c¢imbenik u reprodukciji posebice muske
neplodnosti. Moguénost neutralizacije negativnih ¢imbenika oksidativhog stresa odnosno
prekomjernog stvaranja slobodnih radikala prema dostupnoj literaturi pruza upotreba
odnosno dodatak optimalne koli¢ine antioksidansa primjerice u razrjedivace sjemena ili
hranu. Primjenom egzogenog melatonina kao antioksidansa, ali i kao aktivatora produkcije
antioksidativnih enzima otvara se moguénost smanjenja posljedica oksidativnog stresa i/ili
bolja moguénost zaStite muskih spolnih stanica prilikom procesa konzervacije. Nadalje,
prema naSem saznanju u dostupnoj literaturi nema podataka/istrazivanja u kojima je
istrazivan uc¢inak melatonina na antioksidacijsku zastitu sjemena jaréeva u rasplodnoj

sezoni kao ni izvan nje.

Ciljevi ovog istrazivanja bili su:

1. Istraziti utjecaj egzogenog melatonina u jaréeva izvan sezone parenja na
antioksidativnu enzimsku aktivnost sjemene plazme i spermija.

2. Utvrditi neposredni utjecaj melatonina na pokazatelje kvalitete ejakulata prije i
poslije dubokog smrzavanja mjerenjem progresivne pokretljivosti spermija,
funkcionalnog integriteta staniéne membrane, morfoloske abnormalnosti
spermija, mitohondrijske aktivnosti, integriteta akrosomske membrane spermija
i strukture stabilnosti kromatina spermija.

3. Istraziti u¢inak dodatka kombinacije antioksidansa (vitamin E i C) u razrjedivac

1 to u dozama koje su u prethodnim istrazivanjima polucile najbolje rezultate.

Hipoteza istrazivanja temelji se na pretpostavci da ¢e egzogeni melatonin u
kombinaciji s vitaminima E i C poboljsati antioksidativnu zastitu ejakulata koja bi
se narocCito trebala ocitovati tijekom procesa konzervacije sjemena te da Ce se
posljedi¢no tome poboljsati kvaliteta sjemena i tako moguce utjecati na bolju

plodnost prilikom umjetnog osjemenjivanja.
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4. MATERIJAL I METODE ISTRAZIVANJA

4.1. ZIVOTINJE, SMJESTAJ I HRANIDBA

U eksperiment je bilo uklju¢eno 12 klinicki zdravih jaréeva pasmine francuska

alpina starosti od 1.5 do 4 godine s tjelesnom masom od 40 do 60 kg. Zivotinje su bile
smjestene na tri obiteljske farme (po Cetiri jarCeva na svakoj farmi) na podrucju djelovanja
Veterinarske stanice d.d. Varazdin, podru¢ne ambulante Jalzabet, Varazdin, Hrvatska
(46°18'15" sjeverno i 16°20'16" isto¢no). Obiteljske farme su jedna od druge udaljene
unutar 5 km te je svaka farma imala otprilike 60-tak koza iste pasmine koje su drzane u
boksovima odvojeno od jareva. Sve Zivotinje na farmama su drZane u istim bioklimatskim
uvjetima. Boksovi s jar¢evima su bili dostatno osvijetljeni prirodnim svijetlom (svaki
objekt je imao prozore i/ili dovodne otvore za zrak), a podovi su bili prekriveni steljom od
slame. Jarcevi su bili dobre rasplodne kondicije te su u prethodnoj sezoni parenja ostvarili
prosje¢nu koncepciju u koza od 92,5£10,6% s prosjecnim brojem jaradi od 1,5+0,2 po
kozi.
Jar€evi su na farmama hranjeni slicno buduci da su farme isto koncipirane kao obiteljska
gospodarstva za drzanje i uzgoj mlijecnih koza. JarCevi su svakodnevno dobivali livadno
sijeno te otprilike 1 kg smjese. Najveci udio u smjesi je ¢inio kukuruz (25%), zatim jeCam
(20%), pSenica (15%), zob (15%) te oko 23% komercijalne krmne smjese ,,KzO-Do*
(dopunska krmna smjesa za hranidbu koza i ovaca) i 2% dopunske krmne smjese ,,Ko-vi
dar®, s visokim udjelom vitamina 1 minerala za koze 1 ovce (Koka, Varazdin, Hrvatska)
(tablica 1.). Jar¢evi su imali neograni¢en pristup (ad libitum) mineralnim blokovima (sol) i
vodi. Pola dnevne porcije hrane su dobivali otprilike 1,5 h prije uzimanja ejakulata, a
ostatak nekih 12 h kasnije.
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Tablica 1. Sastav krmne smjese za jarceve.

Dopunska krmna smjesa Dopunska krmna smjesa
"KzO-Do" "Ko-vi dar"
kalcij 29,9%
sirove bjelanéevine | 30% fosfor 3%
natrij 2%
magnezij 2%
sirova vlakna 20,9% bakar 8,32 mg
cink 113 mg
jod 1,15 mg
sirova mast 1,7% zeljezo 75 mg
magnezij 75 mg
selen 0,23 mg
pepeo 10,9% vitamin A 28800 1J
vitamin D 2950 1
vitamin E 29 mg
niacin 150 mg
natrij 0,7% metionin 800 mg
antioksidansi 11300
mg

Navedeni sastojci sadrzani su u 1 kilogramu dopunske krmne smjese

4.2. DIZAJN POKUSA I POSTUPCI SA ZIVOTINJAMA

Sa svake od tri farme su po dva jarca nasumicno izabrana za kontrolnu skupinu
zivotinja (ukupno Sest jarCeva prosjecne starosti 2.25+0.71 godina) te po dva jarca za
pokusnu skupinu Zivotinja (ukupno Sest jarCeva prosjecne starosti 2.644+0.84 godina).
Izvodenje pokusa je trajalo od pocetka ozujka do kraja svibnja 2016. godine izvan
rasplodne sezone (12 tjedana). Pokusni period od tri mjeseca je podijeljen na Sest perioda
od kojih je svaki trajao 15 dana. Pocetkom sezone (9 i 10 mjesec 2015. godine) te prije
samog pocetka pokusa jarCevima je par puta uzet ejakulat umjetnom vaginom kako bi se
navikli na osobu 1 polucivanje. Pokusnoj skupini zZivotinja je krajem ozujka 2016. godine
(4 tjedna od pocetka pokusa odnosno nakon prva dva perioda) aplicirano potkozno s
vanjske strane uske Cetiri melatoninska implantata od 18 mg (ukupno 74 mg melatonina;
Melovine®, CEVA, Libourne, Francuska) pomodéu aplikatora za melatonin. Za vrijeme
pokusa jarCevima se jednom tjedno u jutarnjim satima polucivao ejakulat. Obje skupine

zivotinja su pracene zasebno od pocetka pokusa (prikupljanje podataka i statisticka
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analiza) kako bi se ustanovila eventualna varijabilnost izmedu grupa. Zbog poluc¢ivanja
ejakulata na svakoj farmi se inducirao estrus dvjema kozama koje su sluzile kao fantom.
Koristio se standardni protokol sinkronizacije estrusa: intavaginalna aplikacija spuzvice
progestagena (40 mg; Fluorogestone acetate-FGA, Chronogest®, Intervet, Francuska) u
periodu od 11 dana, te intramuskularna aplikacija prostaglandina (PGF2a) (75 png;
Estrumate®, Shering-Plough, Francuska) i konjskog korionskog gonadotropina (engl.
equine chorionic gonadotropin, eCG), (400 IJ; Folligon®, Intervet, Nizozemska) 48 sati
prije vadenja spuzvice. Estrus se detektirao 24 do 30 sata nakon vadenja spuzvice. Ukupno
je po svakom periodu ejakulat uzet 12 puta u svakoj skupini (72 ejakulata po skupini u

cijelom pokusnom periodu).

4.3. POLUCIVANJE I POSTUPAK S EJAKULATOM

4.3.1. POLUCIVANJE EJAKULATA
Ejakulat se svakom jarcu polucivao jedanput u tjedan dana pomocu umjetne vagine

od strane uvijek iste osobe na koju su jarCevi bili navikli (slika 1.). Radi dobivanja veceg
volumena sjemene plazme svakom jarcu je ejakulat uzet dva puta zaredom (u razmaku ne
duljim od 15 minuta) prilikom tjednog prikupljanja ejakulata. Za polucivanje su koristene
standardne umjetne vagine za jar¢eve kojima je za potrebe ovog pokusa neSto skracena
vanjska tvrda guma i unutarnja mekana guma (oko 4 cm u duljinu) te ljevkasti gumeni
nastavak od vagine do spermohvataca (slika 2.). To je napravljeno radi izbjegavanja
kontakta ejakulata sa stijenkom unutarnje gumene navlake i gumenog lijevka umjetne
vagine radi prikupljanja §to vece koli¢ine ejakulata direktno u spermohvata¢ i skracivanja

vremena potrebnog za spustanje ejakulata sa stijenki umjetne vagine u spermohvatac.

Slika 1. Polucivanje ejakulata jarcu uz prisustvo zenke u estrusu

35



Slika 2. Dijelovi skraéene umjetne vagine za jarca

Kao spermohvataci su koriStene sterilne staklene graduirane epruvete od 15 mL (slika 3.)
Umjetne vagine su slagane prije odlaska na farmu i napunjene vodom zagrijanom na nesto
vise od 55°C kako bi unutraSnjost umjetne vagine imala temperaturu izmedu 41°C i 43°C.
Spermohvata¢ se umatao u crnu navlaku od spuzve radi zastite ejakulata od temperaturnog
Soka 1 svjetla nakon polucivanja (slika 4.). Prilikom svakog skoka jarca bodovan je libido
muZzjaka, od 1 do 5 pomocu sljedeé¢ih karakteristika: 1 = jarac ne pokazuje nikakav interes
za kozu u estrusu; 2 = jarac pokazuje interes za kozu tek kad dode u njezinu neposrednu
blizinu, njuska je, ali ne pokazuje aktivan refleks opasivanja (ne pokusava ju zaskocit); 3 =
jarac pokazuje interes za kozu tek kad dode u njezinu neposrednu blizinu, njuska je,
pokusSava je zaskociti, ali mu za sve radnje treba puno vremena; 4 = jarac prilazi kozi, vrlo
kratko je njuSka, kratko se rasteze savijajuci leda i nakon toga skace na kozu; 5 = jarac ve¢
u odjeljku u kojem se nalazi pokazuje zanimanje za kozu koju samo moze vidjeti, a

prilikom izlaska iz odjeljka u svega par sekundi skace na kozu bez posebne pripreme.
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Slika 3. Spermohvatac

Slika 4. Pripremljena umjetna vagina za jarca

4.3.2. OPREMA ZA POLUCIVANIJE | POSTUPAK S EJAKULATOM
Da bi se s ejakulatom moglo postupati odmah nakon polucivanja na samoj farmi

napravljen je modificirani prijenosni laboratorij (slika 5.) koji se sastojao od:

1. kutije za prijenos umjetnih vagina s ugradenim grijaem i termostatom kako bi se
sprijecilo hladenje prethodno pripremljenih umjetnih vagina (slika 6.)

2. prijenosnog hladnjaka za transport ejakulata

3. prijenosnog inkubatora namjeStenog na odrZavanje temperature od 21°C (slika 7.)

4. centrifuge namijenjene za centrifugiranje sadrzaja u Eppendorf epruvetama na sobnoj
temperaturi 1 zasticene od utjecaja svjetla (slika 8.)

5. binokularnog mikroskopa ,,Axiostar Plus“ (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Gattingen,
Njemacka) s grijaem odnosno spermotermom

6. fotometra ,,Accucell photometer tip 60CI0394 (IMV technologies, Normandija,
Francuska) za odredivanje koncentracije spermija u ejakulatu

7. kutije s umjetnim vaginama

8. prijenosnog seta za bojenje po Bloom-u i Farelly-ju i ostale sitne opreme
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Slika 5. Oprema prijenosnog laboratorija za polucivanje, ocjenu ejakulata i odvajanje
sjemene plazme

Slika 6. Kutija za prijenos umjetnih vagina s ugradenim grijacem i termostatom

Slika 7. Prijenosni inkubator za odrZzavanje optimalne temperature
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Slika 8. Centrifuga za Eppendorf epruvete

4.3.3. OCJENA NATIVNOG EJAKULATA
Odmah nakon polucivanja ejakulata izmjerio bi se volumen direktno s graduiranog

spermohvataca. Zatim bi se ejakulat prebacio u Eppendorf epruvetu s konusnim dnom. Iz
epruvete bi se uzelo 10 pL ejakulata za odredivenje koncentracije te po kapljicu ejakulata

za ocjenu pokretljivosti te za bojenje po Bloom-u i Farelly-ju.

4.3.3.1. ODREDIVANIJE KONCENTRACIJE EJAKULATA
Koncentracija spermija u 1 mL ejakulata odredena je pomocu elektronskog brojaca

»Accucell photometer tip 60CI0394“ (IMV technologies, Normandija, Francuska). Uredaj
je prije upotrebe bio kalibriran 1 podeSen na postavke za brojanje spermija jar¢eva. Odmah
po uzimanju ejakulata ispipetiralo bi se 10 uL sjemena i razrijedilo u kivetu s 990 pL
0,9%-tne otopine NaCl-a. Ukupan broj spermija u ejakulatu izraCunat je umno$kom
volumena s koncentracijom spermija u 1 mL ejakulata, a ukupni funkcionalni broj spermija
(engl. TFSF-total functional sperm fraction) izra¢unat je po sljede¢oj formuli:
TFSF=ukupan broj spermija u ejakulatu x gibljivi spermiji x spermiji normalne
morfologije (RAMADAN i sur., 2009.).

4.3.3.2. ODREDPIVANIE GIBLJIVOSTI SPERMIJA
Gibljivost spermija procjenjena je u nativhom ejakulatu na dva nacina uporabom

binokularnog mikroskopa s ugradenim spermotermom ,Axiostar Plus* (Carl Zeiss
Microlmaging GmbH, Géttingen, Njemacka). Ispipetirala bi se kapljica ejakulata od 10 pL
i stavila na prethodno zagrijanu predmetnicu. Odmah potom procjenilo se masovno gibanje
spermija pod povecanjem od 100 x gdje je procjena izrazena ocjenom od nula do Cetiri

plusa (0O - potpuno mirovanje; + slabo valovito gibanje; ++ valovito gibanje; +++ jako
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valovito gibanje; ++++ vihorenje (izmjenjuju se tamnije i svjetlije pruge koje se komesaju,
nestaju i ponovno nastaju). Zatim bi se ista kapljica ejakulata prekrila staklenom
pokrovnicom te bi se pod pove¢anjem od 200 x na istom mikroskopu procjenila gibljivost

spermija u postotcima (%).

4.3.3.3. OCJENA VITALNOSTI SPERMIJA U EJAKULATU
Kako bi se terenski procijenio postotak zivih i mrtvih spermija u ejakulatu radeni su

razmasci sjemena postupkom supravitalnog bojenja po Bloom-u primjenom boja eozin i
nigrozin. Mala kapljica ejakulata bi se na zagrijanoj i odmascenoj predmetnici lagano
pomijeSala pomoc¢u mini pajete prvo s veéom kapljicom zagrijanog eozina, a zatim s
dvostruko vecom kapljicom zagrijanog nigrozina. Takva kapljica bi se pomoc¢u brusenog
predmetnog stakla razvukla po predmetnici i osus$ila. Mrtvi spermiji s oSte¢enom
stanicnom membranom se nakon ovog postupka obojaju eozinom te prilikom
mikroskopiranja budu crvene boje dok zivi spermiji ostaju bijele boje koju je zbog
kontrasta nigrozina laks$e uociti. OsuSeni preparati spremili bi se u kutijicu za predmetna
stakla te bi se procjena udjela zivih spermija (%) odredivala drugi dan u Centru za umjetno
osjemenjivanje ,,Varazdin“ pomocu binokularnog mikroskopa ,,Olympus BXS50F*
(Olympus, Tokyo, Japan) pod povecanjem od 200 x. Za procjenu vitalnosti ejakulata
pregledano je najmanje 200 spermija.

4.3.3.4. MORFOLOSKA OCJENA SPERMIJA U EJAKULATU
Za odredivanje udjela (%) morfoloSki normalnih i1 patoloskih oblika spermija

koristen je postupak bojenja po Farelly-ju koristenjem gotovog komercijalnog kompleta
(Minitube, Tiefenbach, Njemacka). Kapljica ejakulata bi se na odmaséenoj predmetnici
razvukla pomocu bruSenog predmetnog stakla 1 osuSila. Potom bi se predmetnica s
osusenim ejakulatom pomocu Stipaljke uronila u otopinu za fiksaciju razmaza (otopina A)
na 10 sekundi, zatim u otopinu anilinskog modrila (otopina B) na 20 sekundi te nakon
ispiranja vodom u otopinu gencijan ljubicaste boje (otopina C) na 5 sekundi. Nakon zadnje
otopine predmetnica se ponovno dobro ispire vodom te ostavlja da se osusi kroz 12 sati.
Spermiji se nakon ovog postupka obojaju s plavo-ljubi¢astom kontrastnom bojom koja
omogucuje diferencijalnu vizualizaciju glave, akrosome, ekvatorijalnog i srediSnjeg dijela
te repa spermija. Osuseni preparati spremili bi se u kutijicu za predmetna stakla te bi se

procjena udjela zivih spermija (%) odredivala sljede¢i tjedan u Centru za umjetno
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osjemenjivanje ,,Varazdin“ pomoc¢u fazno-kontrasnog mikroskopa “Olympus BXS50F*
(Olympus, Tokyo, Japan), prvo pod srednjim poveéanjem, a potom pod imerzijom
(povecanjem od 1000 x). Za ocjenu udjela morfoloski normalnih i patoloskih oblika glave i

repa spermija u ejakulatu pregledano je najmanje 200 spermija po preparatu.

4.3.3.5. IZDVAJANJE SJIEMENE PLAZME
Nakon polucivanja i uzimanja ejakulata za terensku ocjenu kvalitete, ejakulat bi se

odlozio na mirovanje minimalno 10 minuta u zatamnjeni inkubator (21°C). Nakon dolaska
drugog ejakulata istog jarca izmjerio bi se samo volumen te bi se ejakulat prebacio u
Eppendorf epruvetu s konusnim dnom i ostavio isto tako u inkubatoru na mirovanje.
Poslije 10 minuta odmora u inkubatoru oba ejakulata bi se stavila centrifugirati 5 minuta na
2400 x g u centrifugi izoliranoj od utjecaja vanjskog svjetla i temperature. Potom bi se
ispipetirao supernatant obje epruvete sterilnom plasticnom pipetom, spojio u €istu epruvetu
te ponovo centrifugirao na istoj brzini vrtnje kroz 15 minuta kako bi se $to bolje odvojila
sjemena plazma od spermija. Nakon drugog centrifugiranja na isti nacin izdvojila bi se
sjemena plazma u oznafenu eppendorf epruvetu i1 pohranila privremeno u prijenosni

hladnjak (oko +4°C) te nakon odlaska s farme u zamrzivac na -80°C do analize.

4.3.3.6. IZDVAJANJE SPERMIJA
Nakon drugog centrifugiranja sjemene plazme te odvajanja supernatanta ostao bi

manji talog sa spermijima koji se ispirao u fiziolo§koj otopini tri puta u omjeru 1:2 (1
volumen spermija: 2 volumena fizioloske otopine) te nakon svakog ispiranja ponovo
centrifugirao uz 500 x g tijekom 5 minuta i naposljetku nakon oznac¢avanja pohranio na -80

°C do analize.

4.3.3.7. SMRZAVANJE EJAKULATA
Nakon prvog izdvajanja sjemene plazme na talog spremija koji bi ostali u

Eppendorf epruveti ulio bi se sintetski razrijediva¢ za sjeme (bez zumanjka) AndroMed®
(minitube, Njemacka, Ref. 13503/1200) na sobnoj temperaturi 1 polagano mijesao dok se
talog ne bi postupno odvojio s dna epruvete. Potom bi se spermiji razrijedili sa 10 mL
razrijedivaca u vecoj sterilnoj obiljezenoj plasti¢noj epruveti i pohranili prvo u transportni

hladnjak pa nakon odlaska s farme u obi¢ni hladnjak (+4°C) na daljnje hladenje kroz 24 h
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prije smrzavanja u centru za umjetno osjemenjivanje Varazdin. Nakon 24 sata pajete su iz
hladnjaka posloZzene na metalne rampe za duboko smrzavanje sjemena. Rampe sa
sjemenom su tada prebaCene u uredaj za automatsko duboko smrzavanje sjemena
(DIGITCOOL 5300, serie: AD12211/D, INSTRUMENTS DE MEDICINE
VETERINAIRE, FRANCE) na temperaturu od +4°C. Pajete su ostavljene 10 minuta za
stabilizaciju temperature prije pocetka smrzavanja. Smrzavanje je obavljeno u 7 minuta do
temperature od -133°C. Pad tempetarure po minutama je bio slijedeci: 0 min = +4°C; 1
min = -2°C; 2 min = -6°C; 3 min = -17°C; 4 min = -58°C; 5 min = -100°C; 6 min = -
115°C; 7 min = -133°C. Obiljezene pajete (40 pajeta po jednom ejakulatu) su tada ru¢no
prebacene s rampi u goblete s tekuéim dusikom (-196 °C) te su do analize pohranjene u

kontejner s teku¢im dusikom.

4.3.3.8. DODAVANJE VITAMINA U RAZRJEPIVAC
U tre¢em periodu pokusnog razdoblja (nakon aplikacije melatonina) pola ejakulata

svakog jarca smrznuta je s dodatkom vitamina C (Askorbatna kiselina, Kemig d.o.o0.,
Donja Zelina, Hrvatska, ref. br. 1501749) i vitamina E (Tokoferol, Kemig d.o.0., Donja
Zelina, Hrvatska, ref. br. 1701488) u razrjediva¢. Tada se talog spermija postupno
razrijedio sa 6 mL ,,AndroMed®* razrjedivaca na sobnoj temperaturi te bi se podijelio na
dva dijela od 3 mL u epruvete. U jedan dio dodalo bi se 2 mL (do 5 mL ukupnog
volumena) razrjedivaca bez vitamina, a u drugi dio 2 mL razrjedivaca kojemu je prethodno
dodano 60 mM vitamina E i 8,5 mg/mL vitamina C. Daljnji postupak smrzavanja ejakulata
je bio isti te je od svakog jarca od 3. perioda nadalje smrznuto 20 pajeta s razrjedivatem

bez dodanih vitamina te 20 pajeta u ¢iji razrjedivac su dodani vitamini.

4.4. BIOKEMIJSKA ANALIZA SJEMENE PLAZME | SPERMIJA

Neposredno prije biokemijskih analiza u uzorcima ispranih spermija, pripremljeni
su stani¢ni lizati kako bi se mogli odrediti prethodno navedeni pokazatelji. Uzorci spermija
koji su bili pohranjeni na -80 °C do analiza bili su odmrznuti i resuspendirani u hladnoj
destiliranoj vodi (jednaki omjer destilirane vode i spermija), pohranjeni u hladnjaku na 10
minuta, +4 °C te nakon toga centrifugirani 5 minuta na 2400 x g. Nadtalog tako

pripremljenog uzorka koriSten je za analize prethodno navedenih pokazatelja. Ukoliko je
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bilo potrebno nadtalozi su se dodatno razrjedivali prema uputama proizvodaca za pojedini
biokemijski pokazatelj.

U uzorcima sjemene plazme i spermija odredeni su sljede¢i antioksidacijski pokazatelji:
glutation peroksidaza (engl. glutathione peroxidase, GSH-Px), ukupna superkosid
dismutaza (engl. total superoxide dismutase, TSOD), glutation reduktaza (engl. glutathione
reductase, GR) i katalaza (engl. catalase, CAT). Osim navedenih antioksidacijskih
pokazatelja u uzorcima sjemene plazme i spermija odredeni su koncentracija ukupnog

malondialdehida (engl. malondialdehyde, MDA) i koncentracija bjelanc¢evina.

4.4.1. ODREDIVANJE POKAZATELJA ANTIOKSIDACIJSKOG STATUSA

4.4.1.1. AKTIVNOST GLUTATION PEROKSIDAZE
Aktivnost glutation peroksidaze (GSH-Px; E. C. 1.11.1.9) odredena je

komercijalnim kompletima Ransel (kat. br. RS505) tvrtke ,,Randox Laboratories*
(Crumlin, Ujedinjeno Kraljevstvo) na automatskom biokemijskom analizatoru Architectu
c4000 (Abbott Laboratories, Illinois, USA) pri valnoj duzini od 340 nm.

Metoda se temelji na tome da GSH-Px katalizira oksidaciju glutationa (GSH) vodikovim
peroksidom i kumena hidroperoksidom. Uz prisustvo glutation reduktaze i reduciranog
nikotinamid adenin dinukleotid fosfata (NADPH) oksidirani se oblik glutationa (GSSG)
odmah prevodi u reducirani oblik uz oksidaciju NADPH u NADP*. Ukupna glutation
peroksidaza oksidira glutation s pomo¢u vodikova peroksida.

Aktivnost GSH-Px odredena je u sjemenoj plazmi i u ispranim spermijima. Aktivnost
GSH-Px u sjemenoj plazmi izrazena je u U/L, a u spermijima je izraZena po gramu

bjelancevina.

4.4.1.2. AKTIVNOST UKUPNE SUPEROKSID DISMUTAZE
Aktivnosti ukupne superoksid dismutaze (SOD; E. C. 1.15.1.1) odredena je

gotovim kompletima Ransod (kat. br. SD125) tvrtke ,,Randox Laboratories* (Ujedinjeno
Kraljevstvo) na automatskom biokemijskom analizatoru Architectu c4000 (Abbott
Laboratories, Illinois, USA) pri valnoj duzini od 505 nm. Metoda se temelji na stvaranju

superoksidnih radikala iz ksantina s pomoc¢u ksantin oksidaze koji reagiraju sa 2-(4-

43


http://hr.wikipedia.org/w/index.php?title=Nikotinamid_adenin_dinukleotid_fosfat&action=edit&redlink=1

jodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-feniltetrazol kloridom i tvore formazan crveno obojenje.
Aktivnost SOD mijeri se kao stupanj inhibicije ove reakcije.
Aktivnost SOD odredena je u sjemenoj plazmi, gdje je izrazena u U/mL, a u ispranim

spermijima aktivnost SOD izrazena je U/g bjelan¢evina.

4.4.1.3. AKTIVNOST GLUTATION REDUKTAZE
Aktivnosti glutation reduktaze (GR; E.C. 1.6.4.2) odredena je gotovim kompletima

Glutathione reductase (kat. br. GR2368) tvrtke ,,Randox Laboratories* (Ujedinjeno
Kraljevstvo) na automatskom biokemijskom analizatoru Architectu c4000 (Abbott
Laboratories, Illinois, USA) pri valnoj duzini od 340 nm. U ovoj metodi GR katalizirala
redukciju glutationa (GSSG) u prisutnosti NADPH, koji oksidira u NADP™,

Aktivnost GR odredena je u sjemenoj plazmi, gdje je izrazena u U/L, a u spermijima

aktivnost GR izrazena je U/g bjelancevina.

4.4.1.4. ODREDIVANIJE KONCENTRACIJE KATALAZE
Katalaza (CAT; EC 1.11.1.6) je odredena upotrebom kita ,,Cayman Catalase

Assay“ (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, SAD) (kat. br. 700910) koji koristi
peroksidatsku funkciju katalaze za odredivanje enzimske aktivnosti. Metoda se temelji na
reakciji enzima s metanolom u prisutnosti optimalne koncentracije peroksida. Formaldehid
se mjeri spektrofotometrijski s 4-amino-3-hidrazino-5-merkapto-I, 2,4-triazolom (Purpald)
kao kromogen. Purpald specifi¢no oblikuje biciklicki heterocikl s aldehidima koji nakon
oksidacije mijenja boju od bezbojne do ljubicaste. Absorbancija uzoraka bila je oCitana na
instrumentu Citatu za mikrotitarske ploCice HumaReader tzv. Microtiter plate reader
(Human, Wiesbaden, Njemacka).

Vrijednost koncentracije katalaze u sjemenoj plazmi se izrazava kao nmol/min/mL, a

koncentracija katalaze u ispranim spermijima izraZena je u nmol/min/g bjelancevina.

4.4.2. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE MALONDIALDEHIDA
Koncentracije ukupnog MDA u uzorcima sjemene plazme i spermijima jaréeva bila

je izmjerena metodom tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti (De Grotto i sur.,
2007) na TSP-130 sustavu (Thermo Separation Products, Inc, Thermo Fisher Scientific,
Inc.,Waltham, MA, SAD). U 150 ul svakog uzorka dodalo se 50 pl vode i 50 ul natrijeve
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luzine (3 N). Nakon 30 minuta inkubacije u tresu¢oj kupelji na 60 °C, dodalo se 250 pl
6%-tne fosfatne kiseline i 250 ul 0,8 %-tne tiobarbiturne kiseline. Pripremljeni uzorak se
dalje inkubirao 45 minuta u kupelji temperature 90°C. MDA se ekstrahirao dodatkom 250
pl metanola i 100 pl 10% SDS-a te vorteksiranjem (intenzivnim mijeSanjem) u trajanju 30
s. Tako pripremljeni uzorci se 10 min centrifugiraju uz hladenje na 4°C i 3600 o/min.
Supernatant se odvajao za analizu u HPLC sustavu, od ¢ega se 20 pul injicira u sustav. Pri
analizi kromatografijom revernih faza koristitila se kolona Ascentis C18 (Supelco,
Bellefonte, SAD) duljine 15 cm, promjera 4.6 mm sa Cesticama punila promjera 5 pum.
Pokretna faza se sastojala od metanola i 50 mM vodene otopine Kkalijevog
dihidrogenfosfata u omjeru 40:60 s dodatkom kalijeve luzine do postizanja pH od 6,8.
Protok pokrete faze je 1 ml/min, vrijeme analize 10 minuta, a valna duljina UV detektora
532 nm. U navedenim uvjetima vrijeme zadrzavanja je 3 minute. Pouzdanost i linearnost
metode odreduje se svaki dan kalibracijom s vanjskim standardom, 1,1,3,3 -
tetraetoksipropanom, u koncentracijama 0.607, 1.5175, 3.035, 6.07, 15.175, 30.35 i 60.7
MM. Vrijednost koncentracije malondialdehida u sjemenoj plazmi se izrazava kao U/mL, a

koncentracija malondialdehida u ispranim spermijima izraZena je u U/g bjelancevina.

4.4.3. ODREPIVANJE KONCENTRACIJE BJELANCEVINA
Koncentracija ukupnih bjelanc¢evina odredena je upotrebom reagensa Total protein

(Abbott Laboratories, Abbott Park, SAD, kat.br. 7D73-20) uz takoder Abbott kalibratore
(MCC, Clinical Chemistry Multiconstituent Calibrator) level 1 i level 2. Koncentracija
ukupnih bjelan¢evina u sjemenoj plazmi jarceva odredena je spektrofotometrijski biuret
metodom. Biuretska reakcija nastaje u alkalnom okruzju vezivanjem bjelan¢evina
(peptidne veze) s ionima bakra koji tvore plavoljubicasti obojeni kompleks ¢iji je intenzitet
obojenja srazmjeran koncentraciji ukupnih bjelanCevina. Analiza je radena ru¢nom
metodom u mikrotitarskim ploc¢icama prilagodena prema aplikaciji za analizatore (mali
volumeni uzorka nisu se mogli primijeniti za automatski analizator) prema uputama
proizvodaca. To podrazumijeva da se slijedila Abbott metoda uz proporcionalno smanjenje
volumena reagensa i uzorka, a absorbancija se ocitavala na instrumentu Ccitatu za
mikrototatske ploCice HumaReader tzv. Microtiter plate reader (Human, Wiesbaden,

Njemacka). Konstruirale su se kalibracijske krivulje i prema njima izraCunavale

koncentracije proteina.
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Vrijednost koncentracije ukupnih bjelan¢evina u sjemenoj plazmi, ispranim spermijima

izrazena je u g/L.

4.5. OCIJENA EJAKULATA NAKON OTAPANJA

Uzorci smrznutih ejakulata su analizirani u Nau¢nom institutu za veterinarstvo
u Novom Sadu, Srbija. Otapanje duboko smrznutih ejakulata izvrSeno je naglim
uranjanjem pajete u vodenu kupelj (+38°C) kroz 30 sekundi. Pajete su obrisane filter

papirom te je ocitana oznaka pajete.

4.5.1. CITOLOSKO ISPITIVANJE EJAKULATA
Nakon otapanja dio ejakulata iz pajete je uzet radi kompletne citolosko-

morfoloske analize. U tu svrhu napravljeni su preparati za direktnu mikroskopiju
supravitalnim bojenjem po Hancock-u (Hancock 2: tripan modrilo/eozin-nogrozin). Boja je
napravljena prokuhavanjem 0,67 g eozina, 0,2 g tripan modrila i 10 g nigrozina u 100 mL
vode. Kapljica ejakulata 1 podjednaka kapljica boje pomjeSani su na zagrijanom
predmetnom stakalcu te je pomocu staklenog Stapi¢a napravljen razmaz koji je potom
osuSen na spermotermu. Razmasci su analizirani pomocu fazno-kontrasnog svjetlosnog
mikroskopa (Olympus, Japan) s imerzijom pod povecanjem od 1000 puta. Analizom je
odreden odnos Zivih/mrtvih stanica, nalaz intaktnih i oStecenih akrosoma spermija, nalaz
protoplazmatskih kapljica te nalaz primarnih, sekundarnih i ukupno patoloskih formi

spermatozoida (BARTH i OKO, 1989).

4.5.2. KOMPJUTERSKI POTPOMOGNUTA ANALIZA EJAKULATA - CASA
Kompjuterski potpomognuta analiza ejakulata (eng. computer assisted sperm

analysis — CASA) napravljena je na aparatu ISAS Proiser, model V.1.2., Spanjolska (slika
9.). Uzorak odmrznutog sjemena (5 pL) nanesen je na leje-komorice (Proiser, Valencija,
Spanjolska) dubine 20 pm koje su postavljene na grijano postolje mikroskopa. Nakon
prestanka pasivnog gibanja spermija izvrSeno je slikanje na svih sedam polja komorice.
Program je podeSen na analizu 25 slika u sekundi, a ukupna ekspozicija je trajala 2

sekunde (ukupno 50 sekvenci). Analizom je odredena pokretljivost spermija (%),
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progresivna pokretljivost (%), manjezno kretanje (%) i razli¢iti brzinski parametri (Slika
10.):

- krivolinijska brzina (engl. VCL - curvilinear velocity) izrazena u pm/s ili
prosjecna brzina spermija na njegovoj pravoj putanji;

- pravolinijska brzina (engl. VSL - straight-line velocity) izrazena u pum/s ili
prosjecna brzina spermija na pravolinijskoj putanji (putanja koja spaja prvu i posljednju
slikanu poziciju spermatozoida);

- prosje¢na brzina (engl. VAP - average path velocity) izrazena u pm/s ili
prosjena brzina spermija na njegovoj prosjecnoj putanji (putanja se izracunava preko
algoritma CASA uredaja kojom se ispravlja krivolinijsko gibanje spermatozoida;

- amplituda lateralnog otklona glave u odnosu na prosje¢nu putanju (engl. ALH
- amplitude of lateral head displacement) izrazena u pum;

- indeks linearnosti (engl. LIN — linearity) izrazen u % ili linearnost
krivolinijske putanje, a izraunava se medusobnim odnosom pravolinijske i krivolinijske
brzine (VSL/VCL);

- indeks oscilacije (engl. WOB- wobble) izrazen u % ili stupanj oscilacije prave
putanje u odnosu na prosje¢nu putanju spermatozoida, a izraCunava se medusobnim
odnosom prosjecne 1 krivolinijske brzine (VAP/VCL);

- pravolinijski indeks (engl. STR — straightness) izrazen u % ili linearnost na
prosjecnoj putanji, a izraCunava se medusobnim odnosom pravolinijske 1 prosje¢ne brzine
(VSL/VAP);

- frekvencija prelaska pravolinijske putanje u sekundi (engl. BCF — beat cross
frequency) izrazen u Hz ili prosjeCan broj prelazaka krivolinijske putanje preko

pravolinijske putanje.
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Slika 9. Kompjuterski analizator sperme (CASA).
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Slika 10. Standardna terminologija razliitih parametara mjerenih kompjuterski
potpomognutom analizom sperme. (lzvor: WHO laboratory manual for the Examination
and processing of human semen, 5. 1zdanje, 138-9, World Health Organization, 2010).

4.5.3. PROTOCNA CITOMETRIJA
Svi parametri protocne citometrije radeni su u Naucnom institutu za

veterinarstvo u Novom Sadu, Srbija na aparatu ,,Guava EasyCyte", Guava Tecnologies Inc,
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Hayward, Kalifornija, SAD (slika 11.), opremljenom programskom podr§kom za analizu

sjemena i obradu podataka (IMV Technologies, L'Aigle, Francuska).

Slika 11. Proto¢ni citometar

45.3.1. TEST INTEGRITETA MEMBRANE | AKROSOMA SPERMATOZOIDA
Za analizu integriteta membrane i akrosoma spermatozoida koriSten je propidium

jodid (PI) od 2,4 mM (kit za procjenu zivih/mrtvih spermija, L7011, Invitrogen), aglutinin
iz kikirikija sa fluorescein izocijanat-om (PNA-FITC, L7381, Sigma) i pufer (EasyBuffer,
IMV). U Eppendorf epruvetu ispipetirano je 4 pL sjemena, 2 uL PI, 1 uL PNA-FITC i 97
puL EasyBuffer-a. Otopina je dodatno razrijedena sa 296 uL EasyBuffer-a do ukupnog
volumena od 400 pL. Uzorci su zatim inkubirani na 37 °C u mraku kroz 10 minuta.
Analizirano je oko 5000 stanica pomocu programa ,,Viability Acrosome setup® (IMV).
Osobina testa je da aglutinin iz kikirikija pomjesan sa FITC bojom se veze i oboji akrosom
spermatozoida (karbohidratne grupe glikoproteina) ukoliko je akrosomska membrana
ostecena ili ako je akrosom reagirao, boja PI ulazi i oboji spermatozoide s oSte¢enom
membranom. Na ovaj nacin spermatozoidi s neoStecenom akrosomom i membranom ostaju
neobojeni, spermatozoidi s neoSteCenom membranom, ali oSteCenim akrosomom se oboje
flouresciraju¢e zeleno, spermatozoidi s oSteCenom membranom, ali neoSteCenim
akrosomom se oboje flourescirajuée crveno, a spermatozoidi s oSteCenom membranom i
akrosomom se oboje tako da je akrosom intenzivno zelene boje, a membrana-glava
intenzivno crvene boje (slika 12.). Ukoliko akrosom nedostaje tada nema ni obojenja.

Normalan akrosom ima slabu do osrednju flourescenciju.

49



Slika 12. Spermatozoidi obojeni PNA-FITC i Pl bojama. A - Ziv spermatozoid s o$te¢enom
akrosomom; B - netaknut sparmatozoid; C - mrtav spermatozoid s oste¢enom akrosomom;
D - mrtav spermatozoid bez akrosome.

(Preuzeto - SICILIANO i sur. - Prostasome-like vesicles stimulate acrosome reaction of
pig spermatozoa. Reproductive biology and endocrinology (2008) 6, str 5.
http://www.rbej.com/content/6/1/5)

4.5.3.2. TEST PERMEABILNOSTI MEMBRANE SPERMATOZOIDA
Za analizu permeabilnosti membrane spermija (Zivi/mrtvi) koriStene su boje

SYBR14 i propidijum jodid (kit za procjenu zivih/mrtvih spermija, L7011, Invitrogen). Za
ovaj test boja SYBR14 je razrijedena do koncentracije 1 mM sa dimetil-sulfoksid-om
(DMSO), a Pl s vodom do 2,4 mM. U Eppendorf epruvetu pomijesalo bi se 4 puL sjemena,
2 pL PI, 2 pL SYBR14 i 96 pL pufera (EasyBuffer, IMV). Zatim se otopina dodatno
razrijedila sa 296 puL EasyBuffer-a do volumena od 400 pL. Otopina je inkubirana 10
minuta na 37 °C u mraku te je analizirano 5000 stanica u programu ,,Viability setup*
(IMV). Zivi spermatozoidi se oboje flouresciraju¢e zelenom bojom jer SYBR14 prolazi

kroz neoSte¢ene membrane, a mrtvi spermatozoidi flouresciraju¢e crvenom bojom.

4.5.3.3. PROCJENA STRUKTURNE STABILNOSTI KROMATINA
Za analizu strukturne stabilnosti kromatina u jezgri koristena je boja akridin

narancasta (A1301, Invitrogen) koja se mijenja u fluoresciraju¢e crvenu ako se veze za
fragmentiranu DNK ili u fluorescirajuce zelenu ako se veze za intaktnu DNK. Postupak

bojenja zapocinje tako da se 4 uL sjemena jarca pomijesa sa 196 uL. TNE razrijedivaca
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(mjesavina 0,15 M NaCl, 0,01 M Tris-ai 1 mM EDTA) i 0,4 mL kiselog reagensa (0,1 %
Triton X-100 i 0,08 N HCI). Za 30 sekundi u otopinu se dodalo 1,2 mL boje akridin
narancaste (Sperm Chromatin Structure Assay - SCSA, IMV) (slika 13.). Ocitanje se radilo
3 minute nakon dodavanja kiselog reagensa te je analizirano 2000 spermatozoida u

triplikatu pomocu programa ,,Viability setup® (IMV).

SCSA
PRIPREMA UZORAKA
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¢

2 Fragmentirana DNK

ZRAKA .,%/ }OD

——

E Intaktia DNK (zeleno)

@ 20 min

ANALIZA PODATAKA

A

[~l|zrazito ohojenje

FLUORESCIRAJUCE ZELENO

FLUORESCIRAJUGE CRVENO

Slika 13. Prikaz analize strukturne stabilnosti kromatina u jezgri spermija (Slika preuzeta
iz rada NOSRATI i sur., 2016.).

4.5.3.4. STUPANJ POLARIZACIE MITOHONDRUA - INTEGRITET
MITOHONDRIJA

Za analizu aktivnosti mitohondrija upotrijebljen je reagens JC-1 odnosno
flourescentna boja koja je osjetljiva na status membrane mitohondrija pa tako mijenja boju

u naranasto kod polariziranih (aktivnih, ocuvanih) mitohondrija ili u zeleno kod
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depolariziranih (slabi potencijal membrane) mitohondrija (slika 14.). Postupak je raden
pomocu kita za mitohondrijsku aktivnost (EASYKIT 2 Mitochondrial activity, IMV, ref.
024864). Prvo je JC-1 reagens razrijeden sa 230 u. DMSO (Sigma, ref. D2650) u kiveti.
Zatim se u eppendorf epruvetu odlilo 4 pL JC-1 i razrijedilo sa 96 pL EasyBuffer-a (IMV).
Potom se u otopinu dodalo 4 pL sjemena i jo§ 296 uL EasyBuffer-a. Uzorci su zatim bili
inkubirani na 37 °C kroz 30 minuta u mraku. Analizirano je 2000 spermija po uzorku u

programu ,,Mitopotential setup* (IMV).

-

POLARIZIRAN MITOHONDRIJ
(NARANCGASTO)

DEPOLARIZIRAN MITOHONDRIJ
(ZELENO)

Slika 14. Prikaz razli¢ititog statusa membrane mitohondrija nakon primjene boje JC-1.

4.6. STATISTICKA ANALIZA REULTATA

Statisticka analiza podataka radena je s programskim paketom SAS 9.4
(Statistical Analysis Software 2002-2012 by SAS Institute Inc., Cary, SAD). Deskriptivna
statistika podataka radena je pomo¢u modula PROC MEANS, FREQ i UNIVARIATE.
Kada podatci nisu bili normalno distribuirani te kod heterogenosti varijanci, nacinjena je
transformacija varijabli (logaritam na bazu 10 i eksponencijalne funkcije) pomo¢u BOX-
COX transformacije upotrebom modula PROC TRANSREG.

Za analizu kvantitativnih parametara koristen je mjeSoviti modul (PROC
MIXED). Statisticki model ukljucivao je fiksni efekt grupe, perioda i farme te starost
zivotinja kao kontinuiranu varijablu. U svakom modelu je uz interakciju skupine s
vremenskim razdobljem ispitano i da li su farma i dob Zivotinje imali utjecaja na zavisne
varijable izmedu i1 unutar skupine zivotinja. U model je ukljucen i slucajni efekt zivotinje
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(identifikacijski broj muzjaka) na ponovljeno mjerenje kroz vrijeme KkoriStenjem CS
strukture (CS - compound-symmetry).

Proporcije su analizirane pomo¢u modula PROC GLIMMIX s binomijalnom
distribucijom i link funkcijom logit. Struktura modela je bila sli¢na kao i kod mjeSovitog
modela te je isto tako identifikacijski broj zivotinje bio ukljuen kao slucajni efekt za
ponovljeno mjerenje tijekom vremena.

Srednje vrijednosti izracunate su metodom najmanjih kvadrata (LSM - least squares
means) koriStenjem LSMEANS naredbe i opcija PDIFF i CL. Za usporedbu srednjih
vrijednosti koriStena je Tukey-Kramer-ova metoda viSestrukih usporedbi na razini
statisticke signifikantnosti P<0.05. Usporedba razlika izmedu skupina unutar pojedinog
perioda istrazivanja te unutar skupine kroz cijeli period istrazivanja radena je pomocu
opcije SLICE. Nakon analize, podaci su transformirani natrag u izvorne vrijednosti (ako je
koriStena transformacija) i prikazani na slikama, tablicama ili opisani u tekstu kao srednje
vrijednosti i 95%-tni interval pouzdanosti srednje vrijednosti ili kao srednje vrijednosti i
standardne greske srednjih vrijednosti.

Pearson-ov ili Spearman-ov koeficijent korelacije izraCunat je izmedu razlicitih
parametara sjemene plazme i spermija koriStenjem CORR modula SAS-a (PROC CORR).

Grafikoni su izradeni u SAS-u koriStenjem modula SAS/GRAPH, postupcima
PROC GPLOT i SGPLOT, a u izradi grafikona je ponekad koriStena anotacijska grafika.
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5. REZULTATI

5.1. LIBIDO JARCEVA I POKAZATELJI KVALITETE SVJEZEG
EJAKULATA

Srednja vrijednost libida jar¢eva u kontrolnoj skupini bila je 4,34 (3,88-4,66,
95% ClI), dok je u pokusnoj skupini zivotinja bila nesto visa 4,60 (4,17-4,91, 95% ClI), ali

bez statisticke znacajnosti kao niti tijekom cijelog pokusnog perioda (slika 15.)
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Slika 15. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti libida kontrolne i
pokusne (aplicirani implantati melatonina nakon drugog perioda pokusa) skupine jarceva

alpske pasmine kroz period izvan rasplodne sezone.

Koncentracija spermija u ejakulatu (slika 16.) je bila sli¢na u obje skupine osim u
zadnjem periodu pokusa (druga polovica svibnja) kada je koncentracija spermija u
pokusnoj skupini jarceva (3,34; 2,09-4,60, 95% CI) bila statisticki znacajno niza (p<0,05)
za razliku od kontrolne skupine (4,68; 3,40-5,96, 95% CI). Volumen prvog ejakulata se

nije statisticki znacajno razlikovao izmedu skupina, dok je volumen drugog zaredom
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uzetog ejakulata (slika 16.) u razmaku ne duljim od 15 minuta bio znacajno veéi (p<0,05) u

prvom periodu pokusa kod kontrolne skupine zivotinja (1,25; 0,74-2,13, 95% CI) nego kod
pokusne skupine (0,32; 0,09-1,16, 95% Cl).
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Slika 16. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti koncentracije spermija

u ejakulatu te volumena prvog i drugog zaredom uzetog ejakulata u kontrolne i pokusne

skupine (aplicirani implantati melatonina nakon drugog perioda pokusa) jarCeva alpske

pasmine kroz period izvan rasplodne sezone (* oznaCava statisticki znaCajne razlike

izmedu skupina u promatranom periodu pokusa).

Ukupni broj spermija kao i ukupni funkcionalni broj spermija u ejakulatu se nije

statisticki razlikovao izmedu skupina kroz promatrani pokusni period (slika 17.)
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Slika 17. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti ukupnog broja spermija
te ukupnog funkcionalnog broja spermija u ejakulatu kontrolne i pokusne skupine
(aplicirani implantati melatonina nakon drugog perioda pokusa) jarceva alpske pasmine

kroz period izvan rasplodne sezone.

Procjena gibljivosti kao i masovne gibljivosti spermija u ejakulatu (slika 18.) je bila
statisti¢ki znacajno veca (p<0,05) u pokusne skupine jaréeva tijekom treceg perioda pokusa
odnosno odmah nakon aplikacije melatonina pokusnoj skupini jarceva. Postotak gibljivosti
spermija u trecem periodu kod pokusne skupine jarceva je iznosio 76,7% (60,0-87,8, 95%
Cl) dok je kod kontrolne skupine iznosio 54,9% (38,3-70,3, 95% CI). Procjena masovne
gibljivosti spermija u tre¢em periodu je kod pokusne skupine iznosila 3,63 (2,47-4,80, 95%
CI) dok je u kontrolne skupine jar¢eva iznosila 2,36 (1,19-3,52, 95% CI).
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Slika 18. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti procjene gibljivosti (%)
i masovne gibljivosti (0-4) spermija u ejakulatu kontrolne i pokusne skupine (aplicirani
implantati melatonina nakon drugog perioda pokusa) jar¢eva alpske pasmine kroz period
izvan rasplodne sezone (* oznaCava statisticki znaCajne razlike izmedu skupina u

promatranom periodu pokusa).

Udio zivih spermija u ejakulatu (slika 19.) je bio znacajno veéi (p<0,05) u pokusne
skupine zivotinja tijekom treceg (85,6%; 75,9-91,8, 95% CI) i Cetvrtog (81,2%; 72,7-87,5,
95% CI) periodu pokusa za razliku od kontrolne skupine jaréeva tijekom treceg (73,7%;
62,9-82,3, 95% CI) i Cetvrtog (63,7; 53,3-72,9, 95% CI) perioda pokusa.

Udio ukupno patoloSkih oblika spermija kao i1 patoloskih oblika repa i1 glave
spermija se nije statisti¢ki znacajno razlikova izmedu skupina tijekom promatranog perioda

pokusa (slika 19. i1 20.).
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Slika 19. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti udjela zivih spermija i
ukupno patoloskih oblika spermija (%) u ejakulatu kontrolne i pokusne skupine (aplicirani
implantati melatonina nakon drugog perioda pokusa) jar¢eva alpske pasmine kroz period

izvan rasplodne sezone (* oznaCava statisticki znacajne razlike izmedu skupina u

promatranom periodu pokusa).
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Slika 20. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti udjela patoloskih
oblika repa i glave spermija (%) u ejakulatu kontrolne i pokusne skupine (aplicirani

implantati melatonina nakon drugog perioda pokusa) jar¢eva alpske pasmine kroz period
izvan rasplodne sezone.
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5.2. POKAZATELJI ANTIOKSIDACIJSKOG STATUSA SJIEMENE
PLAZME | SPERMIJA

U periodu prije aplikacije melatonina obje skupine jareva su imale podjednaku
koncetraciju proteina u sjemenoj plazmi. Odmah nakon aplikacije melatonina pokusna
skupina jarCeva je imala znacajno vecu koncentraciju proteina u odnosu na kontrolnu
skupinu Zivotinja u tre¢em (50,80+3,49 nasuprot 26,51+2,94; p<0,001) i Cetvrtom periodu
(57,22+1,9 nasuprot 44,11+2,95; p<0,01) pokusa. Koncentracija proteina u spermijima se

nije statisticki znac¢ajno mijenjala (slika 21.).
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Slika 21. Grafikon srednjih vrijednosti i standardne pogreske koncentracije proteina u
sjemenoj plazmi i spermijima kontrolne i pokusne skupine (aplicirani implantati
melatonina nakon drugog perioda pokusa) jarCeva alpske pasmine kroz period izvan
rasplodne sezone. (* oznacava statisticki znacajne razlike izmedu skupina u promatranom

periodu pokusa).
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Koncentracija katalaze se nije statistiCki znacajno mijenjala izmedu skupina kroz

pokusni period u sjemenoj plazmi i spermijima jarceva (slika 22.).
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Slika 22. Grafikon srednjih vrijednosti i standardne pogreske koncentracije katalaze u
sjemenoj plazmi i spermijima kontrolne i pokusne skupine (aplicirani implantati
melatonina nakon drugog perioda pokusa) jarCeva alpske pasmine kroz period izvan

rasplodne sezone.

Koncentracija glutation reduktaze u sjemenoj plazmi jarCeva je bila statisticki
znacajno veca u kontrolnoj skupini u odnosu na pokusnu skupinu zivotinja tijekom treceg
(372,6£26,9 nasuprot 221,34+38.3; p<0,01), Cetvrtog (416,4+19,1 nasuprot 173,4+27,4;
p<0,0001) 1 Sestog (369,5£20,4 nasuprot 246,5+19,4; p<0,001) perioda pokusa.
Koncentracija glutation reduktaze u spermijima jarCeva je isto bila znacajno veca u
kontrolnoj skupini u odnosu na pokusnu skupinu Zzivotinja tijekom treceg (3731,2+362,7
nasuprot 2758,1+207,5; p<0,05), petog (3802,3+443,2 nasuprot 2415,4+356,0; p<0,05) i
Sestog (3012,7+347,3 nasuprot 1959,4+182,1; p<0,05) perioda pokusa dok je u Cetvrtom
periodu razlika bila blizu statistiCke znacajnosti (3496,4+325,5 nasuprot 2716,5+295,9;
p<0,10) (slika 23.).
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Slika 23. Grafikon srednjih vrijednosti i standardne pogreske koncentracije glutation
reduktaze (GR) u sjemenoj plazmi i spermijima kontrolne i pokusne skupine (aplicirani
implantati melatonina nakon drugog perioda pokusa) jarceva alpske pasmine kroz period

izvan rasplodne sezone. (*oznaCava statisticki znacajne razlike izmedu skupina u
- + v . . . .
promatranom periodu pokusa; oznacava da je razlika izmedu skupina u promatranom

periodu pokusa blizu statisticke znacajnosti p<0,10).

Koncentracija glutation peroksidaze u sjemenoj plazmi je bila statisticki znacajno
veéa (p<0,05) u pokusnoj skupini zivotinja tijekom zadnjeg perioda pokusa
(7324,5+499,9) u odnosu na kontrolnu skupinu (5214,5+£640,3), dok je obrnuto nadeno za
koncentraciju glutation peroksidaze u spermijima gdje je u kontrolnoj skupini zabiljezena
znacajno veca (p<0,05) koncentracija tijekom zadnjeg perioda (41213,0+2914,6) u odnosu
na pokusnu skupinu jaréeva (31515,0+£2226,0) (slika 24.).
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Slika 24. Grafikon srednjih vrijednosti i standardne pogreSke koncentracije glutation
peroksidaze (GSH-Px) u sjemenoj plazmi i spermijima kontrolne i pokusne skupine
(aplicirani implantati melatonina nakon drugog perioda pokusa) jarceva alpske pasmine
kroz period izvan rasplodne sezone. (*oznacava statisticki znacajne razlike izmedu skupina

u promatranom periodu pokusa).

Koncentracija superoksid dismutaze u sjemenoj plazmi se nije znacajno razlikovala
izmedu skupina tijekom pokusnog perioda dok je u spermijima bila znacajno veca u
kontrolnoj skupini jaréeva u odnosu na pokusnu skupinu tijekom cetvrtog (1098,9+43,77
nasuprot 571,85+55,73; p<0,001), petog (758,0+114,6 nasuprot 426,5+82,77; p<0,05) i
Sestog (444,8+103,2 nasuprot 149,0+41,7; p<0,01) perioda pokusa (slika 25.)
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Slika 25. Grafikon srednjih vrijednosti i standardne pogreske koncentracije superoksid
dismutaze (SOD) u sjemenoj plazmi i spermijima kontrolne i pokusne skupine (aplicirani
implantati melatonina nakon drugog perioda pokusa) jarceva alpske pasmine kroz period

izvan rasplodne sezone. (*oznaCava statisticki znacajne razlike izmedu skupina u

promatranom periodu pokusa).

Koncentracija malondialdehida u sjemenoj plazmi 1 spermijima se nije znacajno

razlikovala izmedu skupina tijekom pokusnog perioda (slika 26.).
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Slika 26. Grafikon srednjih vrijednosti i standardne pogreske koncentracije
malondialdehida u sjemenoj plazmi i spermijima kontrolne i pokusne skupine (aplicirani
implantati melatonina nakon drugog perioda pokusa) jar¢eva alpske pasmine kroz period

izvan rasplodne sezone.

Omyjer katalaze sa superoksid dismutazom u sjemenoj plazmi je bio znacajno veci
(p<0,01) tijekom Sestog perioda u pokusnoj skupini Zivotinja (391,5+27,33) u odnosu na
kontrolnu skupinu (179,3+37,38). Omjer katalaze sa superoksid dismutazom u spermijima
tijekom Sestog perioda je isto bio znacajno veéi (p<0,01) u pokusnoj skupini jaréeva

(1,83%0,09) u odnosu na kontrolnu skupinu (0,98+0,11) (slika 27.).
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Slika 27. Grafikon srednjih vrijednosti i standardne pogreske omjera katalaze sa superoksid
dismutazom (KATALAZA/SOD) u sjemenoj plazmi i spermijima kontrolne i pokusne
skupine (aplicirani implantati melatonina nakon drugog perioda pokusa) jarCeva alpske
pasmine kroz period izvan rasplodne sezone. (*oznacava statisticki znacajne razlike

izmedu skupina u promatranom periodu pokusa).

Omijer glutation peroksidaze sa superoksid dismutazom u sjemenoj plazmi je bio
znaajno veéi (p<0,01) tijekom Sestog perioda u pokusnoj skupini Zivotinja
(9509,5+1129,2) u odnosu na kontrolnu skupinu (2915,7+957,64). Omjer glutation
peroksidaze sa superoksid dismutazom u spermijima tijekom Sestog perioda je isto bio
znacajno veci (p<0,005) u pokusnoj skupini jarceva (219,0+£25,5) u odnosu na kontrolnu

skupinu (90,3+19,9) (slika 28.).
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Slika 28. Grafikon srednjih vrijednosti i standardne pogreske omjera glutation peroksidaze
sa superoksid dismutazom (GSH-Px/SOD) u sjemenoj plazmi i spermijima kontrolne i
pokusne skupine (aplicirani implantati melatonina nakon drugog perioda pokusa) jarceva
alpske pasmine kroz period izvan rasplodne sezone. (*oznacava statisti¢ki znacajne razlike

izmedu skupina u promatranom periodu pokusa)

Omijer glutation reduktaze s glutation peroksidazom u sjemenoj plazmi je bio
znacajno veci (p<0,05) tijekom petog perioda u kontrolnoj skupini zZivotinja (0,095+0,008)
u odnosu na pokusnu skupinu (0,025+£0,013). Omjer glutation reduktaze s glutation
peroksidazom u spermijima tijekom Sestog periodu je isto bio znacajno veéi (p<0,005) u
kontrolnoj skupini jar¢eva (0,108+0,012) u odnosu na pokusnu skupinu (0,048+0,007)
(slika 29.).
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Slika 29. Grafikon srednjih vrijednosti i standardne pogreske omjera glutation reduktaze s
glutation peroksidazom (GR/GSH-Px) u sjemenoj plazmi i spermijima kontrolne i pokusne
skupine (aplicirani implantati melatonina nakon drugog perioda pokusa) jaréeva alpske
pasmine kroz period izvan rasplodne sezone. (*oznaCava statisticki znacajne razlike

1izmedu skupina u promatranom periodu pokusa)

U tablici 2. prikazani su neki statisticki znac¢ajni odnosi antioksidativnih pokazatelja
U sjemenoj plazmi i spermijima s nekim pokazateljima kvalitete svjezeg ejakulata. U obzir
su uzeti odnosi gdje je koeficijent korelacije (r) iznosio => 0,35. Antioksidativni
pokazatelji u sjemenoj plazmi nisu korelirali s antioksidativnim pokazateljima u
spermijima. Nadene su odredene korelacije antioksidativnih pokazatelja sjemene plazme
medusobno kao 1 u spermijima jarceva. Isto tako koncentracija i udio Zivih spermija u
ejakulatu su korelirali s odredenim antioksidativnim pokazateljima u sjemenoj plazmi i

spermijima.
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Tablica 2. Odnosi izmedu antioksidat

me.

vjezeg

pokazateljima kvalitete s

SJEMENA PLAZMA SPERMUJI POKAZATEUI KVALITETE
w i m KATALAZA w KATALAZA v
KATALAZA:  GR MDA | SOD | GSH-Px {GSH-Px/SOD / KATALAZA{ GR : MDA " SOD GSH-Px | GSH-Px/SOD / GR/GSH-Px _Aoznmzjﬁo:L /
: ; SOD | SOD MRTVI
049 m 0,50
KATALAZA ions. ons. n.s. n.s. n.s. n.s. " n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
P<0,001 : : p<0,0001 |
1 ] : :
GR 08 ns. i ns. i ons. ns. 060 n.s. n.s. ns. " n.s. n.s. ns. ns. 059 n.s. n.s.
p<0,0001 : : p<0,0001 | p<0,0001
g 0,49 046 | -0,45
2 MDA ’ N X3 ns. ns. n.s. n.s. ns. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. ! ns.
W_ P=0,0001 1 P<0,001 : " P<0,001
M SOD n.s 046 | ns 067 086 n.s n.s n.s " ns n.s ns ns ns 04 n.s
z - P<0,001 | P P<0,0001 | p<0,0001 - - o - - - w - P<0,001 -
P i ; 0,62 -0,79
m GSH-Px n.s. ns. i ons. i P<0,0001 n.s. ns. ns. n.s. " n.s. n.s. n.s. n.s. w p<0,001 ns. n.s.
067 : 062 0,74
GSH-Px/SOD n.s. n.s. m?obooi?obog p<0,0001 ns. ns. n.s. N ns. ns. n.s. n.s. w n.s. ns. ns.
0,50 L 08 ! 0,74 0,40
KATALAZA/SOD ; ns. i ions. 1 ns. { ns. i ons. N ns. i ns n.s. n.s. n.s. n.s.
p<0,0001 ! 1p<0,0001; P<0,0001 ! | ] | ] » p<0,01 »
: M W ; 065 | 089 | -0,61 0,47 -0,40
KATALAZA ns. ns. ! ns. : ns n.s. ioons. ioons. Poons. » n.s. m n.s. »
; | i ; P<0,0001 M P<0,0001 : P<0,0001 P<0,001 p<0,01
: M W 0,65 m 0,71 -0,53 0,97 0,47 -043
GR ns. ns. ! ns. : ns n.s. n.s. :ons. ns. n.s. »
; ! ! P<0,0001 ] M P<0,0001 P<0,0001 p<0,0001 p<0,001 p<0,01
MDA n.s. n.s. ns. n.s. n.s. n.s. ns. ns. m ns. ns. ns. n.s. m n.s. ns. » ns.
= SOD n.s n.s n.s ns n.s n.s 08 on n.s n.s on ns m ns 056 | ns
2 _— o ” ~ P00l (P0000ll " | > 1 peo,oo0 ~ ~ p<0,0001 B
g m : W | m 051
& GSH-Px n.s. n.s. ns. n.s. n.s. ns. ns. n.s. n.s. M n.s. n.s. n.s. m £<0,0001 ns. » ns.
: M W 061 | 053 0,71 0,73 -0,68 -0,57
GSH-Px/SOD ns. ns. ! ns. ! ns n.s. n.s. ioons. ns. » ns.
: ‘ m P<0,0001 | P<0,0001: ! p<0,0001 P<0,0001 | p<0,0001 p<0,0001
; ! { { : 0,73
KATALAZA/SOD ns. ns. ! ns. ! ns n.s. n.s. ns. ns. ! ns. | ns ns. n.s. ns. M ns.
: | m m M P<0,0001
: “ L 079 i {097 i i 051 -0,68 M -0,40
GR/GSH-Px ns. ns. i ons. i ns. . ns ns. | bons. bons. n.s. n.s.
m ! { p<0,001 i { p<0,0001 M {p<0,0001 | p<0,0001 p<0,01
5, 047 | 045 | P00 047 | 047 | L 056 | 057 m ~
& F|KONCENTRACUA|  ns.  © ns. : ions. ns. i | ions. | {ons. n.s. n.s. n.s.
e : P<0,001 | P<0,001 | i p<0,01 P<0,001 | p<0,001 ! p<0,0001 § | pe0,0001 |
N 3 4 ] 4+ 4 4
£ ; i ; : 040 | 043 | ; M -0,40
¥ > 0y ! | : H 4 H a H H )
ZIVI/ MRTVI ns. i ons ns. i ns. i ns ns. i ns. ! Lons. pons. ioons. n.s. n.s. n.s.
o< m " " j p<00l | pegOl | w M _ | ot W

GR — Glutation reduktaza; MDA — Malondialdehid; SOD — Superoskid dismutaza; GSH-Px — Glutation

peroksidaza.

Nn.s. — nema statisticke znacajnosti
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5.3. POKAZATELJI KVALITETE EJAKULATA NAKON ODMRZAVANJA

5.3.1. SKUPNI POKAZATELJI KVALITETE EJAKULATA NAKON
ODMRZAVANJA

U tablici 3. prikazani su skupni pokazatelji kvalitete ejakulata nakon odmrzavanja
izmedu pokusne i kontrolne skupine Zivotinja te zivotinja ¢iji je ejakulat prije standardnog
postupka zamrzavanja obogacen s vitaminom E i C ili vitamini nisu dodani. Ukupno bez
obzira na period eksperimenta, pokusna skupina zivotinja je u odnosu na kontrolnu
skupinu imala znacajno veéi (p<0,05) postotak pokretljivosti spermija nakon otapanja
(47,9£1,9% nasuprot 41,7+1,9%), veci postotak manjeznog kretanja spermija (19,7+1,1%
nasuprot 16,0+£1,0%), veci postotak ukupno zivih spermija (42,5+1,8% nasuprot
35,6+1,7% prema analizi ejakulata pomocu proto¢ne citometrije te 57,7+1,8% nasuprot
51,44+1,8% prema citolosko-morfoloskoj analizi ejakulata), veci postotak zivih spermija s
intaktnom akrosomom (41,3+1,8 nasuprot 34,3£1,7), veéi postotak spermija s
protoplazmatskom kapljicom (2,9+0,6% nasuprot 1,4+0,3%) te ve¢i udio sekundarno
abnormalnih spermija (4,1+0,6% nasuprot 2,0+0,4%). Ujedno je pokusna skupina imala i
znacajno manji (p<0,05) udio spermija s o$teCenom plazminom membranom (57,6+2,3%
nasuprot 65,0+2,2%) te manji udio ukupno spermija s oSte¢enom akrosomom (20,2+1,4%

nasuprot 24,9+1,5%).

Ejakulat jar¢eva koji je prije standardnog postupka zamrzavanja obogacen s
vitaminom E i C je imao znacajno veci udio spermija s o§tecenom plazminom membranom
(65,3+2,2% nasuprot 57,3+£2,3%; p<0,05) te zna¢ajno manji udio ukupno zivih spermija
(36,1£1,7% nasuprot 41,9+1,7%; p<0,05) i zivih spermija s intaktnom akrosomom
(35,0£1,7% nasuprot 40,7+1,7%; p<0,05).
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Tablica 3. Skupni pokazatelji kvalitete ejakulata nakon odmrzavanja dobiveni
kompjuterski asistiranom analizom, protonom citometrijom i citoloSko-morfoloskom
analizom izmedu kontrolne i pokusne skupine (aplicirani implantati melatonina) jarceva
alpske pasmine te izmedu zivotinja ¢iji je ejakulat prije standardnog postupka zamrzavanja

obogacen s vitaminom E i C ili vitamini nisu dodani bez obzira na period istrazivanja.

SKUPINA VITAMINI E+C
2 P
PARAMETAR KONTROLNA MELATONIN NE DA

_ POKRETLJIVOST NAKON OTAPANJA (%) 41,741,9 | 47,9+1,9 0,04 | 46,7+1,9 43,0£1,9 0,19
<
g PROGRESIVNA POKRETLIIVOST (%) 28,4+1,4  31,7¢1,5 0,14 | 30,9+1,5 29,0£1,5 0,36
2 KRIVOLINIJSKA BRZINA - VCL (pm/s) 89,4%2,5 = 90,4+2,6 0,78 | 91,9+2,5 87,92,6 0,27
>
2 PRAVOLINIJSKA BRZINA - VSL (um/s) 50,1#2,1 = 49,3#2,2 0,78 | 50,9+2,1 48,5£2,1 0,44
<
z PROSJECNA BRZINA- VAP (um/s) 65,3+2,7  65,0£2,8 0,93 | 67,1%2,7 63,4+2,8 0,32
o
2 5 INDEKS LINEARNOSTI VSL/VCL (%) 55,4+1,4  53,8+1,4 0,41 | 54,7¢1,4 54,5¢1,4 0,89
o>
a
2 < PRAVOLINIJSKI INDEKS VSL/VAP (%) 76,5¢0,8 = 75,8%0,9 0,52 | 75,7:0,8 76,6:0,8 0,47
<
w
e INDEKS OSCILACIJE VAP/VCL (%) 72,0£1,4 = 70,9+1,4 0,57 | 72,1#1,4 70,8¢1,4 0,53
b7
2 AMPLITUDA LATERALNOG OTKLONA POMJERANJA
! 2,9840,05 3,01+0,05 0,70 | 3,02#0,05 2,9840,05 0,63
o GLAVE (um)
'_
2 FREKVENCIJA PRELASKA PRAVOLINIJSKE PUTANJE U
< 9,85:0,26 10,08#0,26 0,52 | 9,86%0,26 10,07#0,26 = 0,56
2 SEKUNDI (Hz)
(@)

MANJEZNO KRETANJE (%) 16,0¢1,0  19,7¢1,1 0,03 | 18,6%1,1 17,0¢1,0 0,30
OSTECENJE PLAZMINE MEMBRANE (%) 65,0£2,2  57,6%2,3 0,04 | 57,32,3 65,312,2 0,02
OSTECENJE KROMATINA (%) 9,9+1,0 10,1¢#1,0 0,89 | 8,740,9 11,4+1,1 0,08

PARAMETRI PROTOCNE
CITOMETRUE

OSTECENJE | DEPOLARIZACIJAMITOHONDRIJA(%) | 71,9+1,9 = 69,2#2,0 0,34 | 69,7+1,9 71,441,9 0,55
UKUPNO ZIVIH SPERMIJA (%) 35,641,7  42,5+1,8 0,01 | 41,9¢1,7  36,1%#1,7 0,03

7IVI SPERMIJI S INTAKTNOM AKROSOMOM (%) 34,3+1,7  41,3+1,8 0,01 | 40,7¢#1,7  35,041,7 0,03
MRTVI SPERMIJI S INTAKTNOM AKROSOMOM (%) | 21,6+1,8 = 19,6%¢1,7 0,42 | 19,9¢1,7 = 21,2¢1,8 0,57
71VI SPERMIJI S OSTECENOM AKROSOMOM (%) 1,240,1 1,0:0,1 0,46 | 1,1#0,1 1,0¢0,1 0,60
MRTVI SPERMIJI S OSTECENOM AKROSOMOM (%) | 21,6+1,7 = 19,6+1,7 0,42 | 19,9+1,7 = 21,2¢1,7 0,57
UKUPNO SPERMIJI S OSTECENOM AKROSOMOM (%) | 22,8+#1,8  20,7+¢1,8 0,40 | 21,1+1,8 = 22,4+1,8 0,61

UKUPNO ZIVIH SPERMIJA (%) 51,4#1,8 57,7#1,8 0,03 | 54,9+1,8 54,2¢1,9 0,79
ZIVI SPERMIJI S INTAKTNOM AKROSOMOM (%) 43,6¥1,9  47,5+2,0 0,18 | 45,7+1,9 45,3¥2,0 0,88
ZIVI SPERMIJI S OSTECENOM AKROSOMOM (%) 2,840,3 2,24#0,3 0,24 2,640,3 2,540,3 0,85

UKUPNO SPERMIJI S OSTECENOM AKROSOMOM (%) | 24,9+1,5 20,2+#1,4 0,04 | 21,5#1,4 23,4+1,5 0,34
UKUPNO SPERMIJI'S PROTOPLAZMATSKOM

PARAMETRI CITOMORFOLOGIJE
SPERMIJA

KAPLIICOM (%) 1,440,3 2,9¢0,6 0,04 | 2,2%0,5 1,840,4 0,50

PRIMARNO ABNORMALNI SPERMIJI (%) 6,8+0,7 7,7¢0,7 0,37 | 7,8:0,7 6,7¢0,6 0,31
SEKUNDARNO ABNORMALNI SPERMIJI (%) 2,00,4 4,1:0,6 0,02 | 2,8:0,5 3,0:0,5 0,70
UKUPNO ABNORMALNI SPERMIJI (%) 9,1#1,0 12,241,1 0,07 | 11,0#1,1 10,1¢#1,0 0,59
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5.3.2. POKAZATELJI GIBLJIVOSTI SPERMIJA
U tablici 4. su prikazani razliciti pokazatelji gibljivosti spermija dobiveni kompjuterski

potpomognutom analizom ejakulata izmedu kontrolne i pokusne skupine sa i bez dodanih
vitamina C i E u razrijediva¢ kroz 6 pokusnih perioda izvan rasplodne sezone. Skupina
jarCeva koja je primila implantate melatonina imala je statisticki znacajno vecu (p<0,05)
ukupnu pokretljivost spermija nakon otapanja (60,4+6,2%) nasuprot kontrolne skupine
jarceva (37,8+6,1%) u treCem periodu pokusa u ejakulatu bez dodanih vitamina i skupnu
ukupnu pokretljivost u ejakulatu bez obzira na dodane vitamine (54,7+5,0% nasuprot
34,0+4,5%). Isto tako, bez obzira na dodane vitamine u razrijediva¢ pokusna skupina
jarCeva je imala znac¢ajno vecu (p<0,05) skupnu progresivnu pokretljivost spermija nakon

otapanja (36,9+4,2%) nasuprot kontrolne skupine (24,5+3,6%) u tre¢em periodu pokusa.

Pokusna skupina jareva je imala znacajno vecu (p<0,05) skupnu frekvenciju prelaska
pravolinijske putanje u sekundi bez obzira na dodane vitamine u razrijediva¢ (11,56+0,96

Hz) nasuprot kontrolne skupine jaréeva (9,41+£0,96 Hz) u ¢etvrtom periodu pokusa.
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Tablica 4. Pokazatelji gibljivosti spermija dobiveni nakon kompjuterski potpomognute
analize ejakulata izmedu kontrolne i pokusne skupine (aplicirani implantati melatonina)
jar¢eva alpske pasmine sa i bez dodanog vitamina C i E u razrijediva¢ kroz 6 pokusnih

perioda izvan rasplodne sezone.

PERIOD
NAKON APLIKACIJE MELATONINA SKUPNA
STANDARDNA
PARAMETAR SKUPINA  VITAMINI /2 212 1/2 2/2 1/2 2/2 cﬂ?&?iﬁgg
OZUJAK OZUJAK TRAVANJ TRAVANJ SVIBANJ SVIBANJ
SOKRETLIVOST | KONTROLNA 0 27,7 358 378° 419 48,6 44,0 15,5
NAKON OTAPANIA 1 30,1 40,7 48,9 42,9 12,3
%) MELATONIN 0 363 468 604° 604 41,2 52,3 16,2
1 48,0 40,9 47,6 44,2 12,9
CONTROLNA 0 16,6 23,5 264 27,4 34,1 28,7 11,9
PF:)RISRCE?'EIJSIC/(;‘:T 1 22,6 24,4 325 297 9,6
) VELATONIN 0 22,8 305 40,9 30,1 29,9 30,8 13,2
6
1 32,1 26,2 32,8 29,4 10,3
CONTROLNA 0 76,9 92,0 848 95,7 96,7 89,4 19,4
K;‘L\;?N“AN';SCKLA 1 73,3 93,2 949 90,0 15,2
0 82,9 99,5 99,2 77,3 95,7 91,3 19,7
(um/s) MELATONIN
1 86,3 82,0 87,8 89,8 15,6
CONTROLNA 0 37,1 51,7 47,8 54,3 56,7 4838 16,6
PF;Q\Z’&LLN':ISS'EA 1 42,6 50,1 56,0 50,0 13,0
0 41,4 588 604 40,6 49,4 48,9 17,0
(um/s) MELATONIN
1 44,6 37,5 51,6 49,7 13,4
] CONTROLNA 0 50,8 69,1 61,0 71,5 74,3 63,8 20,9
B';';?'jiEcy:P 1 52,5 68,0 73,8 644 16,4
0 55,8 74,4 78,1 50,5 68,7 65,7 21,3
(um/s) MELATONIN
1 58,6 51,2 66,1 64,7 16,9
INDEKS CONTROLNA 0 482 543 54,0 57,6 57,6 54,5 10,7
LINEARNOSTI 1 56,3 54,7 58,2 54,4 8,3
VSL/VCL 0 48,7 588 60,7 51,0 51,2 53,2 10,8
(%) MELATONIN
6 1 51,5 44,6 57,3 54,7 8,6
PRAVOLINUSKI K oNTROLNA 0 72,4 740 768 75,5 76,4 76,1 6,7
INDEKS 1 79,3 73,7 77,2 76,4 5,2
VSL/VAP 0 733 788 77,0 78,4 71,5 75,0 6,7
% MELATONIN
(%) 1 76,3 72,7 77,5 76,5 5,4
INDEKS ONTROLNA 0 66,2 73,0 69,9 75,5 75,3 71,0 10,7
OSCILACIJE 1 70,7 73,4 75,7 70,3 8,2
VAP/VCL 0 659 743 786 64,8 71,5 71,1 11,0
(%) MELATONIN
6 1 67,5 60,9 73,9 71,2 9,0
AMPLITUDA KONTROLNA 0 2,81 3,06 2,90 3,10 2,94 3,02 0,41
LATERALNOG 1 2,65 3,20 2,93 3,05 0,32
OTKLONA
POMIERANJA  MELATONIN 0 3,06 3,39 3,02 2,85 3,19 2,99 0,42
GLAVE (um) 1 2,96 3,07 2,91 3,01 0,33
FREKVENCIJA CONTROLNA 0 9,66 817 9,94 9,29 9,74 9,93 1,96
PRAP\F/‘SLL’T;'E’;KE 1 9,76 9,53 925 9,9 1,54
PUTANEU  \eLATONIN 0 9,37 940 923 11,78 850 9,99 2,01
SEKUNDI (Hz) 1 11,18 11,34 9,45 10,01 1,59
5 ONTROLNA o 13,7 12,6 13,8 17,8 16,8 19,3 7,6
MANJEZNO
CRETANJE 1 18,9 19,7 16,7 17,0 6,0
%) MELATONI 0 154 17,9 19,1 15,4 20,3 20,2 8,4
1 20,9 21,1 16,8 18,6 6,8

AB razlitite slovne oznake — statisti¢ki znagajna razlika (p<0,05) izmedu kontrolne i pokusne skupine jaréeva
unutar iste podskupine (dodani vitamini ili bez dodanih vitamina C i E) u odredenom periodu pokusa.

Podebljane vrijednosti ukazuju na ukupno statisticki znacajnu razliku (p<0,05) izmedu kontrolne i pokusne
skupine jar¢eva (bez obzira na vitamine) u odredenom periodu pokusa.
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5.3.3. POKAZATELJI VITALNOSTI SPERMIJA
U tablici 5. su prikazani razli¢iti pokazatelji vitalnosti spermija dobiveni analizom proto¢ne

citometrije ejakulata izmedu kontrolne i pokusne skupine sa i bez dodanih vitamina Ci E u
razrijediva¢ kroz 6 pokusnih perioda izvan rasplodne sezone. Skupina jareva koja je
primila implantate melatonina imala je statisticki znacajno vise (p<0,05) ukupno Zivih
spermija nakon otapanja u treCem periodu pokusa nasuprot kontrolne skupine jarCeva u
podskupini bez dodanih vitamina (50,1+4,9% nasuprot 29,3+4,9%), s dodanim vitaminima
C i E u razrijediva¢ (42,845,5% nasuprot 25,5+4,9%) kao i ukupno bez obzira na dodane
vitamine (47,3£5,9% nasuprot 27,6+6,5%). Isto tako, skupina jareva koja je primila
implantate melatonina imala je statisticki znacajno vise (p<0,05) zivih spermija s
intaktnom akrosomom nakon otapanja u trecem periodu pokusa nasuprot kontrolne skupine
jar¢eva u podskupini bez dodanih vitamina (49,4+4,9% nasuprot 28,5+£5,0%), s dodanim
vitaminima C i E u razrijediva¢ (42,1+5,6% nasuprot 24,5+5,0%) kao i ukupno bez obzira
na dodane vitamine (44,44+4,4% nasuprot 26,6+4,4%). Skupina jarCeva koja je primila
implantate melatonina imala je statisticki znacajno manje (p<0,05) mrtvih spermija s
ostecenom akrosomom nakon otapanja nasuprot kontrolne skupine jaréeva bez obzira na
dodane vitamine (8,7+3,8% nasuprot 20,6+5,1%) kao i ukupno spermija s oSte¢enom
akrosomom bez obzira na dodane vitamine (9,8+3,4% nasuprot 20,4+4,4%) u treCem
periodu pokusa. Skupina jaréeva koja je primila implantate melatonina imala je statisticki
znacajno manje (p<0,05) spermija s oSte¢enom plazminom membranom nakon otapanja u
trecem periodu pokusa nasuprot kontrolne skupine jaréeva u podskupini bez dodanih
vitamina (47,1+5,1% nasuprot 69,5+5,8%), s dodanim vitaminima C i E u razrijedivac
(57,8+6,0% nasuprot 76,2+5,8%) kao i ukupno bez obzira na dodane vitamine (53,0+7,9%
nasuprot 72,6+6,8%).
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Tablica 5. Pokazatelji vitalnosti spermija dobiveni nakon analize proto¢ne citometrije
ejakulata izmedu kontrolne i pokusne skupine (aplicirani implantati melatonina) jarceva
alpske pasmine sa i bez dodanog vitamina C i E u razrijediva¢ kroz 6 pokusnih perioda

izvan rasplodne sezone.

PERIOD
NAKON APLIKACIJE MELATONINA SKUPNA
STANDARDNA
PARAMETAR SKUPINA  VITAMINI 1/2 2/2 1/2 2/2 1/2 22 | D
OZUJAK OZUJAK TRAVANJ TRAVANJ SVIBANJ SviBAnj CVELIPERIOD
. 0 29,3 333 293A 35,6 48,7 40,0 12,6
KONTROLNA ,
UKUPNO ZIVIH 1 255" 25,5 42,0 38,8 9,8
SPERMUA 0 36,2 42,8 ® 41,0 49,6 44,7 12,9
(%) MELATONIN . : 50,1 4 : : :
< 1 42,88 30,6 42,0 39,1 10,2
S| . A
= | 2visperMs  konTROLNA 0 283 316 285 34,6 47,3 38,0 11,7
o2 INTAKTNOM 1 245" 249 40,7 37,0 9,5
o | AKROSOMOM 0 355 40,9 494° 39,5 48,1 43,3 12,0
< (%) MELATONIN
S 1 42,18 29,0 40,6 38,0 9,7
Q 0 40,6 34,7 534 39,6 34,3 334 15,8
8 MRTVI SPERMLI KONTROLNA ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
§ S INTAKTNOM 1 53,6 48,1 37,7 32,8 12,4
< | AKROSOMOM 0 37,4 | 323 37,7 47,7 29,9 23,7 15,7
Y %) MELATONIN
> ° 1 46,2 53,0 32,9 32,0 12,7
<
= | 71vi SPERMIIS  cONTROLNA 0 0,8 1,7 0,8 0,8 1,2 1,9 0,6
= OSTECENOM 1 0,9 0,5 1,2 1,7 0,3
w
S | AkrRosoMoMm 0 0,7 1,8 0,6 1,3 1,4 1,4 0,5
= (%) MELATONIN
= 1 0,6 1,6 1,3 1,2 0,2
|_
= 0 30,7 322 175 24,8 17,5 28,0 13,0
e S OSTECENOM 1 21,2 26,3 20,4 28,5 10,3
= | AKROSOMOM 0 26,8 24,7 9,4 13,2 18,8 31,6 10,7
- %) MELATONIN
«a ° 1 7,8 18,2 23,4 29,9 9,4
= UKUPNO CONTROLNA 0 31,5 339 183 25,7 18,7 29,9 13,6
SPERMLII S 1 22,1 26,8 21,6 30,2 10,7
OSTECENOM
0 27,5 260 10,0 14,6 20,3 33,0 11,9
AKROSOMOM ;e ATONIN
(%) 1 8,4 19,8 24,7 31,1 9,9
o (ONTROLNA 0 66,4 50,6 9,5 63,9 45,8 53,1 20,8
OSTECENJE PLAZMINE 1 76,2" 80,0 530 582 174
MEMBRANE
%) 0 57,8 473  a71®° 60,4 44,0 58,2 20,7
J MELATONIN
1 57,8° 75,3 54,2 61,7 17,5
0 12,9 125 15,8 12,6 6,3 4,9 71
KONTROLNA
OSTECENJE 1 18,1 20,8 4,8 6,0 5,5
KROMATINA (%) 0 15,3 131 11,9 17,3 5,1 6,2 7,3
MELATONIN
1 20,6 20,4 5,2 8,0 5,7
CONTROLNA 0 80,2 62,1 63,0 68,7 71,0 77,5 12,9
OSTECENJEI 1 78,5 74,0 65,3 69,9 11,0
DEPOLARIZACIJA
0 61,5 40,0 56,7 68,9 76,7 69,8 15,3
MITOHONDRIA (%)  MELATONIN
1 60,7 76,1 79,1 71,5 11,4

AB razli¢ite slovne oznake — statisti¢ki znacajna razlika (p<0,05) izmedu kontrolne i pokusne skupine jaréeva
unutar iste podskupine (dodani vitamini ili bez dodanih vitamina C i E) u odredenom periodu pokusa.

Podebljane vrijednosti ukazuju na ukupno statisti¢ki znacajnu razliku (p<0,05) izmedu kontrolne i pokusne
skupine jar¢eva (bez obzira na vitamine) u odredenom periodu pokusa.

75



5.3.4. POKAZATELJI CITOLOSKO-MORFOLOSKE ANALIZE SPERMIJA
U tablici 6. su prikazani razli¢iti pokazatelji citolosko-morfoloske analize ejakulata izmedu

kontrolne i pokusne skupine sa i bez dodanih vitamina C i E u razrijedivac kroz 6 pokusnih
perioda izvan rasplodne sezone. Slicno kao i kod analize proto¢ne citometrije skupina
jarCeva koja je primila implantate melatonina imala je statisticki znacajno vise (p<0,05)
ukupno zivih spermija nakon otapanja nasuprot kontrolne skupine jaréeva u podskupini
bez dodanih vitamina (67,4+5,1% nasuprot 42,6+5,4%), s dodanim vitaminima C i E u
razrijedivac (66,0£5,7% nasuprot 42,8+5,4%) kao i ukupno bez obzira na dodane vitamine
(66,8+4,5% nasuprot 42,7+4,6%) u treCem periodu pokusa. Isto tako, skupina jar¢eva koja
je primila implantate melatonina imala je statisti¢ki znacajno vise (p<0,05) zZivih spermija s
intaktnom akrosomom nakon otapanja nasuprot kontrolne skupine jarceva u podskupini
bez dodanih vitamina (54,0£5,7% nasuprot 34,8+5,5%), s dodanim vitaminima C i E u
razrijedivac (54,746,4% nasuprot 34,4+5,5%) kao i ukupno bez obzira na dodane vitamine
(54,4+5,2% nasuprot 34,6+4,9%) u trecem periodu pokusa. Pokusna skupina jaréeva imala
je u treCem periodu pokusa statisti¢ki znac¢ajno manje (p<0,05) zivih spermija s oSte¢enom
akrosomom nakon otapanja bez obzira na dodane vitamine (1,4+0,6% nasuprot 3,9+0,9%)
kao i ukupno spermija s oSteCenom akrosomom tijekom tre¢eg perioda u podskupini bez
dodanih vitamina (13,0+3,0% nasuprot 25,0+3,9%), s dodanim vitaminima C i E u
razrijedivac¢ (9,5+3,0% nasuprot 37,0+4,4%) te ukupno bez obzira na dodane vitamine
(12,0+2,5% nasuprot 32,7+3,4%) i Cetvrtog perioda u podskupini bez dodanih vitamina
(16,3+4,3% nasuprot 32,3+5,5%) i ukupno bez obzira na dodane vitamine (18,6+3,3%
nasuprot 29,9+3,9%). Pokusna skupina jareva imala je u treCem periodu statisticki
znacajno vise spermija s protoplazmatskom kapljicom u podskupini bez dodanih vitamina
(9,6£2,2% nasuprot 0,44+0,4%), s dodanim vitaminima C i E u razrijedivac (5,7+1,9%
nasuprot 0,8+0,6%) te ukupno bez obzira na dodane vitamine (7,7£1,4% nasuprot
0,6+0,4%). Kod abnormalnih formi spermija, pokusna skupina jarceva je u cCetvrtom
periodu pokusa imala statisticki znaCajno viSe primarno abnormalnih spermija u
podskupini s dodanim vitaminima C i E u razrijediva¢ (15,6+3,4% nasuprot 4,6+2,0%) i
ukupno bez obzira na vitamine (16,0+2,6% nasuprot 7,2+1,8%) te znacajno vise
sekundarno abnormalnih spermija u petom periodu (7,0£1,7% nasuprot 2,6+0,9%) i
ukupno abnormalnih spermija u ¢etvrtom periodu (21,4+5,4% nasuprot 9,6+4,2%) ukupno

bez obzira na dodane vitamine.
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Tablica 6. Pokazatelji citoloSko-morfoloSke analize spermija izmedu kontrolne i pokusne

skupine (aplicirani implantati melatonina) jarCeva alpske pasmine sa i bez dodanog

vitamina C i E u razrijedivac kroz 6 pokusnih perioda izvan rasplodne sezone.

PERIOD
NAKON APLIKACIJE MELATONINA SKUPNA
STANDARDNA
PARAMETAR SKUPINA  VITAMINI 1/2 2/2 1/2 2/2 1/2 22 | on
OZUJAK OZUJAK TRAVANJ TRAVANJ SVIBANJ SvIBANj CVELIPERIOD
5 0 36,7 394  426* 450 58,8 57,7 13,9
UKUPNO ZIVIH KONTROLNA 1 A 47,0 58,5 54,5 10,9
SPERMUA 0 40,5 45,0 42'83 50’7 61’6 55'1 14’1
(%) MELATONIN : 4 67,4 . : L .
1 66,0° 50,7 61,2 56,0 11,1
ZIVISPERMIIS  (ONTROLNA 0 300 342 348" 37,6 52,0 49,6 14,5
INTAKTNOM 1 344 410 49,3 47,6 11,4
AKROSOMOM 0 36,5 425 54,08 42,3 46,4 48,6 15,1
%) MELATONIN
E o 1 54,7° 39,7 50,2 48,6 12,0
5 0 3,3 4,4 3,6 4,0 2,5 2,6 3,1
5 ZIVISPERMUIS | ¢ ONTROLNA
v OSTECENOM 1 4,2 2,0 2,8 1,6 1,9
z AKROSOMOM 0 2,7 2,0 2,0 2,6 3,4 1,2 2,5
= %) MELATONIN
s o 1 0,7 3,3 3,0 2,0 2,0
o<
0 350 274 A A 20,1 22,0 10,7
S UKUPNO SPERMUJI'S  KONTROLNA 25,0 32,3
OSTECENOM 1 37,0" 28,3 19,3 23,7 8,2
AKROSOMOM 0 247 190 13,0° 163°% @ 216 @ 232 9,2
(%) MELATONIN
1 9,58 21,0 21,0 26,1 7,3
0 2,3 1,2 A 1,0 1,6 2,8 2,2
UKUPNO SPERMII'S ' «ONTROLNA 0,4
PROTOPLAZMATSKOM 1 0,8" 0,6 0,5 3,2 1,4
KAPLICOM 0 6,0 3,6 9,6" 1,3 3,0 2,5 3,9
%) MELATONIN .
o 1 5,7 2,0 2,2 2,2 2,6
0 116 54 A 9,3 5,6 4,8 5,3
PRIMARNO KONTROLNA 13,6
ABNORMALNI 1 6,8 4,6" 5,5 4,7 3,3
w SPERMJI 0 125 73 6,35 17,0 7,4 3,8 5,7
s %) MELATONIN R
= ° 1 9,5 15,6 5,0 11,3 45
o
s 0 2,0 1,2 3,0 1,3 1,8 1,6 )
w SEKUNDARNO  kONTROLNA d 2,8
Z ABNORMALNI 1 3,0 3,3 3,1 0,6 2,8
<§‘ SPERMIJI 0 9,5 7,0 1,4 4,6 6,8 3,4 5,2
2 (%) MELATONIN
o) o 1 1,7 6,3 7,2 3,0 3,8
P
0 128 64 16,3 11,0 8,1 6,1 7.9
b UKUPNO KONTROLNA
ABNORMALNI 1 9,6 8,3 9,4 5,0 5,6
SPERMJI 0 20,5 149 8,7 21,3 15,4 6,9 9,6
%) MELATONIN
0 1 11,4 21,6 13,4 7,7 7,1

AB razli¢ite slovne oznake — statisticki znacajna razlika (p<0,05) izmedu kontrolne i pokusne skupine jaréeva
unutar iste podskupine (dodani vitamini ili bez dodanih vitamina C i E) u odredenom periodu pokusa.

Podebljane vrijednosti ukazuju na ukupno statisticki znacajnu razliku (p<0,05) izmedu kontrolne i pokusne
skupine jar¢eva (bez obzira na vitamine) u odredenom periodu pokusa.
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5.3.5. ODNOSI IZMEDU ANTIKSIDACIJSKIH POKAZATELJA 1
POKAZATELJA KVALITETE EJAKULATA NAKON OTAPANJA

U tablici 7. prikazani su razli¢iti medusobni odnosi antioksidativnih pokazatelja u sjemenoj
plazmi i spermijima s pokazateljima kvalitete smrznutog ejakulata analiziranog nakon
otapanja. U obzir su uzeti odnosi gdje je koeficijent korelacije (r) iznosio => 0,35. Nadene
su odredene korelacije antioksidativnih pokazatelja sjemene plazme i spermija jaréeva s

pokazateljima kvalitete sjemena nakon otapanja.
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te

plazmi i spermijima

ivnih pokazatelja u sjemenoj

1vn

du antioksidat

1 1Zzme

Tablica 7. Odnos

pokazateljima kvalitete smrznutog/odmrznutog ejakulata u jarceva alpske pasmine.

SIEMENA SPERMIJI KOMPJUTERSKI POTPOMOGNUTA ANALIZA PROTOCNA CITOMETRIJA CITOLOSKA
PLAZMA MORFOLOGIJA
OSTECENJE | . OSTECENJEI | . UKUPNO
MDA KATALAZA GR SOD GSH-Px GSH-Px/ KATALAZA/ | GR/ POKRETUIVOST PROGRESIVNA veL VsL VAP ALH LIN STR WoB BCF PLAZMINE OSTECENIE DEPOLARIZACIA OSTECENIE ABNORMALNI
SOD el GSH-Px POKRETUIVOST KROMATINA AKROSOME
MEMBRANE MITOHONDRIJA SPERMUJI
$g
s 7 MDA ns ns n.s. ns ns ns ns 038 ns 046 035 043 036 ns ns ns. ns. ns. 037 ns. ns. ns.
I M . - . . - - - P<0,05 : p<0,001  p<0,05 p<0,01  p<0,01 - . . - . p<0,01 - - -
A
0,65 0,89 -0,61 0,38 0,48 0,52 041
KATALAZA ns. P<0,0001. | P<0,0001 n.s. P<0,0000 ns. ns. <005 ns. ns. ns. n.s. ns. ns. n.s. n.s. ns. n.s. p<0,001 n.s. 50,001 <001
GR ns. 065 07 ns. 053 ns. 097 ns. ns ns. ns. ns ns ns ns ns. ns. n.s 0,37 p<0,05 ns. 0% ns
- P<0,0001 P<0,0001 - P<0,0001 - p<0,0001 - - - - - - - - - - - ! P - p<0,001 -
SOD ns. 0% 07 ns. oL ns. ns. ns. ns ns. ns ns ns ns. ns. ns. ns. ns. 07 ns. 080 087
S > P<0,0001 | P<0,0001 > | p<0,0001 > > > N > B N > > > > > > p<0,01 > p<0,0001 p<0,05
m GSH-Px n.s. ns n.s n.s. n.s n.s 95t n.s ns n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s. 037 n.s. 085 n.s
M - - - - - - p<0,0001 - - - - - - - - - - - p<0,05 - p<0,0001 -
GSH-Px/SOD n.s. 06L 053 o7 n.s 073 088 n.s ns n.s n.s ns ns n.s n.s n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 040 n.s
- P<0,0001 : P<0,0001 ; p<0,0001 - P<0,0001 | p<0,0001 - - - - - - - - - - - - - p<0,01 -
0,73 0,40
KATALAZA/SOD ns. ns. ns. ns. ns. P<0,0001 ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns. n.s. ns. pe0,01 -0,40  p<0,01]
GR/GSH-Px n.s. ns 057 n.s. 05l 68 ns n.s ns ns ns ns ns ns ns ns. ns. ns. ns. ns. gl ns.
~ - p<0,0001 - p<0,0001 § p<0,0001 - - - - - - - - ~ - - - ~ - P<0,001 -
POKRETLIVOST 035 038 ns. ns. ns. ns. ns. ns. 0% 062 053 05t 030 ns. ns. ns. ns. 063 ns. 04 ns. ns.
P<0,05 p<0,05 . - . . . - p<00001 | p<0,0001 | p<0,0001 | p<0,0001 i p<0,0001| > . . p<0,0001 > p<0,0001 . -
PROGRESIVNA s ns ns s ns ns ns ns 0,89 0,50 0,58 0,49 0,35 0,50 0,51 0,38 0,35 -0,55 s -0,45 s s
< | POKRETLIVOST . : . - . .. - - p<0,0001 p<0,0001 | p<0,0001 | p<0,0001 : p<0,001 | p<0,0001 | p<0,0001 | p<0,001 | p<0,001 p<0,0001 . p<0,0001 .. -
N
M veL 0,46 ns ns s ns ns ns ns 0,62 0,50 0,87 093 0,65 0,49 ns 0,64 ns -0,47 s ns ns -0,39
z p<0,001 > - . > . . . p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 | p<0,0001 | p<0,0001{ p<0,0001 | I p0,0001| p<0,0001 . - - p<0,001
m vsL 0,35 s ns s s s ns ns 0,53 0,58 0,87 0,9 ns 0,84 0,41 0,89 ns -0,37 s ns ns -043
z p<0,05 B N N B - - ~ p<0,0001 p<0,0001 | p<0,0001 p<0,0001 i ip<00001 | p<0,0001 ;p<0,0001 | p<0,0001 - ~ ~ p<0,0001
m vap 043 ns ns s ns ns ns ns 0,54 0,49 093 0,9 0,42 071 ns 0,86 ns -0,38 s ns ns -0,41
9 p<0,01 > - . > . - . p<0,0001 p<00001 | p<0,0001 | p<0,0001 p<0,0001 | p<0,0001 | ip<00001 | p<0,0001 > . . p<0,0001
=
2 ALH 036 ns ns n.s. ns ns ns. ns. 050 03 065 ns. 042 ns. ns. ns. ns. 037 ns. ns. ns. ns
m p<0,01 . - - - - - - p<0,0001 p<0,001 p<0,0001 . p<0,0001 . . . - p<0,0001 . . - -
m LN ns. ns ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns. 930 049 03t o7t ns o7 05t ns ns n.s. ns. ns 038
2 - = - - = = = - = p<O000L | p<0,0001 | p<O.000L | p<OOO0L: p<O.0001 | pOOOOL | = - - - p0.000L
z STR ns. ns ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns. 05t ns. 041 ns ns 01 039 037 ns. ns. ns. ns. ns.
2 ., - o .. - o o o o p<0,0001 - p<0,0001 - 1§ p<0,0001 p<0,0001 | p<0,0001 - - ~ - -
WOoB ns. ns ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns. 038 064 0% 0% ns 05t 03 036 ns. ns. ns. ns. 037
5. 5. 5. 5. s. . . 5. - p<O0001 | p<0,000L | p<0,0001 | p<00001 i " | p<0,0001 | peo,0001 p<0,001 - . - - p<0,0001
0,35 0,37 -0,36
BCF ns. n.s. n.s. ns. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
p<0,001 p<0,0001 : p<0,001
OSTECENJE
< PLAZMINE ns. ns ns. ns. ns. ns. ns. ns. 96 035 047 037 038 037 ns. ns. ns. ns. 041 036 ns. ns.
2 > > . . > - . . p<0,0001 p<00001 | p<0,0001 | p<0,0001 | p<0,0001  p<0,0001| > . . p<0,0001 p<0,001 - .
£ |..MEMBRANE
2 | OSTECENJE -037 0,48 0,37 0,47 -0,37 0,41
o ns. ns. ns. ns. ns ns. ns. ns ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns. | |035  peo,001]
m KROMATINA P<0,01 p<0,001 | p<0,05 i p<0,01 p<0,05 p<0,0001
< | OSTECENJEI
g DEPOLARIZACIA|  ns. ns n.s n.s. ns ns n.s n.s 049 045 n.s ns ns ns n.s ns n.s ns 036 n.s. 038 n.s
m MITOHONDRIA - - o - - - - o p<0,0001 p<0,0001 - . - . - . - - p<0,001 . p<0,0001 -
-4
o OSTECENJE -0,52 -0,49 -0,60 0,65 0,40 -0,49 0,38
n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. ns. n.s.
AKROSOME p<0,001 | p<0,001 : p<0,0001 p<0,0001 | p<0,01 p<0,001 p<0,0001
<
<2
2 3| ukueno
o= 0,41 037 -0,40 -0,39 -0,43 -0,41 -0,38 -0,37 0,35
= 0| ABNORMALNI ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns.
m = SPERMII p<0,01 p<0,05 p<0,01 p<0,001 | p<0,0001 | p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,001
[sle}
>

GR - Glutation reduktaza; MDA — Malondialdehid; SOD — Superoskid dismutaza; GSH-Px — Glutation

ALH-amplituda

]

VAP- prosje¢ma brzina

ka brzina;

inijs

; VSL- pravoli

ka brzina

inijs

lateralnog otklona glave u odnosu na prosjecnu putanju

VO

VCL- kr

peroksidaza

je;

LIN-indeks linearnosti; WOB- indeks oscilaci

£l

STR- pravolinijski indeks; BCF-frekvencija prelaska pravolinijske putanje u sekundi

Nn.s. — nema statisticke znacajnosti
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6. RASPRAVA

Slobodni radikali su atomi ili molekule koje posjeduju u vanjskoj ljusci
elektronskog omotaca jedan ili viSe nesparenih elektrona $to ih u bioloSkom smislu ¢ini
izuzetno nestabilnim i reaktivnim. Jedan od najznacajnijih bioloski aktivnih radikala su
reaktivni Kisikovi spojevi (ROS). Jedan od glavnih uzroka pada pokretljivosti i ¢imbenika
plodnosti spermija tijekom procesa smrzavanja i odmrzavanja su oksidativna oStecenja
spermija koja nastaju kao posljedica negativnih djelovanja prekomjerne koli¢ine ROS-a,
koje generiraju same stani¢ne komponente sjemena, abnormalni spermatozoi i neutrofili.
Tijekom procesa krioprezervacije  sjemena, spermatozoidi se  podvrgavaju
kemijskom/toksi¢nom, osmotskom, toplinskim, mehani¢kim i oksidacijskom stresu koji
prevladavaju prilikom dodavanja razrjedivaca, hladenja, ekvilibracije, zamrzavanja i
odmrzavanja ejakulata (GRIVEAU i LE LANNOU, 1997.). Antioksidativna zaStita
spermija zapodinje spermiogenezom te se nastavlja u epididimisu tijekom sazrijevanja. U
procesu spermiogeneze dolazi do redukcije citoplazme u spermijima pa je i koli¢ina
antioksidativnih enzima reducirana u spermijima, ali to je kompenzirano onima prisutnim u
sjemenoj plazmi (MAYORGA i sur., 2015.).

ProtuteZzu ROS-u u organizmu ¢ine antioksidansi koji su prisutni u sjemenoj plazmi.
Nesrazmjer produkcije slobodnih radikala i antioksidativne obrane organizma naziva se
oksidativni stres Sto moze dovesti do osteéenja stanica i posljedi¢no neplodnosti.
Antioksidativni mehanizmi su podijeljeni u tri razine obrane organizma. Prvi razinu ¢ine
antioksidativni mehanizmi kao $to su glutation-peroksidaza (GSH-Px), katalaza (CAT),
superoksid dismutaza (SOD) i dr. Druga razina ukljucuje neenzimatske mehanizme poput
vitamina topljivih u mastima i vodi ili tripeptida poput glutation-a (GSH), a trecu razinu
ukljucuje lipaze, peptidaze, proteaze 1 treansferaze koje sudjeluju u popravku prouzrocenih
oStecenja stani¢nih organela (SURAI, 2002.).

Melatonin (5-methoxy N-acetyltryptamine) je hormon kojega za vrijeme no¢nih
sati lu¢i endokrina zlijezda u mozgu-epifiza. Osim §to u ovaca i koza kao sezonski
poliestri¢nih Zivotinja, sudjeluje u regulaciji spolnog ciklusa otkriveno je da melatonin
izravno sudjeluje u provodenju bioloski aktivnih oblika slobodnih radikala u neaktivne
oblike, a neizravno u stimuliranju funkcija antioksidativnih enzima (REITER i sur., 2000.).
Receptori za melatonin nadeni su u blizini hipotalamasa, adenohipofize ali i u Leydig-ovim

Stanicama testisa Sto znaCi da bi melatonin mogao imati direktan utjecaj na testise
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(RAMADAN i sur., 2009.). Isto tako, u¢inci melatonina na kakvocu sperme mogu biti
izravni, buduéi da postoje mjesta vezanja melatonina u spermijima (GONZALEZ-ARTO i
sur., 2014.).

Lipidna peroksidacija jedan je od glavnih uzroka oStecenja spermija malih
prezivaca prilikom procesa dubokog smrzavanja, a melatonin utjeCe na redukciju lipidne
peroksidacije i oCuvanje integriteta stani¢nih membrani spermija (SILVA 1 sur., 2011.).
Dodatak s antioksidansima moze smanjiti utjecaj oksidacijskog stresa izazvanog ROS-om
opcenito tijekom pohrane spermija (MICHAEL i sur., 2009.).

Glavni cilj ovog istraZivanja bio je ustanoviti utjecaj egzogenog melatonina na
antioksidativnu zastitu ejakulata jarceva izvan rasplodne sezone pra¢enjem antioksidativne
enzimske aktivnosti te putem razliitih pokazatelja kvalitete ejakulata prije i poslije

dubokog smrzavanja.

6.1. UTJECAJ MELATONINA NA POKAZATELJE KVALITETE
EJAKULATA PRIJE PROCESA ZAMRZAVANJA

Imlpantati melatonina se naveliko koriste u kontroli reprodukcije malih preZivaca
viSe od 30 godina. Prethodne studije o aplikaciji melatonina u malih preZivaca izvan
sezone parenja pokazale su razli¢itost u dobivenim rezultatima. Uglavnom bi melatonin
Imao pozitivan utjecaj na kvalitetu ejakulata ili samo malo pobolj$anje nekih karakteristika
ejakulata (BUFFONI i sur., 2015.; FAZLI-NEZAD i sur., 2016.; KAYA i sur., 2000.;
RAMADAN i sur., 2009.). FATOBA i ADELOYE (2013.) su u svom istrazivanju imali
pozitivan uéinak egzogenog melatonina za vrijeme rasplodne sezone na sve karakteristike
jar¢evog ejakulata poput pokretljivosti spermija, masovne pokretljivosti spermija,
koncentracije spermija u ejakulatu, udjela Zivih 1 morfoloS8ki normalnih spermija u
ejakulatu uz pad udjela nezrelih, abnormalnih i mrtvih spermija. RAMADAN i sur. (2009.)
su u svom istrazivanju za vrijeme rasplodne sezone imali sli¢ne pozitivne rezultate, ali su u
pokusu prije aplikacije melatonina koristili svjetlosni rezim. Ipak, u istom istraZivanju
efekt svjetlosnog rezima i melatonina izvan rasplodne sezone pozitivno je utjecao samo na
neke reproduktivne karakteristike jarca poput boljeg libida i poboljsao neke pokazatelje
kvalitete sjemena poput ukupnog funkcionalnog broja spermija i ukupnog broja zivih

spermija. Rezultati ovog doktorata pokazuju sli¢nosti s prethodno navedenim radom
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budu¢i da je egzogeni melatonin poboljSao samo odredene parametre kvalitete ejakulata
izvan rasplodne sezone poput gibljivosti, masovne gibljivosti i broja zivih spermija i to
odmah nakon aplikacije melatonina u tre¢em i Cetvrtom periodu dok kasnije nije bilo
razlike izmedu kontrolne i pokusne skupine jar¢eva. CASAO i sur. (2010.) su u svom
istrazivanju proucavali pokretljivost i razli¢ite brzinske parametre spermija nakon
implantata melatonina u ovnova te su objavili ve¢u progresivnu gibljivost spermija u
pokusnoj skupini, ali tek od 46 do 75 dana nakon aplikacije melatonina §to se ne podudara
s rezultatima u ovom istrazivanju. Dokazano je da djelovanje melatonina poc€inje ve¢ 2-3
tjedna od aplikacije u vidu ve¢e mase testisa (CHEMINAU i sur., 1992.). CASAO i sur.
(2013.) su izmjerili vecu koncentraciju melatonina u sjemenoj plazmi tjedan dana i
testosterona 4 tjedna od aplikacije melatonina ovnovima. To bi moglo objasniti zasto je
pokretljivost u ovom istrazivanju bila bolja u pokusnoj skupini ve¢ 1-2 tjedna nakon
aplikacije melatonina budu¢i da melatonin osim indirektnog djelovanja moze djelovati i
direktno u o¢uvanju membrane spermija, a s time i na veéi udio pokretljivih spermija. U
ovom istrazivanju ejakulat se poceo polucivati ve¢ mjesec dana (2 perioda) prije aplikacije
melatonina Sto znaci da su jarcevi ve¢ bili pobudeni (vjerojatno je i porast testosterona bio
ranije) prije aplikacije melatonina te je mozda zato melatonin imao tako brzi u€inak ne
neke parametre kvalitete ejakulata. Iako je u prethodnim istraZivanjima utvrden pozitivan
utjecaj melatonina na libido jaréeva, u ovom istraZivanju nije bilo statisti¢ki znacajne
razlike iako je libido bio veé¢i u pokusnoj skupini jarCeva cijeli period nakon aplikacije
melatonina. Libido bi vjerojatno bio statistcki znacajno veéi u pokusnoj skupini jarceva da
je melatonin apliciran odmah na pocetku (prije prvog perioda) dok se jaréevima jo$ nije
uzimao ejakulat i dok nisu bili pobudeni zenkama u estrusu. Naime, poznato je da se libido
jar¢eva moze poboljSati dovodenjem Zenki u estrusu koje su koriStene kao fantom za
uzimanje ejakulata, a zbog pokusnog dizajna zenke su koriStene i prije pokusa (radi probe i
navikavanja na uzimanje ejakulta) te dva perioda prije aplikacije melatonina S$to je
vjerojatno svim jarevima poboljSalo libido. Isto tako svrha ovog istrazivanja nije bilo
istraziti utjecaj svjetlosnog rezima koje je koristeno u istrazivanju RAMADAN-A i sur.
(2009.) te bi se zbog toga utjecaj melatonina na libido jarceva trebao dodatno istraziti.
Melatonin u ovom istrazivanju nije imao utjecaja na ostale testirane pokazatelje poput
volumena ejakulata, koncentracije spermija (ukupni broj spermija i ukupni funkcionalni
broj spermija) $to nije u skladu s rezultatima dobivenim od ZARAZAG i sur. (2010.) koji

su objavili poboljsanje ovih pokazatelja u Mediteranskih jar¢eva nakon aplikacije
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melatonina. Kao i kod prethodno navedenih istrazivanja ove razlike u dobivenim
poboljsanjima odredenih pokazatelja kod Mediteranskih jarCeva mogu biti pripisane
prvenstveno razli¢itim pokusnim dizajnom koji je ukljucivao i svjetlosni rezim (tretman
dugim danima) prije aplikacije melatonina te razlikama u klimatskoj zoni i pasmini
jar¢eva. KAYA i sur. (2000.) u svom istrazivanju u ovnova nisu dobili razlike u volumenu,
koncentraciji 1 udjelu abnormalnih spermija izmedu kontrolne i melatoninske skupine $to
je u skladu s ovim istrazivanjem. Iako se udio patoloskih oblika spermija nije znacajno
razlikovao izmedu skupina, primije¢eno je kako se kroz pokusni period udio takvih
spermija (ponajvise patoloskih oblika repa spermija) smanjivao u obje skupine, a pogotovo
u pokusnoj skupini jareva gdje je utvrdena statistiCcki znacajna razlika izmedu prvog i
Sestog perioda pokusa. Istovremeno s padom udjela patoloskih oblika spermija povecavao
se udio Zivih spermija kroz period pokusa u obje skupine slicno kao u istrazivanju
RAMADAN i sur. (2009.). Takvi rezultati mogu se objasniti opée poznatom ¢injenicom da
je kvaliteta ejakulata nakon duljeg perioda neejakuliranja znatno lo$ija te da se postupno
koristenjem jaréeva u reprodukciji ta kvaliteta poboljSava. Mozda to objasnjava zasto su
gibljivost i udio zivih spermija u pokusnoj skupini jar¢eva bili znacajno bolji samo u
trecem i Cetvrtom periodu dok su se kasnije u petom i Sestom periodu ti pokazatelji
poboljsali 1 u kontrolne skupine jar¢eva pa nije bilo razlike izmedu skupina.

Spermiji sadrzavaju veéi udio nezasi¢enih masnih kiselina koje su osjetljive na
lipidnu peroksidaciju §to moze prouzro€iti osteenja membrane posebno u dijelu akrosome
spermija te posljedi¢no dovesti do smanjenog udijela Zivih spermija i smanjene gibljivosti
(AGARWAL i sur., 2014.). Dokazano je antioksidativno djelovanje melatonina na stanice
spermija koje utjee i na smanjenje lipidne peroksidacije spermija (GAVELLA i
LIPOVAC, 2000.). Isto tako, poznato je da melatonin Stiti mitohondrije stanica spermija od
ostecenja uzrokovanih reaktivnim kisikovim spojevima putem antioksidativnih
mehanizama zaStite (CASAO i sur., 2013.). Takvo zastitno antioksidativno djelovanje
melatonina je najvjerojatnije razlog zasto je pokusna skupina jarCeva u ovom istrazivanju
imala bolje rezultate pokretljivosti i udjela zivih spermija odmah nakon aplikacije
melatonina. Razlike u u€inkovitosti melatonina na kvalitetu sjemena u jarCeva za vrijeme i
izvan rasplodne sezone objasnjeno je sezonskom i mjesenom varijacijom u koncentraciji
melatonina. SHEIKHELDIN i sur. (1992.) su objavili da je koncentracija melatonina
krajem ljeta 1 u jesen (rasplodna sezona) signifikantno ve¢a nego u zimi i proljecu (period

izvan rasplodne sezone). Aplikacija egzogenog melatonina jar¢evima za vrijeme rasplodne
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sezone, kada endogeni melatonin doseze svoju maksimalnu koncentraciju, ocito je dodatni
efekt koji rezultira dodatnim pobolj$anjem kvalitete sjemena za razliku od perioda izvan
rasplodne sezone kada endogeni melatonin doseze najnize koncentracije. Rezultati ovog
istrazivanja potvrduju da se aplikacijom egzogenog melatonina izvan rasplodne sezone
znaCajno poboljsa kvaliteta ejakulata gledano kroz gibljivost, masovnu gibljivost i udio
zivih spermija odmah nakon aplikacije u trajanju od 2-4 tjedna. Rezultati dobiveni u ovom
istrazivanju imaju i prakticnu primjenu. Prvo, sjeme dobiveno od jarCeva tretiranih
melatoninom moze se koristiti za umjetno osjemenjivanje te se tako produzuje dostupnost
seksualno aktivnih jarCeva tijekom cijele godine i drugo, tretirani jarcevi se mogu koristiti
za stimuliranje Zenki efektom muzjaka nakon odvajanja i ponovnog uvodenja u stado izvan

rasplodne sezone.

6.2. UTJECAJ MELATONINA NA ANTIOKSIDACIJSKI SUSTAV U
SJEMENOJ PLAZMI | SPERMIJIMA

Prema naSem saznanju u dostupnoj literaturi nema podataka/istrazivanja u kojima je
istrazivan uc¢inak melatonina na antioksidacijsku zastitu sjemena jaréeva u rasplodnoj
sezoni kao ni izvan nje. Nadalje, po prvi puta su odredivani antioksidacijski enzimi (SOD;
CAT; GSH-PX i GR) i MDA u spermijima malih prezivaca, a koncentracija MDA je po
prvi puta odredena u sjemenoj plazmi malih prezivaca. Prema tome, do sada ni u¢inak
egzogenog melatonina na aktivnosti navedenih antioksidacijskih enzima i koncentraciju
MDA u sjemenoj plazmi i spermijima jar¢eva izvan rasplodne sezone nije poznata. Shodno
tome, rasprava ovog istrazivanja temeljit ¢e se na usporedbi rezultata dobivenih od skupine
autora koji su istrazivali u€inak melatonina na koncentraciju testosterona, aktivnost
antioksidacijskih enzima u sjemenoj plazmi ovnova izvan rasplodne sezone te povezanost
koncentracije melatonina s aktivnosti antioksidacijskih enzima u sjemenoj plazmi ovnova u
rasplodnoj sezoni kao i izvan nje (CASAOQO i sur., 2010., CASAOQ i sur., 2013.). Prije svega,
znacajno je naglasiti da nije utvrdena znacajna razlika izmedu istrazivanih skupina jar¢eva
u aktivnosti antioksidacijskih enzima u sjemenoj plazmi prije umetanja implantata
melatonina, §to je bilo slucaj i sa istrazivanjem koje su sproveli CASAO 1 sur. (2013.).
Navedeni autori takoder nisu ustvrdili znaCajnu razliku izmedu istrazivanih skupina

ovnova u aktivnosti antioksidacijskih enzima u sjemenoj plazmi prije umetanja implantata
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melatonina. Sto se ti¢e aktivnosti antioksidacijskog enzima u sjemenoj plazma istrazivanih
jareva, U ovom istrazivanju znacajne razlike u aktivnostima izmedu pokusne i
melatoninske skupine, ustvrdene su samo u dva enzima i to GR i GSH-PX, sto je sukladno
rezultatima istraZivanja u ovnova kojeg su proveli CASAO i sur. (2013.). No, u ovom
istrazivanju aktivnost GR bila je zna¢ajno veca u svim periodima istrazivanja u kontrolnoj
skupini, a u navedenih autora aktivnost GR bila je znacajno veca u melatoninskoj skupini
jarceva, ali tek nakon 9. do 14. tjedna nakon aplikacije melatonina. U ovom istrazivanju je
istrazivan uc¢inak melatonina samo 8 tjedana nakon umetanja implantata te bi se mozda
aktivnost GR u sjemenoj plazmi jar¢eva melatoninske skupine povecala 9. tjedna 1 u nasem
istrazivanju. Mozda su razlike u rezultatima posljedica koristenja 4 implantata melatonina
u ovom istrazivanju (72 mg melatonina), dok su CASAO i sur. (2013.) Koristili 3
implantata melatonina (54 mg). Aktivnost GSH-Px bila je znacajno veca u melatoninskoj
skupini u sjemenoj plazmi jareva ovog istraZivanja te je sli¢no utvrdeno i kod ovnova, ali
u razli¢itim periodima istrazivanja. Tijekom ovog istrazivanja nije ustvrdena znaajna
razlika u aktivnosti SOD i CAT u sjemenoj plazmi izmedu istrazivanih skupina jaréeva
tijekom cijelog pokusnog perioda. CASAO i sur. (2013.) takoder nisu ustvrdili znacajne
razlike u aktivnostima navedenih enzima u sjemenoj plazmi ovnova tijekom istrazivanog
perioda (21. tjedan nakon aplikacije melatonina), unato¢ njihovim prethodnim rezultatima
u kojima su ustvrdili razlike u vrijednostima aktivnosti CAT i SOD u sjemenoj plazmi
ovnhova u rasplodnoj sezoni i izvan nje (MARTI i sur., 2007.) te korelaciji izmedu
koncentracije melatonina u sjemenoj plazmi i aktivnosti CAT i SOD (CASAO i sur.,
2010.). Navedeni autori prethodno utvrdene razlike pripisuju dugoroénim ucinkom
melatonina na aktivnosti SOD i CAT u sjemenoj plazmi ovnova, a koji se ne moze
inducirati/posti¢i  kratkotrajnim porastom koncentracije melatonina, koji je rezultat

aplikacije melatoninskih implantata.

U ovom istrazivanju utvrdene su znacajne razlike u aktivnosti vecine istrazivanih
antioksidacijskog enzima (SOD, GSH-Px i GR) u spermijima izmedu istrazivanih skupina
jarCeva. Naime, aktivnost navedenih enzima bila je znacajno veca u spermijima kontrolne
skupine jaréeva i to aktivnost GR (u 3., 4., 5. 1 6. periodu istrazivanja) i SOD (u 4., 5.1 6.
periodu istrazivanja), a aktivnost GSH-Px samo u 6. periodu. Aktivnost CAT i
koncentracija MDA u spermijima jareva nije se znacajno razlikovala izmedu skupina.
Tako dobivene rezultate ovog istrazivanja tesko je protumaciti, jer mehanizam djelovanja

melatonima u potpunosti nije razjasnjen. Naime, CASAO i sur. (2012.) su dokazali
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prisutnost i distribuciju melatoninskih MT1 i MT2 receptora u spermijima ovna, ali
biokemijski putevi koje pokrecu ti receptori i njihova funkcija u plodnosti nije u potpunosti
razjaSnjena. Medutim, u¢inak melatonina na aktivnost antioksidacijskog enzima moze
ukljucivati druge putove koji nisu povezani s aktivacijom melatoninskih receptora. Zbog
svoje lipofilne prirode, melatonin jednostavno prolazi kroz stani¢ne membrane te moze
modulirati kalcij-kalmodulin signalni put, izravnim vezanjem za kalmodulin (BENITEZ-
KING i sur., 1993.) i regulirati ekspresiju gena antioksidacijskih enzima preko nuklearnih
receptora (PABLOS i sur., 1997.). Prema nekim dobivenim korelacijama u ovom
istrazivanju, a pogotovo pozitivnom korelacijom aktivnosti antioksidacijskih enzima SOD i
GR u spermijima s oSte¢enjem kromatina mogla bi se djelomi¢no protumaciti veéa razina
antiosidativnih enzima u spermijima kontrolne skupine. Naime, pretpostavljamo da je
kontrolna skupina jarCeva imala vecu koli¢inu stvorenih ROS-a u spermijima pa su
aktivnosti SOD, GR i GSH-Px (samo u 6. periodu istrazivanja) bile zna¢ajno poveéane kao
odgovor na vece koli¢ine generiranih ROS-a. Budu¢i da je jezgra spermija okruzena
citoplazmom u kojoj su antioksidativni enzimi moze se pretpostaviti da je pokusna skupina
imala manje antioksidativnih enzima u spermijima zbog slabije izloZenosti kromatina
djelovanju ROS-a, a $to se moze dovesti u vezu s pozeljnim djelovanjem melatonina na

spermije.

Tijekom oksidacijskih metaboli¢kih procesa u stanici nastaju potencijalno Stetni
ROS. Reaktivne kisikove spojeve neutraliziraju antioksidacijski enzimi. Naime, prvu liniju
obrane ¢&ini SOD, enzim koji superoksidne radikale (-O%) pretvara u H20,. Nakon toga
CAT i GSH-Px neovisno jedna o drugoj pretvaraju vodikov peroksid u vodu. Dok je CAT
odgovorna za njegovu izravnu razgradnju na H20 i Oz, uklanjanje H202 putem GSH-PX-a
ovisi o oksidaciji reduciranog oblika glutation (GSH) u oksidirani oblika glutationa
(GSSG), kojeg GR reducira natrag u GSH, koji djeluje antioksidativno i takoder je
ukljuden u aktivnost GSH-Px-a. Stovise, GSH-Px je takoder odgovoran za uklanjanje
organskih peroksida, za razliku od CAT (TORRES i sur., 2011.). Stoga su antioksidativni
enzimi kljuéni za odrZavanje oksidansa unutar fizioloskih razina, a njihove funkcije
medusobno su ovisne/povezane. Neravnoteza antioksidativnih enzima moze uzrokovati
nakupljanje ROS-a i RNS-a koji dovode do osteCenja stanica. Primjerice, neravnoteza u
omjeru SOD prema GSH-Px i CAT rezultira nakupljanjem H20: koji moze sudjelovati u

Fentonovoj reakciji, Sto rezultira stvaranjem Stetnih hidroksilnih radikala. Hidroksilni
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radikali su vrlo reaktivni ROS 1 uzrokuju oSte¢enje makromolekula kao $to su DNK,

bjelancevine i lipidi (DE HAAN i sur., 1995., TORRES i sur., 2011.).

Razli¢iti su autori predlozili da se omjeri aktivnosti antioksidativnih enzima mogu
smatrati pokazateljima oksidativnog stresa i mogu dati uvid u adaptaciju i status sustava
antioksidacijskih enzima (SOMANI i sur., 1997., OJEDA i sur., 2009.). Nadalje, pojedini
autori smatraju da bismo trebali uzeti u obzir vrijednosti omjera izmedu samih
antioksidativnih enzima, ces¢e nego li njihove pojedinacne specificne aktivnosti, kako
bismo bolje procijenili koliko se, odnosno da 1i se organizam moze zastititi od oStecenja
prouzro¢enih oksidativnim stresom (AMICARELLI i sur., 1999., AVANZO i sur., 2001.).
Tako je u ovom istrazivanju osim pojedina¢nih vrijednosti antioksidativnih enzima
odreden i njihov medusobni omjer. Odnos CAT/SOD je od velike vaznosti jer moze
ukazati na sposobnost tkiva da se nosi s oksidativnim stresom. S druge strane, omjer
GR/GSH-Px predstavlja u¢inkovitost pretvorbe GSSG u GSH (SOMANI i HUSAIN,
1997.; OJEDA i sur., 2009.) te se koristi u boljoj procijeni ciklusa glutationa (TORRES i
sur., 2011.). Navedeni autori navode da promjene u omjerima antioksidacijskih enzima
odnosno povecanje omjera CAT/SOD i GR/GSH-Px u jetri mladunc¢adi $takora ukazuju na
¢injenicu da enzimi ne uklanjaju ucinkovito ROS, potvrdujuc¢i oksidacijsko oStec¢enje
(OJEDA i sur., 2009.). Prema tumacenju navedenih autora dobiveni rezultati ovog
istrazivanja ukazuju da je egzogeni melatonin imao povoljan u¢inak na omjer GR/GSH-Px
antioksidacijskih enzima u pojedinim pokusnim periodima. Naime, zna¢ajno povoljniji/nizi
omjer GR/GSH-Px imala je melatoninska skupina jareva u sjemenoj plazmi (u 5.
pokusnom periodu), odnosno u spermijima (u 6. pokusnom periodu) u odnosu na kontrolnu
skupinu jarCeva. Medutim, u ovom istrazivanju utvrden je znaajno vec¢i omjer
antioksidacijskin enzima CAT/SOD i to u spermijima i u sjemenoj plazmi
pokusne/melatoninske skupine jaréeva u odnosu na kontrolnu (u 6. pokusnom periodu).
Identi¢ni rezultati utvrdeni su i u omjeru GSH-Px/SOD, odnosno zabiljezen je znacajno
ve¢i omjer navedenih enzima u melatoninskoj skupini jareva i spermijima i u sjemenoj
plazmi (takoder u 6. pokusnom periodu). Prema OJEDA i sur. (2009.), ve¢i omjer
CAT/SOD nije povoljan te egzogeni melatonin nema povoljan ucinak na navedeni omjer.
Dok, AMICARELLI i sur. (1999.) te AVANZO i sur. (2001.) navode da povecanje omjera
CAT/SOD i GSH-Px/SOD, moze ukazivati na aktivaciju obrane antioksidacijskih enzima
protiv Stetnih u¢inka ROS-a, dok bi smanjenje jednog ili oba omjera ukazivalo na

smanjenu ucinkovitost vezanja ROS-a §to moze prouzroditi oksidativna oSte¢enja. Prema
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navodima prethodno spomenutih autora egzogeni melatonin u ovom istrazivanju imao je
povoljni u¢inak na CAT/SOD i GSH-Px/SOD omjere u spermijima i sjemenoj plazmi
jarCeva Sto ukazuje da utjeCe na podizanje antioksidativne enzimske zastite protiv Stetnih
u¢inaka ROS-a. Nadalje AMICARELLI i sur. (1999.) te AVANZO i sur. (2001.) navode
da povecanje GR/GSH-Px omjera ukazuje na to da ¢e sustav moci zadrzati visoke razine
GSH 1 osigurati zaStitu stanica; kada se taj omjer smanji, stanica mozda nece proizvesti
dovoljno GSH da bi se oslobodila organskih i anorganskih peroksida ili ROS-a. Sli¢no
navode PESCE i sur. (2014.), te smatraju da nizi omjer SOD/CAT (odnosno vi$i omjer
CAT/SOD) i GR/GSH-Px ukazuju na veéu ucinkovitost u antioksidacijskom odgovoru.
Navedene se reakcije takoder javljaju tijekom stani¢nog metabolizma. Kada se razina
aktivnosti SOD poveca u stanici bez proporcionalnog povecanja aktivnosti peroksidaza,
stanica se suoCava s izazovom preoptereCenja peroksida. Peroksid moze reagirati s
prijelaznim metalima i generirati hidroksilni radikal koji je najstetnija vrsta reaktivnog
kisika (SPERANZA i sur., 2008.; PESCE i sur., 2014.). Naime, prema tumacenju ovih
autora rezultati ovog istrazivanja ukazuju na to da je melatonin pozitivno utjecao na razinu
omjera CAT/SOD, a negativno na razinu omjera GR/GSH-Px u spermijima i sjemenoj
plazmi jarceva. Prema nasem saznanju u dostupnoj literaturi nema podataka/istraZivanja u
kojima su odredivani omjeri antioksidacijskih enzima u sjemenu muskaraca i/ili muzjaka
bilo koje vrste stoga je tumacenje dobivenih omjera otezano. Dostupni podatci 0
spomenutim omjerima odredeni su u tkivima razliitih organa i razlicitih vrsta Zivotinja te
ljudi sa drugacijim dizajnom pokusa, Sto zapravo i nije usporedivo sa rezultatima
dobivenim u ovom istrazivanju. Prema dobivenim rezultatima ovog istraZivanja egzogeni
melatonin imao je utjecaj na omjere antioksidacijskih enzima, napose u 5. i 6. pokusnom
periodu i u spermijima i u sjemenoj plazmi jareva, no nuzna su daljina istrazivanja kako

bi mogli pravilno tumaciti njegov ucinak na sjeme tretiranih jarceva.

6.3. ANTIOKSIDANSI | POKAZATELJI KVALITETE EJAKULATA
NAKON PROCESA SMRZAVANJA/ODMRZAVANJA

Procesi smrzavanja i odmrzavanja ejakulata Stete membrani spermija, ali i ostalim
strukturama spermija poput akrosome i mitohondrija $to dovodi do pada prezivljavanja,

pokretljivosti spermija i njihove sposobnosti oplodnje (MEYERS, 2005.; PENA i sur.,
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2009.). Glavni razlog za smanjeno prezivljavanje spermija nakon procesa
smrzavanja/odmrzavanja je oSteenje membrane spermija uzrokovano lipidnom
peroksidacijom zbog povecanih razina reaktivnih kisikovih spojeva (LOPES i sur., 1998.).
Plazmina membrana spermija u malih prezivaca sadrzi dosta nezasi¢enih masnih kiselina
koje su podlozne lipidnoj peroksidaciji i to je najvazniji razlog oStecenja membrane
posebno u dijelu akrosome (LEWIS i sur., 1997.; AGARWAL i sur., 2014.). Gubitku
antioksidativne sposobnosti ejakulata mogu doprinijeti i promjene u razini antioksidativnih
enzima (MEYERS, 2012.).

Vise puta spomenuto antioksidativno djelovanje melatonina trebalo bi biti
najefikasnije upravo prilikom procesa smrzavanja i odmrzavanja kada su spermiji
podvrgnuti kemijskom/toksi¢nom, osmotskom, toplinskom, mehani¢kom i oksidacijskom
stresu (GRIVEAU i LE LANNOU, 1997.). Uloga melatonina u o¢uvanju spermija osim na
antioksidativnim svojstvima temelji se 1 na antiapoptotickim svojstvima S$to moZze
poboljsati ili zadrzati kvalitetu ejakulata (BEJARANO i sur., 2014.; REITER i sur., 2007.).
U nekim istrazivanjima koja su koristila implantate melatonina u ovnova, kvaliteta
ejakulata nakon procesa smrzavanja je bila bolja upravo zbog antioksidativnih svojstava i
zastitnog ucinka protiv oksidativnog osStecenja (KAYA i sur., 2001.; ASHRAFI i sur.,
2011.). U istrazivanju KAYA-e i sur. (2001.) ejakulat ovnova kojima je apliciran
melatonin izvan rasplodne sezone imao je veci postotak zivih spermija 1 Zivih spermija s
intaktnom akrosomom nakon odmrzavanja. Isti autori su ustanovili da je ejakulat ovnova s
primljenim melatoninom imao smanjeni udio enzima aspartat amino-transferaze (AAT)
nakon otapanja §to dovode u vezu sa smanjenim propuStanjem spomenutog enzima kroz
membranu spermija tj. da je membrana spermija bila bolje o¢uvana tijekom procesa
krioprezervacije. Sli¢no kao i kod KAYA i sur. (2001.), u ovom istrazivanju je isto
zabiljezen veci ukupni udio Zivih spermija te zivih spermija s intaktnom akrosomom nakon
otapanja u pokusnoj skupini jaréeva. Gledajuéi rezultate kroz periode statisti¢ki znacajna
razlika u udjelu Zivih spermija bila je u 3. periodu tj. odmah nakon aplikacije implantata
melatonina slicno kao i kod svjezeg ejakulata gdje je znacajniji porast zivih spermija bio u
3. ali i u 4. periodu. Osim u udjelu zivih spermija u ovom istrazivanju zabiljezen je i veéi
postotak pokretljivin i progresivno pokretljivin spermija nakon otapanja u ejakulatu
poluc¢enom u 3. periodu tj .odmah nakon aplikacije melatonina. Ti rezultati nisu u skladu s
istrazivanjima GALLEGO-CALVO i sur. (2015). koji nisu dobili nikakvo poboljsanje

pokretljivosti spermija nakon otapanja sjemena u jar¢eva tretiranih melatoninom. Rezultati
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ovog istrazivanja su donekle u skladu s rezultatima CASAO i sur. (2010.) koji su imali
veéi udio progresivno pokretljivih spermija u svjezem ejakulatu ovnova tretiranih
melatoninom izvan sezone parenja. Donekle zato $to su potonji autori imali taj porast tek
od 46 do 75 dana nakon aplikacije melatonina, a ne odmah kao u ovom istrazivanju kod
svjezeg 1 odmrznutog ejakulata. Razlog zasto se rezultati ovog istrazivanje razlikuju od
rezultata GALLEGO-CALVO i sur. (2015.) je vjerojatno zbog drugacijeg
eksperimentalnog dizajna jer su navedeni autori koristili iste jarCeve kojima su dali
melatonin ili su im skratili svjetlosne dane na 2 mjeseca, zatim su ti isti jar¢evi bili na
dugim svjetlosnim danima 2 mjeseca te im je nakon toga opet apliciran melatonin ili su
stavljeni na kratke dane kroz 2 mjeseca. To zna¢i da nisu imali istovremeno pokusnu
skupinu s melatoninom ili kratkim danima i kontrolnu skupinu zivotinja. Isto tako iz
njihovog istrazivanja nije jasno da li je rije¢ o istom sjemenu koje je pregledano svjeze i
poslije smrznuto pa opet pregledano ili su koristili drugo sjeme prilikom krioprezervacije.
Mozda je to djelomic¢no razlog zasto su navedeni autori imali poboljSanje kvalitete svjezeg
ejakulata u jarceva tretiranih melatoninom ili kratkim danima, ali isto to nisu dobili kod
odmrznutog ejakulata. Dio odgovora zasto su u ovom istrazivanju dobiveni sli¢ni rezultati
svjezeg i odmrznutog ejakulata na odredene pokazatelje kvalitete (pokretljivost i udio zivih
spermija) je to $to je rije¢ upravo o istom sjemenu koje je pregledano svjeze te nakon
procesa krioprezervacije i odmrzavanja opet detaljnije pregledano pomocu CASA-e i
proto¢ne citometrije. Ipak, iz tog razloga ne moZe se utvrditi da li je ejakulat jarceva u
gibljivost 1 veci udio zivih spermija u odmrznutom ejakulatu pokusnih jar¢eva bio samo
preslika rezultata svjezeg ejakulata. Jo§ vazniji razlog ove tvrdnje je taj Sto je u ovom
istrazivanju izdvojena sjemena plazma prije smrzavanja spermija za potrebe analize
antioksidativnih enzima, a s plazmom je izdvojen i melatonin koji bi mogao direktno
utjecati na zaStitu sjemena tijekom procesa krioprezervacije. Isto tako, neki od
antioksidativnih enzima (indirektni utjecaj melatonina) mjerenih u izdvojenoj sjemenoj
plazmi razlikovali su se izmedu skupina tek u zadnjem periodu istraZivanja te se ne mogu
povezati s boljom kvalitetom sjemena prije i nakon odmrzavanja nadenom u 3. periodu
GALLEGO-CALVO i sur. (2015.) spominju da je vjerojatni razlog podjednake kvalitete
odmrznutog sjemena jaréeva izmedu skupina taj $to su prije smrzavanja isprali spermije od

.....

CASAO i sur. (2010.) tvrde da je pozitivni ucinak melatonina upravo to Sto Stiti
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spermatozoide od razliitih vrsta nepovoljnih manipulacija sjemenom. I druga istrazivanja
spominju da oksidacijski stres spermija promoviraju neki procesi krioprezervacije kao
centrifugiranje i razrjedivanje upravo zato jer se uklanjaju ili razrjeduju antioksidativni
spojevi prisutni u sjemenoj plazmi (LI i sur., 2010.; CHEN i sur., 2014.). Vaznost
antioksidanata u sjemenoj plazmi je 1 zbog toga Sto tijekom spermatogeneze dolazi do
reduciranja citoplazme u spermijima pa je i koli¢ina antioksidativnih enzima ogranicena u
spermijima, ali se to kompenzira upravo s onima prisutnima u sjemenoj plazmi
(MAYORGA i sur., 2015.). Zbog tog razloga u ovom istrazivanju se ne moze govoriti o
protektivnoj ulozi melatonina tijekom procesa smrzavanja budu¢i da je sjemena plazma
izdvojena prije procesa smrzavanja, a antioksidansi prisutni u spermijima vjerojatno nisu
bili dostatni za bolju zastitu spermija. Ipak, zanimljivo je da su pozitivni i negativni
korelacijski odnosi u ovom istrazivanju nadeni upravo izmedu antioksidativnih enzima u
spermijima, a ne sjemenoj plazmi, s oSte¢enjem DNK i oSte¢enjem akrosome spermija.
Tako su katalaza, glutation reduktaza i superoksid dismutaza u spermijima imali negativan
korelacijski odnos s oSteenjem akrosome. Dva od tri enzima (GR i SOD) su nadena u
znacajno manjoj koncentraciji u spermijima pokusne skupine jarceva $to bi s obzirom na
korelacijski odnos znacilo da su ejakulati u pokusnoj skupini imali ve¢i udio spermija s
oStecenom akrosomom. Ipak tome u prilog ne govore rezultati proto¢ne citometrije gdje je
nadeno da je upravo kontrolna skupina imala ve¢i udio ukupnog oSte¢enja akrosome u 3.
periodu dok u ostalim periodima nije bilo razlike. Budué¢i da normalni spermiji sadrze jako
malo citoplazme i1 s njom antikosidativnih enzima, teSko je povezati koncentraciju
navedenih enzima u citoplazmi s oste¢enjem akrosome gdje tih enzima nema. Zbog toga
ovaj nalaz negativne korelacije enzima glutation reduktaze i superoksid dismutaze s
osSte¢enjem akrosome ne bi trebalo povezivati s niZom razinom navedenih enzima u
spermijima pokusne skupine. Vjerojatnije je da je ta niza razina enzima u pokusnoj skupini
posljedica zato Sto su spermiji u toj skupini proizvodili manje reaktivnih kisikovih spojeva.
Neki autori manju koncentraciju enzima u spermijima ljudi (poput superoksid dismutaze)
povezuju s normalnim razvojem i sazrijevanjem spermija koji za razliku od ostalih
abnormalnih i nezrelih spermija sadrze dosta manje citoplazme, a s njom i SOD enzima
(AITKEN isur., 1996.).

Dosta autora je istrazivalo utjecaj melatonina na kvalitetu sjemena prilikom
smrzavanja/odmrzavanja tako $to su ga dodavali direktno u razjedivac¢. Tako su dobiveni

razliciti rezultati i uglavnom je ustanovljeno da zastitni u¢inak melatonina postoji i da ovisi
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o dozi dodanog melatonina u razrjediva¢ izmedu Zivotinjskih vrsta i unutar njih. Tako su
SUCCU i sur. (2011.) ustanovili da je najbolja doza melatonina dodana u razrjedivaé bila
1000 nM te je takav ejakulat ovnova nakon odmrzavanja imao bolju pokretljivost,
ocuvanost integriteta DNK 1 veci postotak oplodnje od ejakulata s manjom ili veCom
dozom dodanog melatonina. Drugi autori u svom istrazivanju su ustanovili da je doza
dodanog melatonina od 100 pM u razrjediva¢ uzrokovala bolju pokretljivost, bolju
oCuvanost plazmine membrane i integritet akrosome spermija te vecu aktivnost
mitohondrija nakon otapanja u ejakulatu ovnova za razliku od kontrolne grupe kojoj nije
dodan melatonin u razrjediva¢ (SOUZA i sur., 2016.). Osim utjecaja melatonina na
kvalitetu smrznutog/odmrznutog sjemena analizirao se i njegov utjecaj tijekom hladenja i
pohrane na 5 °C kroz 48 sati. Tako je dodani melatonin u razrjediva¢ imao pozitivan utjecaj
na kvalitetu ejakulata u ovnova (CANO-SUAREZ i sur., 2013.), dok se u jarCeva nije
polucio pozitivan efekt na kvalitetu sjemena vjerojatno zbog negativnog utjecaja DMSO-a
(dimetil sulfoksid) u razrjedivatu na melatonin (MOAZZAMI i sur.,, 2014.). Bolju
pokretljivost spermija u istrazivanjima s melatoninom moze se protumaciti boljom
zaititom funkcije mitohondrija (LOPEZ i sur., 2009.). Smatra se da je mitohondrij u stanici
glavni izvor ROS-a te da se na njega Cesto vezu slobodni radikali koji ga mogu ostetiti.
Reaktivni kisikovi spojevi proizvedeni u mitohondriju vezu se na proteine masti i
mitohondrijsku DNK. U ovom istrazivanju iako je u 3. periodu izmjerena znacajno bolja
pokretljivost spermija u pokusnoj skupini te rezultate u istom periodu nisu pratili i rezultati
vezani za oSteCenje 1 depolarizaciju mitohondrija nakon otapanja. Ipak, iako nije bilo
statistiCke znacCajnosti, pokusna skupina je imala neSto manji postotak oStecenja i
depolarizacije mitohondrija nakon otapanja u 3. periodu koji je mogao biti dostatan za
razliku u pokretljivosti spermija izmedu skupina. Slicno je i1 sa razliCitim brzinskim
parametrima. Naime, iako rezultati krivolinijske, pravolinijske i prosjecne brzine nisu bili
statisticki znacajno razli¢iti u 3. periodu, pokusna skupina je ipak imala neSto vece
vrijednosti za razliku od kontrolne skupine jareva. Kako je ve¢ spomenuto vjerojatno bi se
na rezultate drugacije utjecalo da se nije ejakulat centrifugirao radi izdvajanja sjemene
plazme te se u ovom slu¢aju teSko mogu komentirati rezultati pokazatelja nakon otapanja
sjemena. U prilog ovoj tvrdnji ide i novije istrazivanje kod bikova (PANG i sur., 2016.)
gdje je proucavan dodani melatonin na ejakulat nakon otapanja te je ustanovljeno da takav
ejakulat osim boljeg integriteta plazmine membrane i akrosome ima i bolju aktivnost

mitohondrija uz smanjenje intracelularnog ROS-a. Razli¢ita koncentracija nekih
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antioksidativnih enzima izmedu skupina u sjemenoj plazmi i spermijima nadena u ovom
istrazivanju mogla je utjecati na ROS i bolju aktivnost mitohondrija, ali to nije bilo vidljivo
u rezultatima analizom oSte¢enja i depolarizacije mitohondrija te analizom brzinskih
parametara nakon otapanja. Jedina razlika bila je u 4. periodu pokusa gdje je pokusna
skupina imala vecu frekvenciju prelazaka pravolinijske putanje spermija u sekundi. Budu¢i
da je ve¢ spomenuto kako je izdvajanjem sjemene plazme prije smrzavanja izdvojen
melatonin 1 antioksidativna zastita, ostala je samo zaStita u samim spermijima koja ocito
nije bila dostatna, a tome u prilog ide i ¢injenica da niti jedan od mjerenih antioksidativnih
enzima u spermijima nije korelirao s oSte¢enjima i depolarizacijom mitohondrija te s
razli¢itim brzinskim parametrima. Samo je katalaza izdvojena u spermijima negativno
korelirala s ukupnom pokretljivoséu. GALLEGO-CALVO i sur. (2015.) u svom
istrazivanju kod sjemena jarCeva isto tako ne nalaze razlike u brzinskim parametrima
mjerenim nakon procesa smrzavanja/odmrzavanja ejakulata. Buduci da su isti autori prije
smrzavanja ispirali spermije ni kod njih se ne moze promatrati utjecaj melatonina i
antioksidativne zastite iz sjemene plazme.

Dosta je studija koje govore o pozitivhoj osobini melatonina u ocuvanju
strukturnog integriteta DNK u spermijima odnosno o¢uvanju DNK od fragmentacije. Tako
su SARABIA i sur. (2009.) ustanovili da melatonin sprjecava oste¢enje DNK u spermijima
misa kada su tretirani diazinonom. SUCCU i sur. (2011.) su ustanovili da melatonin dodan
u odredenoj koncentraciji u razrjediva¢ S§titi DNK od procesa krioprezervacije u
spermijima ovnova. Spomenuto je ve¢ da melatonin u sjemenoj plazmi osim
antioksidativnog djelovanja ima i zastitno djelovanje od programirane smrti stanice, a za to
je kljucan receptor na membrani spermija (MT1) i aktivacija kinaze regulirane
izvanstaniénim  signalom (ERK) (ESPINO i sur., 2011.). U istrazivanjima
SHARBATOGHLI i sur. (2015.) nadena je pozitivna korelacija melatonina u sjemenoj
plazmi ejakulata ljudi s fragmentacijom DNK te isti autori tvrde kako je to dobar indikator
Stetnog djelovanja ROS-a na receptore melatonina na membrani spermija i kontrole
povratne veze. U ovom istrazivanju nije nadena razlika izmedu pokusne i kontrolne
skupine u udjelu oste¢enja DNK spermija, ali je primjeceno da je taj udio opadao u obje
skupine tijekom perioda tako da je najmanje oSte¢enja DNK u spermijima zabiljeZeno u
zadnja dva perioda. Utvrdena je pozitivna korelacija s antioksidativnim enzimima u
spermijima (katalaza, GR , SOD) s oste¢cenjem DNK. lako nije bilo razlike u udjelu

spermija s oSteCenom DNK izmedu skupina, pokusna skupina jar€eva je u spermijima
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imala manju koncentraciju glutation reduktaze i superoksid dismutaze u viSe perioda te
glutation peroksidaze u zadnjem periodu. Budué¢i da je jezgra spermija okruzena
citoplazmom u kojoj su antioksidativni enzimi moze se pretpostaviti da je pokusna skupina
imala manje antioksidativnih enzima u spermijima zbog slabije izlozenosti kromatina
djelovanju ROS-a, a $to se moze dovesti u vezu s pozeljnim djelovanjem melatonina na
spermije. To je djelovanje melatonina na antioksidativne enzime moglo nastati prije
izdvajanja sjemene plazme odnosno prije smrzavanja, ali ocito nije dovoljno utjecala da bi
se pokazale razlike u udjelu fragmentacije DNK izmedu skupina. Mozda bi razlike bile
uocljive da se nije izdvajala sjemena plazma prije smrzavanja, no zanimljivo je da
koncentracija katalaze, glutation reduktaze te narocito superoksid dismutaze u spermijima
obje skupine opada prema zadnjem periodu upravo kako se i smanjuje udio spermija s
ostecenom DNK. Katalaza i superoksid dismutaza u spermijima osim s udjelom spermija
koji imaju oSte¢enu DNK, pozitivno koreliraju 1 s ukupnim udjelom abnormalnih spermija
te 1 udio spermija s oSteCcenom DNK pozitivno korelira s ukupnim udjelom abnormalnih
spermija. To bi znacilo da udio tih enzima opada s padom udjela spermija koji imaju
ostecenu DNK. U spomenutom istrazivanju SHARBATOGHLI i sur. (2015.), melatonin u
sjemenoj plazmi ljudi je pozitivno korelirao s udjelom spermija koji su imali o$tecenu
DNK. Navedeni autori tvrde da je poviSena razina melatonina kod ljudi s ve¢im udjelom
spermija koji imaju oSteCenu DNK dobar pokazatelj Stetnog ucinka ROS-a na
melatoninske receptore na membrani spermija te da razina melatonina moze porasti upravo
zbog kontrolno-povratne veze s receptorima. Isti autori tvrde da bi i poviSenje melatonina u
sjemenoj plazmi moglo povremeno izazvati supresiju hormonske funkcionalnosti §to bi
moglo dovesti do smanjenja integriteta DNK, a svoju tvrdnju temelje na starijim
istrazivanjima gdje je ustanovljen supresivni efekt melatonina na pulzatornu sekreciju
GnRH i na aktivnost Leydig-ovih stanica (CAVALLO, 1993.; PERSENGIEV i
KEHAJOVA, 1991.). Ipak, korelacija melatonina s udjelom spermija koji su imali
oSte¢cenu DNK u navedenom istrazivanju je bila dosta niska (r=0.27) te i sami autori tvrde

da je potrebno daljnje istrazivanje na ovu temu.
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6.4. UTJECAJ VITAMINA C | E NA POKAZATELJE KVALITETE EJAKULATA
NAKON PROCESA SMRZAVANJA/ODMRZAVANJA

Zanimljiv je, i tesko objaSnjiv nalaz da je kvaliteta ejakulata jarCeva, kojima su
prije zamrzavanja dodani vitamini E i C, bila ukupno gledajuéi bez obzira na period slabija
jer je nakon odmrzavanja utvrden veéi udio spermija s oste¢enjem plazmatske membrane
te manji udio ukupno zivih spermija i zivih spermija s neoSteCenom akrosomom. Naime,
mnogi su egzogeni 1 endogeni Cinitelji mogli utjecati na ovakav ishod, inace u literaturi
¢esto spominjanih pozitivnih uéinaka vitamina E i C na pokazatelje kvalitete ejakulata
jarCeva, ovnova, bikova i musSkaraca nakon odmrzavanja. U ovom istrazivanju od
egzogenih Cinitelja koji su mogli utjecati na negativni u¢inak dodanih vitamina E i C treba
spomenuti: (1) moguce razlike u kvaliteti vitaminskih pripravaka, kao i melatoninskih
implantata testiranih u ovom pokusu u odnosu na pripravke rabljene u pokusima drugih
autora, (2) razlike u dozama vitamina E i C u odnosu na volumen i sastav razrjedivaca, (3)
razlike u trajanju djelovanja dodanih vitamina E i C prije prestanka aktivnosti njihovih
molekula zbog smrzavanja, odnosno ponovnog aktiviranja po odmrzavanju, (4) moguci
izostanak sinergistickog djelovanja dodanih vitamina E, a naro¢ito C s melatoninom i (5)
ljudska pogreska zbog Cinjenice da je E vitamin topiv u mastima, a vitamin C u vodi, pa je
postupak s ejakulatima, odnosno razrjediva¢ima obogacenim tim vitaminima bio tehnicki
razli¢it od onih bez dodatka tih vitamina. Premda su jarcevi u naSem pokusu bili iste
pasmine, sli¢ne dobi, drzani su u jednakim makroklimatskim uvjetima, hranjeni na isti
nacin, a bili su smjesteni u jednakim mikroklimatskim uvjetima, ipak treba uzeti u obzir i
endogene Cinitelje: (1) pasminske razlike u odnosu na jar€eve testirane u slicnim pokusima
drugih autora, (2) s posljedi¢no razli¢itom opéom fiziologijom, a posebice fiziologijom
reprodukcije te (3) njezinu rasplodnu cirkadijalnu, pa 1 sezonsku kinetiku. Medutim,
takoder treba spomenuti da se uvidom u relevantnu literaturu mogu naci brojni podaci koji
govore u prilog opc¢eprihvac¢enom stavu da je dodavanje vitamina E 1 C u ejakulate jarCeva
(AGOSSOU i KOLUMAN, 2018.), prije dubokog smrzavanja (-196 C°) ili samo
ohladivanja na 5 C° kroz par dana, kao i u ejakulate blisko srodnih vrsta papkara, kao §to
su ovnovi (AMINIPOUR i sur., 2013.; AZAWI i HUSSEIN, 2013.) ili filogenetski
udaljeniji bikovi (MITTAL i sur., 2014.) te u ¢ovjeka, i to narocito dodavanje E vitamina
(GURUPRASAD i sur., 2011.), uglavnom imalo pozitivan ucinak na pokazatelje kvalitete

ejakulata nakon odmrzavanja. No, ima i opre¢nih nalaza glede pozitivnih u¢inaka vitamina
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E i1 C koji su donekle slicni ovom istrazivanju. Naime, ANGHEL i sur. (2010.) nisu utvrdili
nikakav uc¢inak na pokretljivost i udio zivih spermija te na integritet njihovih stani¢nih
membrana, nakon dodavanja 0,1 mM vitamina E prije procesa smrzavanja spermija, ali su
utvrdili statisticki znacajan porast pokretljivosti 1 integriteta stanicnih membrana u
uzorcima sva 3 testirana jarca nakon dodavanja 1,0 mM vitamina E, a za udio Zivih
spermija u 2 od 3 jarca. Zanimljivo je da su zabiljezili i statisticki neznacajni porast
abnormalnih oblika spermija. Naime, ovaj se nalaz moze povezati s prooksidativnim
djelovanjem vece koncentracije vitamina E (WAHJUNINGSIH i RACHMAWATI, 2012.).
Poznato je, da je kalibriranje optimalno djelotvorne doze nekog pripravka, u ovom slucaju
a-tokoferola ili E vitamina, od klju¢ne vaznosti za postizanje njegovog Zeljenog ucinka, pa
su i drugi autori utvrdili da vitamin E u dozi od 10 mM nema nikakvog ucinka na
pokretljivost, vigor i hipoosmotsko bubrenje spermija jaréeva nakon brzog odmrzavanja
ejakulata kojima je bio dodavan (PENITENTE-FILHO i sur., 2014.). Isto tako, peroralno
davanje vitamina E (u dozama od 15, 30 ili 45 mg/kg tjelesne tezine) jaréevima kroz 30
dana prije poluc¢ivanja ejakulata, premda se ovdje radi o in vivo ué¢incima E vitamina, pa su
stoga rezultati teSko usporedivi s rezultatima dobivenim u in vitro uvjetima, ipak nije
nepotrebno napomenuti da su rezultati slicni ovom istrazivanju gdje nije nadena razlika
izmedu skupina s dodanim vitaminom i bez njega kod razli¢itih pokazatelja kvalitete
ejakulata gledano kroz period (DARAMOLA i sur., 2016.). Premda su navedeni autori u
svom pokusu nastojali da vitamin E bude unesen u organizam gotovo prirodnim putem te
da na taj nadin bude i njegova razina optimizirana (redovitim dodavanjem per os u 3
razli¢ite doze), izostao je povoljni u€inak 1 na spermije, 1 na pokazatelje oksidativnog
stresa. Neki su pak autori izvijestili da dodavanje 9 mM vitamina C (askorbinske kiseline)
statistiCki znac¢ajno povecava brojnost zivih spermija nakon odmrzavanja, dok dodavanje
4,5 mM vitamina E (a-tokoferola) nije izazvalo nikakve znacajne u€inke na progresivnu
pokretljivost spermija, integritete akrosome i plazmatske membrane te DNK molekule
(SARASWAT i sur., 2012.). Nadalje, isti su autori pomocu testa nasumic¢ne amplifikacije
polimorfne DNK (engl. random amplified polymorphic DNA; RAPD), utvrdili da testirani
antioksidansi, vitamini C i E, u€inkovito Stite od oStecenja genomsku DNK izdvojenu iz
odmrznutih spermija jarceva te predlazu da bi se ta metoda mogla rabiti za provjeru
molekularnih osobitosti, a time i integriteta genetskog materijala, sjemena jarCeva
(SARASWAT i sur., 2014.).
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UnatoC ovim, pretezito pozitivnim izvijes¢ima o zastitnoj ulozi vitamina E 1 C od
oksidativnog stresa izazvanog naglim i dubokim smrzavanjem spermija jarceva te potom
pri odmrzavanju istih, trebali bi se i podatci dobiveni u ovom istrazivanju razmatrati s
odredenom dozom znanstvene kriti¢nosti, jer u podrucju prirodnih znanosti ishod Cesto
moze iznenaditi. Slijedom toga, nalaz u ovom istrazivanju da vitamin E nije pokazao
oc¢ekivani ucinak, ve¢ je odavno utvrden u ¢ovjeka (PASQUALOTTO i sur., 2000.), alii u
jaréeva (LOU i sur., 2004.). Potonji su autori pretpostavili da bi se zastitni u¢inak vitamina
E protiv oksidativnih oSteCenja spermija jareva mogao uspostaviti kada su u uzgoju losi
higijenski uvjeti, pa su pojave upala reproduktivnog/urogenitalnog sustava bitno ucestalije.
Naime, takva upalna stanja slabe antioksidativne zastitne mehanizme i pogoduju
generiranju oksidativnog stresa, §to dovodi do poremecaja u tkivima testisa i izazivanja
oStecenja stanica spermija. Medutim, kada su uvjeti drzanja Zivotinja dobri, one su zdrave i
nisu izloZzene oksidativnom stresu, §to bi mogao biti jedan od razloga da u ovom
istrazivanju nije zabiljezen zastitni u¢inak vitamina E, jer za to nije bilo potrebe. Osim
toga, poznato je da fenolni antioksidansi, kao $to je a-tokoferol, u razmjerno visokoj
koncentraciji (kao $to je bila doza od 60 mM dodana u razrjediva¢ za spermu u ovom
istraZivanju), moze potaknuti i njegovu potpunu nedjelotvornost kao antioksidansa, pa ¢ak
I izazvati njegovo prooksidativno djelovanje (WAHJUNINGSIH i RACHMAWATI,
2012.). Kako je ovom istrazivanju dodana razmjerno visoka koncentracija narocito
vitamina E (60 mM), ali i C (8,5 mg/ml) vjerojatno je ta veca koli¢ina a-tokoferola mogla
izazvati prooksidativni u¢inak na spermije jarceva pa je gledajuci ukupno bez obzira na
period, bilo znacajno vise spermija s ostecenom plazmatskom membranom, a znacajno

manje ukupno Zivih spermija i Zivih spermija s intaktnom akrosomom.

Shodno navedenom, a uzimaju¢i u obzir tuda 1 vlastita iskustva, U ovom
istrazivanju vjerojatno je krivo procijenjena doza vitamina E (kao i C) koja o¢ito nije bila
ni dostatna da izazove antioksidativni u¢inak u uzorcima sjemena pokusnih jarceva, niti je
bila u suvisku da bi izazvala prije spomenuti, nepoZeljni prooksidativni u¢inak samog
vitamina E gledajuéi kroz svaki zasebno period. Stoga, u budu¢im istrazivanjima, svakako
treba poraditi na kalibriranju doze dodavanog vitamina, jer se naime i oni-vitamini, kada
imaju tako znacajnu ulogu antioksidansa, mogu uklopiti u sintagmu o tome $§to je lijek s
obzirom na dozu i pri tome se samo orijentacijski oslanjati na brojne podatke iz literature, a

najvise na vlastita istrazivacka iskustva.
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7. ZAKLJUCCI

Rezultati istrazivanja utjecaja egzogenog melatonina na pokazatelje kvalitete

ejakulata te na antioksidacijski status sjemena jarCeva francuske alpine izvan rasplodne

sezone omogucuju sljedece zakljucke:

Dobiveni rezultati ukazuju da je primjena egzogenog melatonina znacajno
doprinijela poboljsanju kvalitete ejakulata unutar 2-4 tjedna od aplikacije
melatonina povecanjem pokretljivosti i udjela zivih spermija u svjeZzem
ejakulatu jarCeva alpske pasmine izvan rasplodne sezone. Nadalje, utvrden
je 1 pozitivan utjecaj melatonina na libido jareva, no nije bilo statisticki

znacajne razlike izmedu istrazivanih skupina.

Egzogeni melatonin u ovom istrazivanju utjecao je na promjenu aktivnosti
pojedinih antioksidacijskih enzima u odredenim periodima istrazivanja, a
ponajvise na glutation reduktazu u sjemenoj plazmi 1 spermijima;
superoksid dismutazu u spermijima te glutation peroksidazu u sjemenoj

plazmi i spermijima.

Prema dobivenim rezultatima ovog istraZivanja egzogeni melatonin imao je
utjecaj na omjere antioksidacijskih enzima u spermijima i sjemenoj plazmi
jarCeva, U 5., a najvise u 6. pokusnom periodu, no daljina istrazivanja su
neophodna kako bi pravilno mogli tumaciti njegov ucinak na sjeme
tretiranih jarCeva. Odredivanje omjera aktivnosti antioksidativnih enzima
moze Se smatrati pokazateljima oksidativnog stresa te dati i bolji uvid u
adaptaciju 1 stanje antioksidativnog sustava u odnosu na pojedinacno

utvrdene aktivnosti antioksidativnih enzima.

Egzogeni melatonin u pokusnoj skupini jaréeva zadrzao je pozitivni u¢inak
na pokazatelje kvalitete ejakulata (pokretljivost spermija 1 udio Zzivih
spermija) u odmrznutom ejakulatu u istom pokusnom periodu kao §to je

utvrdeno kod svjezeg sjemena.
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- Pozitivna korelacija utvrdena je izmedu aktivnosti antioksidacijskih enzima
(CAT, GR, SOD) u spermijima s oSte¢enjem DNK u obje skupine jarceva
gdje je smanjenje aktivnosti antioksidacijskih enzima u spermijima pratilo i

smanjenje oste¢enja DNK pri kraju pokusnog perioda.

- Negativna korelacija utvrdena je izmedu pokretljivosti i razlicitih brzinskih
pokazatelja spermija s oSte¢enjem plazmatske membrane, osteenjem i
depolarizacijom mitohondrija spermija te s udjelom abnormalnih spermija u
ejakulatu nakon odmrzavanja.

- Dodatak odabrane koncentracije vitamina E i C u razrijedivac prije procesa
smrzavanja ejakulata nije utjecao na poboljSanje istrazivanih pokazatelja

kvalitete ejakulata nakon odmrzavanja.
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9. POPIS KORISTENIH SKRACENICA

AAT - aspartat amino-transferaza

ALH - amplituda lateralnog otklona glave u odnosu na prosje¢nu putanju (engl. amplitude

of lateral head displacement)
ATP — adenozin trifosfat

BCF —frekvencija prelaska pravolinijske putanje u sekundi (engl. beat cross frequency)

BSA - govedi serumski albumin (engl. bovine serum albumin)

CASA — kompjuterski analizator sperme (engl. computer — assisted semen analysis)
CAT - katalaza (engl. catalase)

CuZnSOD - bakar-cink superoksid dismutaza

DHA - dokozaheksaenska kiselina (engl. docosahexaenoic acid)

DIF —engl. Diff - Quick

DMSO — dimetil sulfoksid

DNK - deoksiribonuklainska kiselina

ECG - konjski korionski gonadotropin (engl. equine chorionic gonadotropin)
EC-SOD - izvanstani¢na superoksid dismutaza

FAR - Farelly

FGA - Fluorogestone acetate

FITC - fluorescin — izotiocijanat

GnRH - gonadotropin-oslobadaju¢i hormon (engl. gonadotropin-releasing hormone)
GSSG - oksidirani disulfidni glutation

GSH - glutation

GSH - Px — glutation peroksidaza

GSH - Px - glutation peroksidaza (engl. glutathione peroxidase)

GSH - Px1 - citosolna ili mitohondrijska glutation peroksidaza

GSH - Px2 - gastrointestinalna glutation peroksidaza

GSH - Px3 - plazmatska ili izvanstani¢na glutation peroksidaza

GSH - Px4 - fosfolipidna hidroperoksidna glutation peroksidaza

GSH - Px5 — epididimska glutation peroksidaza

GSH - Px6 — olfaktorna glutation peroksidaza

GSH - Px7 - neselenocisteinska fosfolipidna hidroperoksidna glutation peroksidaza
GSH - Px8 - glutation peroksidaza 8
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GR — glutation reduktaza (engl. glutathione reductase)

H* - vodikov ion

HCIO - hipoklorna kiselina

HEM - hemotoksilin

HNE - hidroksinonenal

H:0: - vodikov peroksid

HOS — hipoosmotsko bubrenje (engl. hypoosmotic swelling)
LIN - indeks linearnosti (engl. linearity)

LH — luteinitiraju¢i hormon

MDA - malondialdehid

MGZIN - modificirani GZIN

MnSOD - manganska superoksid dismutaza

NADP* - oksidirani oblik nikotinamidnog dinukleotida
NADPH - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

O - superoksid

OH - hidroksil radikal

PAF — trombocit — aktivirajuci faktor (engl. platelet-activating factor)
PAP - brzi Papanicolaou

PAP+ - brzi Papanicolaou sa produzenim vremenom bojanja
PGF2a — prostaglandin F2 alfa

PI - propidium jodid

PNA — lektini kikirikija (engl. peanut)

PNA - FITC - aglutinin iz kikirikija sa fluorescein izocijanat-om
PSA — lektini graska (engl. pease)

RAPD - test nasumi¢ne amplifikacije polimorfne DNK (engl. random amplified
polymorphic DNA)

RCA — lektini ricinusa

RNS — reaktivni oblici dusika (engl. reactive nitrogen species)
ROS — reaktivni oblici kisika (engl. reactive oxygen species)
SCSA —engl. sperm cromatin structure assay

SOD - superoksid dismutaza

SPER - Spermac

STR — pravolinijski indeks (engl. straightness)
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TFSF - ukupan broj spermija u ejakulatu (engl. total functional sperm fraction)
TSOD - ukupna superkosid dismutaza (engl. total superoxide dismutase)

VAP - prosjecna brzina (engl. average path velocity)

VCL - krivolinijska brzina (engl. curvilinear velocity)

VSL - pravolinijska brzina (engl. straight-line velocity)

WHO - Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization)
WOB - indeks oscilacije (engl. wobble)
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10. ZIVOTOPIS

Velimir Berta je roden 09. listopada 1979. godine u Varazdinu u Hrvatskoj.
Osnovno i srednjoskolsko obrazovanje je zavrSio u Varazdinu. Nakon zavrSene Gimnazije
— opceg smjera 1998. godine u Varazdinu upisuje Studij veterinarske medicine na
Veterinarskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu koji zavrSava 2006. godine. Iste godine je
zapoceo s radom kao veterinar — pripravnik u Vetrerinarskoj stanici d.d. Varazdin. Od
2007. godine posjeduje Licenciju za samostalni rad veterinara, a 2008. godine polaze
Drzavni strucni ispit za veterinarskog inspektora. Godine 2013. upisuje poslijediplomski
doktorski studij Veterinarske znanosti. Od sijecnja 2008. godine radi na radnom mjestu
Upravitelja podruc¢ne veterinarske ambulante, a od 2017. godine radi i na radnom mjestu
Zamjenika voditelja sektora Veterinarska medicina u sklopu Veterinarske stanice d.d.
Varazdin. Sudjelovao je na viSe domacih i medunarodnih kongresa i simpozija te se

nekoliko puta usavrSavao u inozemstvu. Ozenjen je i otac jednog djeteta.
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