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SAZETAK

Dosadasnja istrazivanja o u¢inku radiofrekvencijskog elektromagnetskog zracenja (RF-
EMZ) na muski reproduktivni sustav osobito u ljudi temelje se na modernoj tehnologiji koja je
u svakodnevnoj upotrebi. Bioloski ucinci zra¢enja na organizam/stanice su razliiti, a ovise o
frekvenciji zraCenja te dugotrajnosti izlaganja. Potencijalno negativni utjecaji EMZ-a vecéih
frekvencija od 2500 MHz do sada nisu istrazivana na uzorcima sperme ljudi i Zivotinja.
Nadalje, u dostupnoj literaturi nema podataka o ucinku RF-EMZ-a na pokazatelje
antioksidacijske zastite i vitalnosti spermija te strukturnu stabilnosti kromatina spermija in
Vitro ozracenoga sjemena rasplodnih nerasta. Jedino je istrazivan u¢inak RF-EMZ-a vrlo male

frekvencije 50 MHz na pokazatelje gibljivosti i brzine spermija nerasta.

Cilj ovog istrazivanja bio je istraziti u€inak elektromagnetskog zrac¢enja na pokazatelje
vitalnosti, gibljivosti i brzine spermija, pokazatelje antioksidacijske zastite te strukturnu
stabilnosti kromatina spermija in vitro ozracenoga sjemena rasplodnih nerasta. Takoder, cilj je
bio utvrditi ovisi li u¢inak kontinuiranog neionizirajuc¢eg elektromagnetskog zracenja o

frekvenciji zracenja na prethodno spomenute pokazatelje.

Uzimanje uzoraka, ozraCivanje te analize sjemena provele su se u tri razdoblja radi lakSe
provedbe istrazivanja. U svakom od tri razdoblja, uzorkovani su uzorci sperme 12 rasplodnih
nerasta pasmine pietrain i landras, starosti od 1,5 do 3,5 godina. Svjeze razrijedeno sjeme
svakog nerasta razdijelilo se u kontrolni uzorak (n = 12) te pokusni uzorak (n = 12) koji je bio
ozraCen. Pokusni su uzorci bili ozraceni s tri razlicita tretmana izlaganja kontinuiranom
neioniziraju¢em elektromagnetskom zracenju razli¢ite frekvencije. U prvom razdoblju uzorci
svjezeg razrijedenog sjemena su bili ozraceni s frekvencijom od 700 MHz, u drugom s 2500
MHz, a u tre€em s 3500 MHz pri jakosti elektromagnetskog polja od 10 V/m u trajanju od 2
sata pomocu gigahercne transverzalne elektromagnetske komore. Sveukupno je uzorkovano 36
uzoraka sperme za sva tri pokusna razdoblja $to u konacnici predstavlja broj od 72 uzorka gdje
36 cCine kontrolne a 36 pokusne uzorke. U uzorcima ozraenog i neozracenog sjemena
odredivani su pokazatelji gibljivost i brzine spermija pomocu kompjuterske analize spermija,
udio oStecenja stani¢ne 1 akrosomske membrane, oStecenje DNK-a te oste¢enje i depolarizacija
mitohondrija pomocu specificnih metoda bojenja. U stani¢nim lizatima spermija na

automatskom biokemijskom analizatoru odredene su aktivnosti glutation reduktaze, glutation



peroksidaze, ukupne superoksid dismutaze, koncentracija ukupnog antioksidacijskog statusa te

malondialdehida.

U ukupno svim ozracenim uzorcima sperme utvrdeno je statisticki zna¢ajno manji udio
gibljivih, progresivno gibljivih i brzih spermija te spermija pravolinijskog indeksa, indeksa
linearnosti i indeksa oscilacije u odnosu na kontrolnu skupinu uzoraka. Najveéi pad u udjelu
progresivno gibljivin spermija, u odnosu na kontrolnu skupinu, zabiljeZzen je u uzorcima
ozratenima sa 700 MHz te s 2500 MHz dok je neSto manji pad zabiljezen u uzorcima
ozra¢enima s 3500 MHz. U uzorcima sperme ozra¢enima s 2500 MHz zabiljeZen je znacajan
pad u udjelu progresivno gibljivih spermija, u udjelu spermija pravolinijskog indeksa, u udjelu
indeksa linearnosti, u vrijednostima pravolinijske brzine spermija i frekvenciji prelaska
pravolinijske putanje u odnosu na neozrafene uzorke. Znacajan pad u udjelu progresivno
gibljivih i brzih spermija, u udjelu indeksa oscilacije, u vrijednostima pravolinijske brzine
spermija zabiljeZzen je u uzorcima ozracenima sa 700 MHz u odnosu na neozracene uzorke.
Statisticki znacajno veéi udio spermija s o$te¢enjem DNK-a utvrden je u ukupno svim
ozra¢enim uzorcima, U odnosu na kontrolne skupine uzoraka. Najveci porast u udjelu spermija
s oSte¢enjem DNK-a zabiljeZen je u uzorcima ozracenima s 2500 MHz, a ne$to je manji porast
zabiljeZen u uzorcima ozra¢enima S 3500 MHz u odnosu na neozracene uzorke. Vrijednosti
pokazatelja antioksidacijskog statusa spermija nisu se statisticki znacajno razlikovale u

ozracenim 1 neozraenim uzorcima sperme nerasta.

Prema dobivenim rezultatima moze se zakljuciti da RF-EMZ ima negativan uinak na
pokazatelje gibljivosti i brzine spermija te na strukturnu stabilnosti kromatina spermija in vitro
ozraCenoga sjemena rasplodnih nerasta. Ucinak RF-EMZ-a na prethodno spomenute
pokazatelje znacajno ovisi o frekvenciji zracenja. Najstetniji uc¢inak na pokazatelje gibljivosti
I brzine spermija te na strukturnu stabilnosti kromatina spermija utvrden je u uzorcima
ozra¢enima s 2500 MHz. Elektromagnetsko zracenje nema znac¢ajnog uc¢inak na pokazatelje

pokazatelje antioksidacijske zastite spermija in vitro ozracenoga sjemena rasplodnih nerasta.

Kljuéne rije¢i: neionizrajuce elektromagnetsko zracenje, sjeme nerasta, pokazatelji vitalnosti,

pokazatelji gibljivosti i brzine spermija, antioksidacijski status, ostecenje DNK-a



SUMMARY

With the development of modern technology, there is an increasing exposure of
organisms to artificially created electromagnetic fields. The presence of different frequencies
from non-ionizing radiation field of anthropogenic origin (radio communication systems,
mobile phones, microwave ovens, sources from the field of wireless communication system in
the environment) is known as electromagnetic smog or electrosmog. Also, with the
development of modern technology, public interest in the potential negative effects of
electromagnetic radiation (EMR) has increased as the number of users increases daily,
especially those of younger age who are most exposed.

Public concern about the impact of EMR on health is controversial. One of perhaps the
greatest threats to humanity today is electromagnetic pollution in the environment due to its
cumulative effect over a long period of time. In addition, the negative effects of
electromagnetic pollution are often not recognized but are associated with other factors such

as stress, hereditary traits or diet.

Biological effects can be direct that occur when radiation acts on mitochondrial DNA,
indirect that occur due to the effect of radiation on water within the cell itself and somatic that
occur on an irradiated individual while genetic effects can occur and be transmitted genetically
to offspring.

The majority of research has focused on the negative impact of radiofrequency
electromagnetic radiation (RF-EMR) on the male reproductive system, especially humans,
while data on the effect of RF-EMR on the reproductive system of male domestic animals are
scarce. Currently known data indicate that due to exposure to EMR, there may be a decrease
in sperm motility, DNA damage and the creation of excessive amounts of reactive oxygen
species or oxidative stress. However, the potentially negative effects of EMRs of higher
frequencies (higher than 2500 MHz) have not been investigated on human and animal
ejaculates so far. Also, so far there is no data on the effect of RF-EMR on antioxidant protection
indicators and vitality of sperm and the structural stability of sperm chromatin in vitro
irradiated semen of breeding boars. Only the effect of RF-EMR of very low frequency, 50
MHz, on sperm motility and velocity parameters of boars was investigated.



The aim of this study was to investigate the effect of electromagnetic radiation on sperm
vitality, motility and velocity indicators, antioxidant protection indicators and structural
stability of sperm chromatin in vitro irradiated semen of breeding boars. Also, the aim was to
determine whether the effect of continuous non-ionizing electromagnetic radiation depends on

the frequency of radiation on the previously mentioned indicators.

The hypothesis of the research is that there is a negative effect of electromagnetic
radiation on the quality of boar semen and on the indicators of antioxidant protection and on
the structural stability of sperm chromatin. Also, it is assumed that lower frequencies of radio
frequency electromagnetic radiation can also have a negative effect on the aforementioned

indicators.

The research was performed on ejaculate samples of 8 breeding boars of the pietren
breed and 4 breeding boars of the German Landrace breed, aged from 1,5 to 3,5 years, which
were obtained by manual fixation of the penis. To make the research easier to conduct,
sampling and irradiation of sperm semen were carried out in three periods, each period lasting
one week. In each of the three periods, ejaculates of 12 breeding boars were sampled. After
sampling of the ejaculates, their volume, 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, and for determining morphologically normal and pathologic forms of
spermatozoa a commercial staining set Spermac was used. Freshly diluted semen of each boar
were divided into a control sample (n = 12) and a test sample (n = 12) that was irradiated.

The test samples were irradiated with three different treatments of exposure to
continuous non-ionizing electromagnetic radiation of different frequencies. In the first period,
test samples of fresh diluted semen were irradiated with a frequency of 700 MHz, in the second
with 2500 MHz and in the third with 3500 MHz at an electromagnetic field strength of 10 V /
m for 2 hours using gigahertz transverse electromagnetic (HCTEM) chamber made at the
Department of Communication and Space Technologies, Faculty of Electrical Engineering and
Computing, University of Zagreb. In addition to the HCTEM irradiation chamber, an HP
8657A signal generator and an RFGA0101-05 linear amplifier were used to obtain higher
electromagnetic field strengths. In the samples of irradiated and non-irradiated semen, the
indicators of motility (sperm motility, progressive motility) and sperm velocity indicators were

determined (curvilinear velocity - VCL, straight-line velocity - VSL, average path velocity -



VAP, amplitude of lateral head displacement - ALH, linearity - LIN, wobble - WOB,

straightness - STR, beat cross frequency - BCF) using computer assisted sperm analyzer.

Furthermore, in the samples of irradiated and non-irradiated semen, the proportion of
sperm with cell and acrosomal membrane damage, the proportion of sperm with damage and
depolarization of mitochondria using PISYBR-14 LIVEDEAD with JC-1 and the proportion
of sperm with DNA damage were determined using Halomax DNA Fragmetation Test. Part of
the experimental and control samples after irradiation were centrifuged at 21 ° C for 15 minutes
at 2400 g. The supernatants from both groups were taken by pipette, and the remaining
spermatozoa were washed three times with saline and after each washing they were centrifuged
for 5 minutes at 500 g and soon after that preserved to - 80 ° C in the freezer until analyzed.
After thawing the sperm samples, cell lysates were prepared. The activities of glutathione
reductase, glutathione peroxidase, total superoxide dismutase and the concentration of total
antioxidant status, as well as the concentration of malondialdehyde by the Grotto method were
determined in the cell supernatants lysates by commercial kits of the company "Randox

Laboratories™ on an automatic biochemical analyzer.

In all irradiated samples, a statistically significantly lower share of motile, progressively
motile, rapid sperm count, straightness, linearity and wobble index, was found in relation to
the control group of ejaculate. Furthermore, in all irradiated ejaculates, a statistically
significantly higher proportion of medium-fast and immobile sperm was recorded compared to
the control group of ejaculates. Likewise, all irradiated ejaculates had, compared to the control
group of ejaculates, statistically significantly lower values of straight-line and average path

velocity.

The largest decrease in the proportion of progressive sperm motility, compared to the
control group, was recorded in ejaculates irradiated with 700 MHz (p<0,001) and 2500 MHz
(p<0,001) while a slightly smaller decrease was recorded in ejaculates irradiated with 3500
MHz (p<0,05). In ejaculates irradiated with 2500 MHz, a significant decrease was recorded in
the share of progressive sperm motility, in the share of the straightness, in the share of the
linearity index, in the values of the straight-line velocity and the beat cross frequency.

A significant decrease in the share of progressively motile and rapid sperm, in the share
of wobble index, in the values of straight-line velocity was recorded in ejaculates irradiated

with 700 MHz in relation to non-irradiated ejaculates. Furthermore, in ejaculates irradiated



with 700 MHz, a simultaneous increase in the proportion of medium-fast sperm and slow sperm

was recorded (p<0,05).

The largest increase in the proportion of sperm with DNA damage was recorded in
ejaculates irradiated with 2500 MHz (p <0,01) and a slightly smaller increase was recorded in
ejaculates irradiated with 3500 MHz (p<0,05) compared to non-irradiated ejaculates. A
negative correlation was found between DNA damage with almost all investigated indicators
of sperm velocity (VAP, VCL, ALH, BCF, STR and LIN). A significantly higher proportion
of sperm with damaged membrane and good mitochondrial potential was recorded in ejaculates
irradiated with 3500 MHz.

Although there was an increase in the sum of the proportion of sperm with damaged
membrane and / or low mitochondrial potential in all irradiated ejaculates, depending on and
independent of the radiation frequency, the difference was not statistically significant. The
values of sperm antioxidant status indicators did not differ statistically significantly in

irradiated and non-irradiated boar ejaculates.

According to the results of this study, it can be concluded that RF-EMR has a negative
effect on sperm motility, velocity indicators and on the structural stability of sperm chromatin
in vitro irradiated semen of breeding boars. The negative effect of RF-EMR on indicators of
sperm motility and velocity sperm of breeding boar ejaculates was manifested in a significant
decline: the share of motile, progressively motile and rapid sperm, average path velocity and
straight-line velocity values and linearity and wobble values. The effect of RF-EMR on the
aforementioned indicators significantly depends on the radiation frequency. The most harmful
effect on sperm motility, velocity indicators and on the structural stability of sperm chromatin

was found in ejaculates irradiated with 2500 MHz.

The established negative correlation between DNA damage of irradiated boar sperm
with almost all investigated indicators of sperm velocity indicates that irradiated sperm with

DNA damage had a lower velocity.

The negative effect of RF-EMR with a frequency of 2500 MHz on the indicators of
motility and sperm velocity of irradiated ejaculates was recorded in a significant decline: the
proportion of progressively motile sperm, the proportion of straightness index, linearity index,
values of straight-line velocity and beat cross frequency index.



The effect of RF-EMR on irradiated ejaculates, depending on and independent of the
radiation frequency, is manifested by an increase in the proportion of sperm with damaged

membrane and / or low mitochondrial potential compared to non-irradiated ejaculates.

RF-EMR has no significant effect on the indicators of antioxidant protection of sperm in vitro

irradiated semen of breeding boars.

Key words: non-ionizing electromagnetic radiation, boar semen, vitality indicators, sperm

motility and velocity indicators, antioxidant status, DNA damage
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1. UvOD

Tesko je zamisliti svakodnevni Zivot bez suvremene tehnologije. Razvojem moderne
tehnologije dolazi do sve veée izlozenosti umjetno stvorenim elektromagnetskim poljima.
Elektromagnetsko zracenje (EMZ) se moze definirati kao prijenos energije u obliku
elektromagnetskih valova koji se $ire zrakopraznim prostorom brzinom svjetlosti. lonizirajuce
zraCenje nosi veliku energiju (iznad 30 PHz) te mozZe ionizirati atome i molekule pri prolasku
kroz tvari. EMZ nizih frekvencija od 30 PHz nema dovoljnu energiju za ionizaciju atoma te se
jo$ naziva neioniziraju¢e elektromagnetsko zraCenje, a sastoji se od radiofrekvencijskog i
optickog dijela. Radiofrekvencijski spektar zauzima podrucje frekvencije od 0 - 300 GHz, te
je prema Medunarodnoj Telekomunikacijskoj Uniji (engl. International Telecommunication
Union - ITU) podijeljen na podrucja ekstremno dugog vala i podrucja ekstremno kratkog vala.
Prisutnost razli¢itih frekvencija iz podrucja neionizirajuéeg zracenja antropogenog podrijetla
(radiokomunikacijski sustavi, mobilni telefoni, mikrovalne peénice, izvori iz podrucja
bezi¢nog komunikacijskog sustava u okoliSu) poznat je pod pojmom elektromagnetski smog

ili elektrosmog (SAEFL, 2005.; POLJAK, 2006.).

Zabrinutost javnosti o utjecaju EMZ-a na zdravlje ljudi izaziva sve ve¢u medijsku
paznju. Usporedno sa zabrinutos$cu raste ovisnost o modernoj tehnologiji bez koje je nemoguce
zamisliti svakodnevni Zivot. Paradoks je uvjetovanost o tehnologiji koja je glavni izvor
EMZ-a. Jedna od moZzda najvecih prijetnji Covjecanstvu danas je elektromagnetsko zagadenje
u okoliSu zbog kumulativnog ucinka kroz duze vremensko razdoblje. Osim toga, negativni
ucinci elektromagnetskog zagadenja se Cesto ne prepoznaju nego se najcesce dovode U vezu s
drugim &imbenicima kao §to su stres, nasljedne osobine ili prehrana (TROSCIC i sur, 2014.).
Agencija za istrazivanje karcinoma Svjetske zdravstvene organizacije je na temelju korelacije
utjecaja zracenja 1 pojavnosti glioma klasificirala elektromagnetska zracenja u kategoriju 2B
odnosno potencijalno kancerogena za ljude (CARDIS i sur., 2010.). Razvojem tehnologije
poraslo je zanimanje javnosti za potencijalni negativni u¢inak EMZ-a s obzirom da se broj
korisnika svakodnevno povecéava, pogotovo onih mlade Zivotne dobi koja su najizlozenija
(LANGER isur., 2017.). Bioloski u€inci radiofrekvencijskog elektromagnetskog zracenja (RF-
EMZ) mogu biti toplinski i netoplinski. Toplinski u¢inci se manifestiraju porastom temperature
zbog prijenosa energije (KIVRAK i sur., 2017.), a netoplinski uéinci izazivaju kontroverze
zbog nemoguénosti iskljucivanja drugih ¢imbenika koji mogu djelovati na zdravlje organizma.

Najc¢es¢i simptomi netoplinskih ucinaka su promjena mozdane aktivnosti, poremecaj
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pamcenja, gubitak koncentracije, depresija, nepravilnosti rada srca te elektroosjetljivost
(SAEFL, 2005.; MILEUSNIC, 2006.; ROOSLI, 2008.). Netoplinski uginci RF-EMZ-a
zabiljezeni su na brojnim vrstama zivotinja u prirodi, ukljucujuéi ptice (BALMORI, 2005.),
vodozemce (BALMORI, 2010.), kukce (EVANS i sur., 2017.), ribe (IBRAHEIM i sur, 2013.)
i sisavee (MAILANKOT i sur., 2009.). Bioloski ucinci takoder mogu biti: direktni koji nastaju
kada zracenje djeluje na mitohondrijsku DNK-a koja sadrzi genetske upute za specificni
bioloski razvoj (XU i sur., 2010.), indirektni koji nastaju zbog djelovanja zracenja na vodu
unutar same stanice (RAVANAT i sur., 2001.) te somatski koji se javljaju na ozratenom

pojedincu dok se genetski ucinci mogu pojaviti i1 prenijeti genskom uputom na potomstvo

(CRNEK-KUNSTELJ, 2003.).

Velika vecina dosadasSnjih istrazivanja usmjerena je na negativni utjecaj EMZ-a na
reproduktivni sustav ljudi (FALZONE i sur., 2011.; ALTUN 1 sur., 2018.). IstraZivanje
provedeno na klinici za neplodnost na 361 ispitaniku pokazalo je da muskarci koji koriste
mobilne uredaje vise od dva sata dnevno, imaju pojavnost znacajnog smanjenja ukupnog broja
spermija, gibljivosti, udjela zivih spermija te udjela morfoloski normalnih spermija u uzorku
sperme (AGARWAL i sur., 2008.). Reproduktivna toksi¢nost radiofrekvencijskih polja o€ituje
se klinicki (testikularna oStecenja), patofizioloSki (patoloska spermatogeneza/oogeneza) i

biokemijski (promjene u serumskim razinama spolnih hormona) (POPLASEN i sur., 2015.).

U dostupnoj literaturi postoje oskudni podatci o ucincima EMZ-a na muski
reproduktivni sustav u Zivotinja. Primjerice, poznato je da Stakori izloZzenih RF-EMZ-u
frekvencije od 10 GHz dva sata dnevno tijekom 35 dana imaju smanjenu proizvodnju spermija
(KESARI i sur., 2011.). Neplodnost stakora se dovodi u vezu sa stvaranjem prevelike koli¢ine
reaktivnih kisikovi radikala, smanjenom aktivnosti antioksidacijskih enzima, razaranjem
DNK-a lanca, patoloskom morfologijom spermija i smanjenom koncentracijom testosterona
(KESARI i sur., 2011.). Nadalje, sperma bika in vitro ozracena frekvencijom od 1800 GHz
ocituje znaCajan porast gibljivosti spermija kratkotrajnim izlaganjem, dok duza izloZzenost
sperme navedenom EMZ-u uzrokuje pad gibljivosti spermija (LUKAC i sur., 2011.). Prema
nasem saznanju u dostupnoj literaturi, jedino je istrazivan ucinak RF-EMZ-a vrlo male
frekvencije od 50 MHz na pokazatelje gibljivosti i brzine spermija nerasta (BERNABO i sur.,
2007.).



2. PREGLED DOSADASNJIH SPOZNAJA

2.1. REPRODUKTIVNI SUSTAV NERASTA

Muski reproduktivni sustav ima tri osnovne funkcije: proizvodnju spermija u testisima,
sazrijevanje, skladiStenje 1 transport spermija kroz sustav kanali¢a te polaganje sjemena u
zenski spolni sustav pomocu penisa. Funkcija muskih spolnih hormona je takoder trostruka:
regulacija spermatogeneze i ponasSanja muzjaka (prvenstveno libido i agresija) te razvoj
sekundarnih spolnih obiljeZzja muzjaka (NOAKES i sur., 2019.). Muski spolni sustav sisavaca
se sastoji od: parnih muskih spolnih Zlijezda, sjemenika (testis, orchis) smjestenih u mosnji
(scrotum), nuzsjemenika (epididymis), sjemenovoda (ductus deferens), mokraénice (urethra
masculina), mjehuricastih zlijezda (glandulae vesiculosae), uretralnih zlijezda (glandulae
urethrales), penisa (penis), prepucija ili puzdre (praeputium) te akscesornih spolnih Zlijezda -
prostate (glandula prostatica) i bulbouretralnih Zlijezda (glandulae bulbourethrales)
(CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.).

Sjemenici (testes) odnosno muske gonade su parni organi smjesteni u mos$nji (Scrotum).
Embrionalno porijeklo imaju iz primordijskih gonada medijalnog mezonefrosa u slabinskom
podrucju. Spustanje testisa (descensus testis) je postupak koji se odvija u kasnijem stadiju
embrionalnog razvoja gdje muske gonade migriraju iz trbusne Supljine kroz vaginalni izdanak
potrbusnice (processus vaginalis) u mosnju (KONIG i LIEBICH, 2009.). Spustanje testisa u
mosnju kod nerasta se odvija nakon 85-og dana gravidnosti (CERGOLJ i SAMARDZIJA,
2006.). Na povrsini testisa se nalazi vezivnotkivna ¢ahura (tunica albuginea) koja je gradena
od kolagenih vlakana te sadrzi krvne zile (a. i v. testicularis). Sljede¢i anatomski sloj je
vezivnotkivna pregrada (septula testis) koja dijeli testis u piramidalno oblikovane reznjeve
(lobuli testis). Vezivnotkivne pregrade konvergiraju prema sredi$njoj osi testisa te stvaraju
vezivnotkivno tijelo (mediastinum testis). Svaki reZnji¢ testisa sastoji se od dva do pet sjemenih
kanali¢a (tubuli seminiferi contorti) u kojima se odvija spermatogeneza. Unutar epitelne
stjenke kanali¢a nalaze se i Sertolijeve potporne stanice te stanice zametnog podrijetla koje se
za vrijeme spermatogeneze diferenciraju preko spermatida u spermije (KONIG i LIEBICH,
2009.). Ravni dijelovi (tubuli seminiferi recti) savijenih sjemenih kanali¢a (tubuli seminiferi
contorti) prelaze u mrezu (rete testis) koja se nalazi u medijastinumum testisa.
U prostoru izmedu kanalica nalaze se Leydigove intersticijske stanice (endocrinocyctus
interstitialis) koje su glavni izvori muskih steroidnih spolnih hormona. Veza izmedu rete

testitis i glave nuzsjemenika su savijeni odvodni kanali¢i (ductuli efferentes testis) koji



probijaju vezivnotkivnu ¢ahuru (tunica albuginea). Testisi nerasta dugacki su od 12 do 20 cm,
sirine 7 — 12 cm te mase od 150 do 350 grama (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.).

Nuzsjemenik (epididymis) je jednostruka zavijena cijev, ¢vrsto pripojena duz testisa i
sastoji se od izduZenih sjemenih kanalica, koje zajedno drzi vezivno tkivo (NOAKES 1 sur.,
2019.). Nuzsjemenik je cilindri¢ni organ koji se sastoji od glave (caput epididymis) koja je
¢vrsto spojena s ¢ahurom sjemenika i prima odvodne kanali¢e sjemenika (ductuli efferentes
testis), tijela (corpus epididymis) te repa (cauda epididymis). Nakon ulaska u nuzsjemenik
odvodni kanali¢i se zajedno spajaju u kanal nuzsjemenika (ductus epididymis). MiSi¢ni zid
kanala nuzsjemenika peristalticki pomiée spermije kroz lumen, koji iz testisa izlaze nezreli te
tako prolaze zadnji stadij sazrijevanja (NOAKES i sur., 2019.). Rep je pri¢vrs¢en za kaudalni
okrajak sjemenika pomocu vlastitog ligamenta sjemenika (ligamentum testis proprium), a za
processus vaginalis pomoc¢u ligamenta repa nuzsjemenika (ligamentum caudae epididymis).
Ovaj ligament pruza vlakna u duboki sloj skrotuma koja su izrazito dobro razvijena u nerasta
te ¢ine ligament skrotuma (ligamentum scorti). Ductus epididymis nastavlja se medijalno na
repu nuzsjemenika u sjemenovod (ductus deferens) (KONIG i LIEBICH, 2009.). U kanalu
nuzsjemenika dolazi do sazrijevanja spermija, resorpcije tekucine sjemenika, fagocitoze
stani¢nih fragmenata te izlu¢ivanja nutritivnih tvari potrebnih za spermije. Kanal nuzsjemenika
u nerasta je dugacak od 17 do 18 metara (KONIG i LIEBICH, 2009.). Nuzjemenik ima
cetverostruku ulogu: transport spermija, koncentracija i zrenje spermija, skladiStenje zrelih i za

oplodnju sposobnih spermija te regulacija ejakulacije (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.).

Sjemenovod (ductus deferens) je nastavak ductus epididymisa koji zapocinje kao
valoviti dio repa nuzjemenika, uspinje se medijalno sa Zivcima, krvnim Zilama i miSi¢ima
(musculus cremaster) u sjemensko uze (funiculus spermaticus) do anulus vaginalisa te na tom
mjestu ulazi u trbusnu Supljinu (KONIG i LIEBICH, 2009.). U nerasta sjemenovod je duZine
25 do 30 cm te debljine 3 mm. Sjemensko uZe (funiculus spermaticus) tvore arteria i vena
spermatica, limfne zile, simpati¢ki zivei, sjemenovod, musculus cremaster internus te
visceralni list tunice vaginalis. Misi¢i sjemenskog uzeta su od glatke muskulature te svojim
refleksnim kontrakcijama podizu testise prema ingvinalnom kanalu, a relaksacijom izduzuju
skrotum te spustaju i udaljuju od tijela zivotinje. Ovim mehanizmima zajedno s venoznim
pletezom (plexus pampiniformis) omoguéena je termoregulacijska uloga testisa za normalnu
spermatogenezu (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.).



Mosnja (scrotum) je dvodijelna kozna vre¢a koja sadrzi testise, nuzjaja i dijelom
sjemenovode. U nerasta se nalazi kaudalno ispod anusa. Slojevi mosnje su: vanjska koza,
misi¢no-elasticno pokozje (tunica dartos), dvoslojna fascia spermatica externa kao odvojak
vanjske fascije trupa, musculus cremaster koji je nastavak unutarnjeg kosog, odnosno
poprecenog trbusnog misi¢a s fascijom (KONIG i LIEBICH, 2009.). Koza mosnje je
razdijeljena longitudinalnom prugom (raphe scroti), dok tunica dartos duz cijele
longitudinalne pruge tvori medijalni razdjel odnosno septum scroti koji dijeli mosnju u dvije

jednake cjeline.

Prostata (glandula prostatica) je zlijezda tubuloalveolarnog tipa te izluCuje bistar,
vodenasto-serozni sekret. U nerasta se sastoji od dva dijela: jedan difuzno rasireni dio u stijenci
zdjeli¢ne mokraénice (pars disseminata) i drugog kompaktnog dijela odnosno tijela prostate
(corpus prostatae) (KONIG i LIEBICH, 2009.). Tijelo prostate u nerasta je veli¢ine 3 do 4 cm
(CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.).

Bulbouretralne Zlijezde (glandula bulbourethralis) su parne Zlijezde koje su u nerasta
dobro razvijene, veli¢ine 13 x 3 x 3 cm. Valjkastog su oblika, izduzene te se pruzaju duz ¢itavog

dijela mokracnice.

Penis (penis) sastoji se od korijena, trupa i glavi¢a penisa. Korijen penisa (radix penis)
je sastavljen od dva kraka (crura penis) koji se priblizavaju i spajaju te oblikuju zajedno s
dijelom spuzvastog tijela uretre (bulbus penis) u korijen penisa. Korijen prelazi u tijelo penisa
koji ¢ini glavninu organa te zavrSava glavicem penisa. Penis je sastavljen od tri cjeline
erektilnog tkiva: parnih corpora cavernosa penis i neparnog corpus spongiosum penis. Penis
nerasta je prosjecne duljine 50 do 60 cm te debljine 1 do 1,5 cm. Ovaj tip penisa svrstavamo u
fibroelasti¢ni tip penisa za koje je karakteristi¢na flexura sigmoidea penis koja se pri erekciji
ispravlja produzujuci penis. Kod ovakvog tipa penisa potrebna je mala koli¢ina krvi da bi doslo
do erekcije. Slobodni kraj penisa u nerasta spiralno je zavijen oko poduzne osi te je slican

vadicepu koji je prekriven kapicom.

Puzdra (praeputium) je kozni nabor koji prekriva slobodni kraj neerigiranog penisa.
Sastoji se od vanjskog sloja (lamina externa) i unutarnjeg sloja (lamina interna) koji prelaze
jedan u drugi na otvoru prepucija (ostium preputiale). U nerasta, s dorzalne strane prepucij se

prosiruje u obliku slijepe vrece (diverticulum praeputiale), veli¢ine kokosjeg jajeta.



Vaskularizaciju sjemenika ¢ine dvije glavne krvne zile: arteria i vena testicularis.
Arteria testicularis je grana aorte abdominalis. Arterija daje ogranke za nuzsjemenike (rami
epididymales) i za sjemenovod (rami ductus deferentis). Vena testicularis stvara mrezoliki
pleter (plexus pampiniformis) oko zavoja arterije. 1z ovog pletera izlazi jedna vena testicularis
koja se ulijeva u venu cavu caudalis. Brojni pojedini kontakti izmedu krvnih Zila u funikulusu

hlade krv u arteriji na njenom putu do testisa.

2.1.1. SPERMATOGENEZA

Spermatogeneza je pocetni proces stvaranja spermija koji zapocinje u pubertetu koji
nerasti dostizu u dobi od 6,5 mjeseci (MCGLONE i sur., 2020.). Odvija se u zavijenim
kanali¢ima testisa 1 sastoji se od mitoze, mejoze, spermatogeneze i spermiogeneze (PARRISH
i sur., 2017.). Spermatogeneza i spermiogeneza su dva procesa koji su ukljuéeni u proizvodnju
zrelih spermija. Spermatogeneza je proizvodnja i diferencijacija pokretnih stanica spermija iz
stanica zametnog epitela muzjaka. Spermiogeneza je diferencijacija i sazrijevanje spermatida
u pokretne spermatozoide. Spermiogeneza je zavrSni dio spermatogeneze, dok je
spermatogeneza cjelokupni proces proizvodnje funkcionalnih, muSkih gameta. Glavna razlika
izmedu spermatogeneze i spermiogeneze je mehanizam svakog procesa u proizvodnji spermija.
Spolne stanice u muZjaka prvo prolaze niz mitotickih dioba, nakon cega slijede mejoza i
spermiogeneza S§to rezultira morfoloSki prepoznatljivima spermatozoidima. U nerasta,
nediferencirane spermatogonijalne mati¢ne stanice tipa A ulaze u proces proliferacije te nastaju
spermatogonije Al i A2. Spermatogonija Al ostaje nepromijenjena i miruje odnosno sluzi kao
pricuva za sljede¢i ciklus spermatogeneze dok se A2 nastavlja diferencirati $to dovodi do dva
tipa A2 spermatogonija. Stanice tipa A2 dijele se dajuéi Cetiri A3, osam A4, 16 intermedijarnih
spermatogonija, 32 spermatogonije tipa B i kona¢no 64 primarne spermatocite. Primarne
spermatocite prelaze krvno-testikularnu barijeru te zapocinje proces mejoze (PARRISH i sur.,
2017.). Zavrsetak mejoze | rezultira sa 128 sekundarnih spermatocita, a mejozom Il dolazi do
ukupno 256 okruglih spermatida od izvorne Al spermatogonije. Haploidne okrugle spermatide
prolaze kroz proces spermiogeneze mijenjajuci se u spermatozoide koji se ispustaju u lumen
zavijenih kanalica, skladiSte se u nuzsjemeniku da bi u konaénici doslo do procesa maturacije.
U teoriji ¢e svaka spermatogonija tipa A1 dati 256 spermatida, ali u stvarnosti u nerasta se 70
do 90 % tih stanica izgubi (COSTA i sur., 2013.). Duzina spermatogenog ciklusa je 8,6 dana
dok u konacnici spermatogeneza traje 34,4 dana kroz Cetiri ciklusa. Za prolaz spermija kroz

nuzsjemenik potrebno je 10,2 dana tako da je u konacnici potrebno 45 dana od dijeljenja
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spermatogonije Al do ejakulacije spermija (COSTA i sur., 2013.). Dvije osnovne anatomske
cjeline testisa koje sudjeluju u stvaranju spermija su Leydigove i Sertolijeve stanice.
Fetalne Leydigove stanice su formirane prije rodenja te bivaju zamijenjene ,,odraslim*
Leydigovim stanicama u perinatalnom razdoblju (WEN i sur., 2016.). S priblizavanjem
puberteta, ove stanice postaju osjetljivije na luteiniziraju¢i hormon (LH) te posljedi¢no dolazi
do stvaranja testosterona i drugih promotora rasta koji reguliraju funkciju Sertolijevih stanica.
Sertolijeve stanice sadrze receptore za testosteron i folikulo-stimuliraju¢i hormon (FSH)
(FRANCA i sur., 2016.). FSH regulira proliferaciju Sertolijevih stanica u razdoblju prije spolne
zrelosti, koja se odvija u nerasta u dvije faze: od rodenja do starosti od mjesec dana te ponovno
od trec¢eg do Cetvrtog mjeseca starosti. Konacni broj Sertolijevih stanica u pubertetu odreduje
ukupan broj spermija koje testis moze proizvesti (FRANCA i sur., 2000.). Sve stanice koje
nastaju od pocetne Al spermatogonije su u izravnoj vezi sa svakom pojedinom Sertolijevom

stanicom (FRANCA i sur., 2016.).

Sperma (semen) ili ejakulat je kompleksna tekuéina mlijecnobijele boje ¢iji sastojCi
poticu iz razli¢itih dijelova muskog spolnog sustava. Izbacuje se prilikom ejakulacije kroz
vanjski otvor mokraéne cijevi. Ejakulat se sastoji od korpuskularnih elemenata (spermija i
epitelnih stanica) i tekuceg dijela u kojem spermiji plivaju, a nazivamo ga sjemenom plazmom
(CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.). Sjemena plazma je sloZena tekuéina u kojoj se spermiji
uzastopno suspendiraju prilikom ejakulacije te se sastoji od mjeSavine sekreta testisa,

nuzsjemenika te akcesornih spolnih zlijezda.

Spermiji su muske spolne stanice koje imaju sposobnost samostalnog gibanja i
odrZivosti izvan organizma u aerobnim i anaerobnim uvjetima. Sastoje se od glave, srediSnjeg
dijela (vrat i tijelo) i1 repa. Glava spermija sastavljena je od dva razli¢ita anatomska dijela,
jezgre i akrosome. Jezgra sadrzi genetski materijal: DNK, ribonukleinsku kiselinu, kromatin,
bjelancevine te alkalne fosfataze. Akrosoma je vezikula koja proizlazi iz Golgijevog aparata a
sadrzava hidrolitiCke enzime Kkoji su izuzetno bitni da postizanje penetracije kroz matriks
folikularnih stanica. Vezikula je okruzena unutarnjom i vanjskom akrosomskom membranom.
Vrat se sastoji od centriola koji je graden od devet segmenata te sredi$nje i spiralne aksoneme
koje sezu sve do repa. U blizini sredisnje aksoneme nalaze se mithonodriji koji su vazni za
gibanje spermija. Tijelo je poveznica izmedu glave i repa, te se smatra ,,motorom* koji pokrece
rep. Strukturnu gradu tijela ¢ine bjelancevine, ugljikohidrati i masti koje sudjeluju u stani¢nom
metabolizmu. Rep je najznacajniji dio spermija u pogledu gibljivosti te sadrzi aksonemu u

srediSnjem dijelu vrata koja je omotana mitohondrijskim omotacem (YASTE OLIVER, 2008.).
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U nerasta ejakulacija se odvija frakcionirano s diskontinuitetom razli¢itog trajanja
izmedu pojedinih frakcija. Sjemena plazma nerasta predstavlja 95 % volumena sperme te se po
sastavu razlikuje od ostalih frakcija (RODRIGUEZ-MARTINEZ i sur., 2009.). Glavna uloga
sjemene plazme je aktivacija, hranidba i zastita spermija. U sjemenoj plazmi makroelementi
kao Sto su natrij, kalij, magnezij i klor imaju izrazito vaznu ulogu na funkciju spermija. Natrij
i klor su najzastupljeniji ioni, koji utjecu na metabolizam i gibljivost spermija i stabilnost
membrane §to u kona¢nici moze dovesti do modificiranja morfologije spermatozoida (LOPEZ-
RODRIGUEZ i sur., 2013.). Kalij, metaboli¢ki inhibitor, usporava metabolizam spermija i
time smanjuje gibljivost spermija JUYENA i STELLETTA, 2012.; JOHNSON i sur., 2000.).
Kalcij je izuzetno bitan za gibljivost spermija, a presudan je u pokretanju akrosomske reakcije
(JUYENA i1 STELLETTA, 2012.). Magnezij je uklju¢en u gotovo sve enzimske reakcije, a
time je povezan s gibljivos¢u i oCuvanjem membrane spermija (JUYENA i STELLETTA,
2012.; LOPEZ-RODRIGUEZ i sur., 2013.). Ostali ioni prisutni u sjemenoj plazmi nerasta,
poput bakra, selena i cinka, takoder utjecu na kvalitetu sperme (PIPAN i sur., 2017.). Selen je
komponenta glutation peroksidaze, enzima s antioksidacijskim svojstvima ¢ija je prisutnost
povezana s prezivljavanjem spermija i plodno$¢u in vivo (BARRANCO i sur., 2016.). Nedavna
studija pokazala je da je selen u sjemenoj plazmi povezan sa gibljivos¢u i morfologijom
spermija te odrzivos$cu i integritetom DNK-a (PIPAN i sur., 2017.).

U sjemenoj plazmi postoji veliki broj enzima s razli¢itim djelovanjem. U sjemenoj
plazmi nerasta vise od 3 % proteoma su enzimi (ROCA i sur., 2020.). Takoder, postoji i
nekoliko enzima s antioksidacijskim svojstvima ¢ija je glavna funkcija smanjiti lipidnu
peroksidaciju kako bi se zastitili spermiji od djelovanja slobodnih radikala, §to je izuzetno
vazno u svinja zbog njihove visoke osjetljivosti na oksidativni stres (RADOMIL i sur., 2011.;
LI i sur.,, 2017.). Enzimi s antioksidacijskim svojstvima u sjemenoj plazmi nerasta su:
superoksid dismutaza, katalaza, glutation peroksidaza, glutation reduktaza, glutation S-
transferaza, fosfolipid hidroperoksid glutation peroksidaza, gama-glutamil transferaza i
paraoksanaza tip 1. Vecina prethodno nabrojanih enzima ima pozitivni u¢inak na smrznuto
sjeme, koncentraciju spermija u spermi i na progresivnu gibljivost (ROCA i sur., 2005.;
LOPEZ-RODRIGUEZ i sur., 2013.; BARRANCO i sur., 2016.). Monosaharidi, kao $to su
fruktoza 1 glukoza, predstavljaju glavne izvore energije u sjemenu nerasta, a podlijezu
biokemijskim procesima iskoriStavanja glukoze stvaraju¢i piruvat/laktat (MARIN 1 sur.,
2003.). Zanimljivo je da u nedostatku monosaharida, sjeme nerasta moze koristiti i druge izvore
energije kao §to su glicerol, piruvat, laktat i citrat (RODRIGUEZ-GIL, 2013.).



U nerasta, ejakulacija se odvija u vremenskim intervalima u trajanju od 5 do 10 minuta
tijekom kojih je otprilike 250 do 300 mL sjemena poloZeno u cerviks Zenke ili je sjeme uzeto
manualno za umjetno osjemenjivanje (U.O.) (SENGER, 2005.). Prva frakcija sjemena nerasta
je sekret bulbouretralnih zlijezda, bistre konzistencije s prisutnoséu gela odnosno Zelatinoznih
zrnaca. Za ovu frakciju je karakteristiCan visok stupanj kontaminacije zbog velikog broja
stanica, urina i smegme iz puzdre. Druga frakcija je bogata spermijima, mlijecno bijele boje te
konzistencije mlijeka. Zadnja, odnosno treca frakcija je volumenom vecéa od druge frakcije, ali
siromasnija spermijima. U nerasta, vec¢ina bjelanc¢evina iz sjemene plazme su spermadhezini i
to u postotku od 75 — 90 % od ukupne koncentracije bjelan¢evina (RODRIGUEZ-MARTINEZ
i sur., 2009.). Prva frakcija i prvi dio druge frakcije sjemena nerasta su siroma$na

bjelan¢evinama dok njihova koncentracija raste u ostalim frakcijama.

2.2. UZIMANJE UZORKA SPERME NERASTA

U Europi, gotovo 98 % krmaca, koje se koriste za uzgoj u svinjogojskoj industriji su
podvrgnute umjetnom osjemenjivanju (UO) (KHALIFA i sur., 2013.). Prednosti umjetnog
osjemenjivanja su viSestruke: smanjen rizik prijenosa bolesti, moguc¢nost koristenja visoko
kvalitetnog sjemena iz udaljenih podru¢ja, smanjeni troskovi, veéa dostupnost sjemena
vrhunskog genetskog materijala. Sjeme nerasta moZe se uzorkovati na nekoliko nadina:
naskakivanjem na nazimicu ili krmacu u estrusu, naskakivanjem na fantom ,,lazne krmace* ili
pomocu automatiziranih sustava. ,,Collectis* automatizirani sustav za uzorkovanje sperme
nerasta, drzi penis nerasta tijekom sakupljanja sperme te regulira tlak zraka i vakum kako bi se
postigli uvjeti sliéni vagini (ANEAS i sur., 2008.). Prednosti ovog sustava, pogotovo u
velikima sustavima proizvodnje, su usteda vremena i to 6,5 minuta po uzorkovanju sperme te
smanjena potreba za fizickom radnom snagom. Kvaliteta sjemena nerasta je jednaka kao i kod

klasi¢nog uzorkovanja sjemena uz pomo¢ fantoma (ANEAS i sur., 2008.).

Uzorkovanje sperme u vecini svinjogojskih reproduktivnih centara izvodi se metodom
rucne fiksacije penisa (HANCOCK 1 HOVELL, 1959.). KoriSteni fantomi moraju biti ¢vrste
konstrukcije, podesive visine, bez ostrih rubova te smjesteni u posebnu prostoriju s podom koji
nije sklizak. Zbog potencijalne opasnosti od nerasta, prostorija mora imati nekoliko izlaza kako
bi osoba koja uzorkuje spermu mogla izaci u slu¢aju nuzde. Nakon ulaska nerasta u prostoriju
i naskakivanja na fantom, kraj penisa se uhvati ¢vrsto s rukom na kojoj je rukavica. Stisak ruke

imitira pritisak koji je prisutan na penisu prilikom kopulacije unutar vagine nazimice/krmace.



Postupak uzimanja uzorka sperme uvijek treba raditi ista osoba na koju su se Zivotinje
naviknule. Prilikom uzorkovanja, posebnu pozornost treba posvetiti higijenskim uvjetima kako
bi se maksimalno smanjila evenutalna kontaminacija uzorka. Takoder, izuzetno je bitno izbjeci
evenutalne ozljede ili traume prilikom samog uzorkovanja. Sperma prilikom manualne
fiksacije penisa se skuplja u graduirane staklene posude (spermohvatac) omotane stani¢evinom
te zagrijane na 37 °C kako bi se izbjegao temperaturni Sok. U spermohvata¢ se uzimaju
posljednje dvije frakcije sjemena, koje se procjeduju kroz 3 sloja sterilne gaze u svrhu
odvajanja sekreta bulbouretralnih Zlijezda, koji bi mogao zacepiti kateter pri umjetnom
osjemenjivanju. Potrebno je koristiti polivinil rukavice jer lateks rukavice toksi¢no djeluju na
spermije (KO i sur., 1989.). Lateks rukavice, nitrilne, ali i pojedine rukavice napravljene od
vinila, ako je sjeme izloZzeno djelovanju rukavica dulje od dvije minute, takoder imaju negativni

ucinak na gibljivost spermija (STEWART i sur., 2017.).

Porodajna masa muskih pras¢i¢a predstavlja eliminacijski ¢imbenik za odabir
potencijalno kvalitetnih rasplodnih nerasta (DYSART, 2014.). Prije uvodenje u program
uzorkovanja sjemena, s mladim nerastima je potrebno provesti treninge priprema i upoznavanja
s tehnikom, u trajanju od 1 do 3 tjedna. U probno razdoblje nerasti ulaze u starosti od 8 do 9
mjeseci. Prilikom treninga, miris sjemena drugog nerasta, slina ili urin krmace/nazimice
dodatno stimuliraju mladog nerasta. U vecini reproduktivnih centara, uzorkovanje sperme
svakog nerasta provodi se dva puta tjedno (VYT i sur., 2007.) jer preucestalo uzimanje sperme
dovodi do smanjene kvalitete 1 koli¢ine sjemena te do smanjenog seksualnog nagona nerasta.

Daljnji postupci sa sjemenom trebaju se obaviti u sljede¢ih 15-ak minuta.

2.3. OCJENA UZORKA SPERME

Ocjena sjemena nerasta iznimno je znacajna kao jedan od ¢imbenika koji bitno utjece
na plodnost prilikom umjetnog osjemenjivanja krmaca. Predstavlja prvi korak u daljnjem
postupanju sa sjemenom nerasta. Od iznimne je vaznosti iskljuciti sjeme losije kvalitete na
temelju pokazatelja kojima se procjenjuje kvalitete sjemena. Uzorci sperme se analiziraju
makroskopski (volumen, boja, konzistencija, miris, pH) i mikroskopski (gustoca, gibljivost,
morfologija). Koncentracija i gibljivost su pokazatelji koji se naj¢eScée koriste, zbog kratkog
vremenskog razdoblja potrebnog za izvodenje istih te se na temelju vrijednosti ova dva
pokazatelja odreduje koliko ¢e se razrijediti uzorak sperme i koliko ¢e se doza sjemena od

jednog uzorka sperme nerasta dobiti.
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2.3.1. MAKROSKOPSKA OCJENA SPERME

Volumen sperme se odreduje kako bi se odredila prikladnost za razrjedivanje i
konzerviranje sjemena za umjetno osjemenjivanje. Koli¢ina sperme se odreduje odmah nakon
uzorkovanja u graduiranom spermohvatacu. Volumen ovisi o nekoliko pokazatelja: zivotnoj
dobi, na¢inu i vremenu prikupljanja uzorka sperme, velicini testisa, ¢imbenicima stresa (WOLF
i SMITAL, 2009.). Mladi nerasti imaju manji volumen sperme, a svoj maksimum doseZu
ulaskom u spolnu zrelost. WOLF i SMITAL (2009.) navode raspon volumena sperme od 50
do 600 mL, dok KNOX (2003.) navodi raspon od 150 do 500 mL. Ucestalo uzorkovanje
sperme smanjuje volumen Koji ne mora imati patolos§ko znacenje, ali redovito sadrzava manju

gustoéu spermija (FRUNZA i sur., 2008.).

Boja fizioloskog sperme nerasta je bijela s plavkastim odsjajem, a konzistencija
vodenasta (konzistencije mlijeka). Ucestalo uzorkovanje sjemena mijenja boju, te ona postaje
prozirnija zbog smanjene koncentracije spermija u spermi. Prema FRUNZA i sur. (2008.) boja
sperme moze odstupati zbog nekoliko razloga: Zzuta boja se javlja zbog hranjenja krmnom
smjesom bogatu karotenom; zagasito ruzi¢asta moze biti indikator prisustva lezija u spolnom
sustavu koje ne moraju biti opasne, ali isto tako ova boja se zna pojaviti i nakon dugotrajne
terapije fenotijazinima; smeda boja je potencijalno indikacija infekcije prostate; zelenkasto-
plava boja se javlja kod oligospermije (stanja u kojem je broj spermija u spermi ispod

fizioloSkih vrijednosti).

Miris sperme je karakteristi¢an te podsje¢a na miris kuhanih kostiju (FRUNZA i sur.,
2008.). Ukoliko sperma ima miris na mokracu, trulez ili neki drugi miris, potrebno je iskljuéiti
takav uzorak (CERGOLJ i SAMARZIJA, 2006.).

pH sperme je potrebno odrediti neposredno nakon uzorkovanja uz pomo¢ indikator
papira ili pomocu tekucine univerzalnog indikatora koji pomije$an sa spermom mijenja boju,
ovisno o stupnju pH (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.). Odredivanje pH je izuzetno bitno
jer je pH znacajan pokazatelj kvalitete sjemena. FizioloSke vrijednosti se krecu od 6,4 — 7,4.
Snizavanje pH uzrokuje smanjenje energetskog metabolizma i gibljivost spermija (YESTE i
sur., 2017.). Promjene u pH moze uzrokovati i prisustvo bakterija, ali i kontakt sa zrakom
prilikom skladistenja razrijedenog sjemena (VYT i sur., 2007.). Prilikom razrjedivanja uzorka
sperme, potrebno je koristiti pufere u razrjedivacima kako ne bi doSlo do promjena u

vrijednosti pH-a.
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2.3.2. MIKROSKOPSKA OCJENA SPERME
Mikroskopska ocjena sperme ukljucuje ocjenu gibljivosti spermija, ocjenu integriteta

akrosome te morfoloska ocjena uzorka sperme.

2.3.2.1. OCJENA GIBLJIVOSTI SPERMIJA

Gibljivost spermija je od klju¢ne vaznosti za uspjeSnu oplodnju te je sveopce
prihvaceno da je dobra gibljivost spermija odlika muSke plodnosti (TURNER, 2006.).
Subjektivna procjena gibljivostl spermija jedan je od najboljih pokazatelja kvalitete sjemena.
Normalni spermiji se gibaju pravocrtno, rotiraju se oko poduzne osi prema naprijed s brzim
pokretima repa lijevo-desno. Pod malim, a zatim pod velikim pove¢anjem mikroskopa, uz
pravocrtno gibanje moze se vidjeti jo§ i manjezno ili kruzno gibanje, retrogradno gibanje (rep
prebacen preko glave pa se kre¢u u smjeru suprotnom od glave) te nepomicne spermije.
Gibljivost se spermija u nativnom uzorku sperme odreduje mikroskopski, ali takoder postoje i
raunalne metode koje omoguéuju preciznu procjenu gibanja spermija, njihove putanje, brzinu
gibanja, ali i oblik promatranih gibanja (WANG i sur., 2011.). Ocjenu gibljivosti izrazavamo
u postotcima progresivno gibljivin spermija. Sperma nerasta, da bi se mogla koristiti za
razrijedenje i dalje za umjetno osjemenjivanje, mora imati barem 70 % progresivno gibljivih
spermija (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006). U veéine sisavaca, fizioloska gibljivost spermija
se manifestira na dva nacina: aktivna gibljivost u kojoj rep stvara simetri¢ni val nize amplitude
u viSe ili manje ravnoj liniji $to vjerojatno pomaze propulziji spermija kroz Zenski spolni sustav
te hiperaktivna gibljivost pri kojoj je amplituda gibanja veca kako bi se spermij progresivno
gibao kroz sluz jajovoda te stigao do jajne stanice (SCHMIDT i KAMP, 2004.).

KUNAVONGKRIT i sur. (1988.) navode da disfunkcija nuzsjemenika dovodi do velike
ucCestalosti spermija sa savijenim repom te posljedi¢no tome i njihove slabije gibljivosti.
Postoje i fentotipske korelacije unutar pojedinih pasmina koje su zapravo rezultat neizravne
selekcije i interakcije izmedu nekoliko gena (RODRIGUEZ-LOPEZ i sur., 2017.). Primjerice,
utvrdeno je da je debljina masnog tkiva leda u visoko kvalitetnih nerasta pasmine pietren
pozitivno povezana s progresivnom gibljivoséu spermija (ARSENAKIS i sur., 2015.).
Toplinski stres takoder utjeCe na kvalitetu sjemena nerasta. Nerasti izlozeni dnevno 8 sati
temperaturi od 34,5 °C te 16 sati na 31,0 °C tijekom 90 dana imali su manju gibljivost spermija
te veci udio spermija patoloSke morfologije u spermi, kao i smanjenu plodnost u odnosu na
kontrolnu skupinu nerasta drzanih na 23,0 °C (WETTEMANN i sur., 1976.).
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2.3.2.2. OCJENA KONCENTRACIJE

Odredivanje koncentracije odnosno ukupnog broja spermija nije komponenta procjene
kvalitete sjemena, ve¢ sluzi viSe kao pokazatelj za prac¢enje produktivne sposobnosti nerasta te
kao primarna znacajka u obradi uzorka sperme. Jedna od najucestalijih metoda odredivanja
koncentracije sjemene je brojanje u komorici po Thoma-i (CERGOLJ i SAMARDZIJA,
2006.). Komorica ima 16 kvadrata od kojih je svaki dodatno podijeljen na 16 kvadrata. Uzorak
sperme se priprema u leukocitnom melanzeru posto je sjeme nerasta rjede u odnosu na druge
vrste zivotinja. Nakon uzorkovanja sjemena nerasta i razrjedivanja 20 puta, uzorak se postavlja
na komoricu te nakon nekoliko minuta se moze zapoceti s brojenjem spermija. Prilikom
brojenja, spermiji se broje u Cetiri dijagonalna kvadrata u smjeru odozgo prema dolje te u petom
kvadratu koji se nalazi u suprotnom lijevom ili desnom kutu. Bitno pravilo je da se broje samo
spermiji kojima se glave drze desnog i gornjeg ili lijevog i donjeg ruba mreZzice te svi spermiji
kojima su glave u velikom kvadratu, te glave bez repova. Nakon prebrojavanja spermija, zbroj
oznacavamo sa N te da bi izra¢unali koncentraciju koristimo formulu: K= n x D x 50, gdje nam
je K oznaka za koncentraciju, D stupanj razrjedenja. Dobivena vrijednost se mnozi s brojem
tisucu da bi se dobio broj spermija u 1 mL. Za nerasta prosje¢na koncentracija spermija iznosi
od 250 do 300 milijuna spermija u 1 mL. Drugi nacini odredivanja koncentracije spermija Su
razli¢iti elektronski brojaci (fotometri) te kompjuterski potpomognuta analiza spermija.
CAMUS i sur. (2011.) u svom radu navode su rutinska fotometrijska mjerenja koncentracija

spermija pouzdane, to¢ne 1 precizne.

2.3.2.2.1. KOMPJUTERSKI POTPOMOGNUTA ANALIZA SPERMIJA

U posljednje vrijeme, za preciznu procjenu koncentracije, gibljivosti i morfologije
spermija sve je ucestalija upotreba elektronskog uredaja Computer Assisted Sperm Analysis
(CASA). Kompjuterski potpomognuta analiza spermija odnosno CASA je automatska,
reproducibilna metoda koja se koristi diljem svijeta zbog svoje preciznosti i jednostavnosti
(WANG i sur., 2011.). Osnovni princip rada CASA-e je snimanje razli€itih slika spermija pod
mikroskopom i pretvaranje u digitalne slike. Mikroskopsko polje je vizualizirano tamnim
poljem ili negativnom visokofaznom kontrasnom slikom, kako bi se glava spermija prikazala
jasno bijelom bojom na crnoj podlozi. Jezgra glave spermija ostaje konstantno jasnom cak i

kada se spermij pomice, jer pomak glave spermija ne utjece na intezitet njegove bijele slike
(AYAD, 2018.).
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CASA tehnologija obi¢no ukljucuje sljedece korake:

1) akvizicija slike predstavlja postupak pristupa digitalnim slikama s vezom izmedu digitalnog

fotoaparata i okulara mikroskopa

2) poboljsanje slike ¢ija je glavna svrha postiéi $to bolji kontrast izmedu spermija i pozadine
3) otkrivanje rubova slike

4) segmentacija, buduci da su spermiji segmentirati s obzirom na podrucje interesa

5) odredivanje svojstva spermija koje se zeli promatrati6) klasifikacija.

CASA je prezentirana na komercijalnom trzistu pocetkom 90-ih godina proslog stolje¢a. U

danasnje vrijeme, postoje tri CASA sustava dostupna na trzistu:

a) Sperm Quality Analyzer — digitalna metoda kojom se odreduje gibljivost spermija (SQA,
United Medical Systems Inc., Santa Ana, CA,USA);

b) Sperm Class Analyzer — za procjenu morfometrijskih pokazatelja spermija, koristi glavu i

vrat spermija, usporedbom razli¢itih bojenja (SCA, Microptic S. 1, Barcelona, Spanjolska);

c) Integrated Visual Optical Systems — sustav koji moze klasificirati spermije u tri kategorije:
normalan, djelomi¢no normalan 1 patoloSki oblik, a funkcionira na broju patoloskih oblika

(IVOS, Hamilton Thorne Research, Beverly, MA, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave).

Pomoc¢u CASA-e se moze odrediti ukupna gibljivost spermija (%), progresivna gibljivost (%),

manjezno kretanje (%) te razli¢iti pokazatelji brzine spermija:

- krivolinijska brzina (engl. VCL - curvilinear velocity) ili prosje¢na brzina spermija na

njegovoj pravolinijskoj putanji; izrazena u pm/s;

- pravolinijska brzina (engl. VSL - straight-line velocity) ili prosje¢na brzina spermija na
pravolinijskoj putanji (putanja koja spaja prvu i posljednju slikanu poziciju spermija); izraZzena

u pm/s;

- prosjecna brzina (engl. VAP — average path velocity) ili prosjecna brzina spermija na
njegovoj prosje¢noj putanji (putanja se izraCunava preko algoritma CASA uredaja kojom se

ispravlja krivolinijsko gibanje spermija); izraZena u pm/s;

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

amplitude of lateral head displacement); izraZzena u pm/s;
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- indeks linearnosti (engl. LIN — linearity) ili linearnost krivolinijske putanje, a
izraCunava se medusobnim odnosom pravolinijske i krivolinijske brzine (VSL/VCL); izrazen

u %;

- indeks oscilacije (engl. WOB — wobble) ili stupanj oscilacije prave putanje u odnosu na

prosje¢nu putanju spermija, a izraunava se medusobnim odnosom prosjecne i krivolinijske

putanje (VAP/VCL); izrazen u %;

- pravolinijske indeks (engl. STR — straightness) ili linearnost na prosje¢noj putanji, a
izracunava se medusobnim odnosom pravolinijske i1 prosje¢ne brzine (VSL/VAP); izrazen u

%;

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

ili prosjecan broj prelazaka krivolinijske putanje preko pravolinijske putanje; izrazen u Hz.

Prednosti CASA-e su detaljna analiza parametara gibljivosti, kineticke analize,
hiperaktivacije i morfometrije spermija. Klini¢ki znataj CASA pokazatelja je procjena
rasplodnog potencijala. CASA mjerenja su se pokazala izuzetno bitnim u pracenju suptilnih
promjena u distribuciji gibljivosti 1 brzine spermija kao odgovor na razli¢ite fizioloske 1

okolis$ne uvjete (AYAD, 2008.).

Od svih nabrojanih pokazatelja, VCL, ALH i BCF su najznacajniji pokazatelji koji se
koriste u procijeni kvalitete spermija nerasta (GIL i sur., 2009.). ALH je znacajan pokazatelj
gibljivosti jer je potrebna odredena gibljivost da bi se penetrirala barijera cervikalnog kanala
krmace. Prema BROEKHUIJSE i sur. (2011.) VAP je takoder bitan pokazatelj kvalitete

sjemena koriStenog za umjetno osjemenjivanje krmaca.

2.3.2.3. OCJENA INTEGRITETA STANICNE MEMBRANE SPERMIJA

Integritet staniéne membrane spermija Se smatra bitnim pokazateljem u procjeni
reproduktivnog potencijala. Ocjenu rezistencije spermija i otpornost integriteta procjenjujemo
sa 1 % natrijevim kloridom te naglim temperaturnim promjenama kako bi izazvali temperaturni
Sok (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.). Siroku primjenu za ocjenu strukturnog integriteta
stani¢ne membrane spermija imaju supravitalno bojenje po Bloom-u, fluorescentni testovi kao
sto su SYBR-14 sa propidij jodidom te za ocjenu funkcionalnosti stani¢cne membrane spermija,
test hipoosmotskog bubrenja. Supravitalno bojenje po Bloom-u je jeftina, brza i jednostavna

metoda ocjene postotka zivih i mrtvih spermija koju radimo sa 5 % -tnom otopinom eozina i
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10 % -tnom otopinom negrozina. Metoda se zasniva na principu da kroz ovojnicu mrtvog
spermija prolazi eozin dok ista boja ne moZe prodrijeti kroz ovojnicu zivog spermija.
Kombinacija SYBR-14 i propidij jodid fluorescentnog bojenja predstavlja jednu od
najucestalijih metoda procjene zivih spermija odnosno integriteta stanicne membrane. Prilikom
bojenja, dolazi do obojenja spermija te zelene smatramo intaktnim spermijima, dok zeleno-
crvene ili samo crvene smatramo kao spermije s oSte¢enom membranom. Hipoosmotsko
bubrenje je glavni pokazatelj funkcionalnosti membrane spermija. Ucestalo je koriSten za
ocjenu funkcionalnog integriteta staniéne membrane ljudskih spermija te je smatran
ucinkovitijim nego supravitalno bojenje. Vaznost ovog testa je u tome $to je funkcionalni status
spermija znacajni pokazatelj rasplodnog statusa. Jedan od najstetnijih ucinaka na staniéni
integritet spermija predstavlja djelovanje oksidacijskog stresa i to prilikom pripreme i hladenja

sjemena za umjetno osjemenjivanje (AWDA i sur., 2009.).

2.3.2.4. OCJENA MITOHONDRIJSKOG STATUSA

Mitohondriji su unutar spermija smjeSteni ispod glave spermija ili u proksimalnom
dijelu flageluma gdje se izduljuju i spiralno ovijaju u podru¢ju vrata (KOZARIC, 1998.).
Glavna funkcija im je proizvodnja ATP-a procesom oksidativne fosforilacije, ali i procesom
glikolize u anaerobnim uvjetima. Funkcionalni mitohondrijski status je bitan parametar visoko
kvalitetnih spermija (AGNIHOTRI i sur., 2016.; BARBAGALLO i sur., 2020.). Glavnim
unutarstani¢nim izvorom kisikovih slobodnih radikala su smatrani upravo mitohondriji, a
njihova povecana proizvodnja je povezana sa smanjenjem potencijala mitohondrija. Trenutno
se za procjenu mitohondrijskog potencijala koriste razlicita fluorescentna bojenja, od kojih je
najpoznatiji tetraetilbenizimdazolkarbocijanin jodid (JC-1). Posebnost ovog bojenja je Sto se
JC-1 nakuplja u mitohondrijima $to omogucuje precizne analize. Monomeri JC-1 dominiraju
u depolariziranim mitohondrijima koje karakterizira niski mitohondrijski potencijal i oni
emitiraju zelenu fluorescenciju, dok agregati JC-1 akumulirani u hiperpolariziranim
mitohindrijima sa visokim mitohondrijskim potencijalom emitiraju crvenu fluorescenciju
(GALLO i sur., 2021).
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2.3.2.5. PROCJENA OSTECENJA DNK-A / STRUKTURNE STABILNOSTI
KROMATINA

Osteceni spermiji imaju sposobnost oplodnje jajnih stanica, ali je embrionalni razvoj
povezan sa stupnjem oStecenja DNK-a (AHMADI i SOON-CHYE, 1999.). Neke kemikalije i
toksi¢ne tvari mogu ostetiti protamine koji Stite DNK-a u spermijima (EVENSON i sur.,
1994.). Anomalije spermija, poput slabo strukturno zapakiranog kromatina i oSte¢ena DNK-a
povezani su s uzorcima sjemena lose kvalitete (SAILER i sur., 1995.). Jedan od glavnih uzroka
oste¢enja DNK spermija je izlozenost slobodnim radikalima koji su vrlo reaktivni te ostec¢uju
nukleinske kiseline (OCHSENDORF, 1999.). Procjena strukturne stabilnosti kromatina je u
fokusu interesa kako bi se objasnio nacin protaminacije i djelovanje na epigentsko stanje
spermija. 1z tog razloga, upotreba neizravnih metoda koje se temelje na razli¢itim tehnikama
bojenja za procjenu koli¢ine protamina i mjerenje strukturne stabilnosti kromatina trenutno
postaju Siroko rasprostranjena (BANASZEWSKA 1 sur., 2015.). Najucestalija procjena
ostec¢enja DNK-a proizlazi da su oSte¢enja lako uocljiva protoénom citometrijom pomocu
akridin narancastog bojenja. Metoda se temelji na Cinjenici da jednolancani i dvolancani
prekidi DNK-a nisu osjetljivi na uvjete denaturizacije koje karakterizira pH = 1,2. Poremetnje
u strukturnom integritetu kromatina karakterizira prisutnost jednostrukih i dvostrukih prekida
u molekulama DNK-a koji dovode do stvaranja do denaturiranih segmenata (RYBAR i sur.,
2004.).

2.4. RAZRIJEDIVANIJE I KONZERVIRANJE SPERME

Nakon ejakulacije, gibljivost i vitalnost spermija ¢e biti ocuvani svega nekoliko sati.
Kako bi produljili preZivljavanje spermija, metabolicka aktivnost spermija se mora usporiti
dodavanjem kemijskih inhibitora. Usporedujuci sjeme nerasta s drugim Zzivotinjskim vrstama,
ono je izuzetno osjetljivo na temperaturu nizu od 12 °C zbog niskog udjela zasi¢enih masnih
kiselina u stani¢noj membrani spermija (ALTHOUSE i sur., 1998.). Prilikom uzorkovanja
sjemena temperatura iznosi 37 °C, a pri dolasku u laboratorij 32 - 35 °C (SCHULZE i sur.,
2013.). Vecina centara za umjetno osjemenjivanje razrjeduje sjeme U dva koraka: u prvom
koraku uzorak je razrijeden s prethodno zagrijanim razrjedivacem (33 °C) u omjeru 1:1, a zatim
s razrjedivaCem sobne temperature. Dakako, postoji veliki broj razli¢itih protokola koji se
koriste u centrima za umjetno osjemenjivanje. Prilagodba uzorka na temperaturu od 30 °C kroz

nekoliko sati ima zastitni uéinak pri skladiStenju uzorka na temperaturi od 17 °C (PURSEL i
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sur., 1972.). Medutim, rezultati kasnijih istrazivanja su dokazali da sjeme razrijedeno s
razrjedivaCem na temperaturi od 32 °C ima loSiji u€inak na spermije u smislu veceg broja
kapacitiranih spermija u odnosu na sjeme razrjedeno s razrjedivacem temperature 20 °C
(PETRUNKINA i sur., 2005.). Navedeni autori smatraju da pohrana sperme blize fizioloskoj
temperaturi, ne dovodi do usporavanja metabolizma spermija ve¢ do pogorSanja kvalitete
sjemena. Nadalje, dvodijelno razrjedivanje sperme nerasta s prethodno zagrijanim
razrjedivacem nije pozitivno djelovao na vitalnost, gibljivost ili integritet akrosome u odnosu
na razrjedivac koji je drzan na sobnoj temperaturi (LOPEZ-RODRIGUEZ i sur., 2012.).

Sperma se razrjeduje kako bi se povecao volumen te u konacnici dobio §to veci broj doza
sperme za umjetno osjemenjivanje krmaca. Razrjedivaci su otopine koje sadrze elektrolite,
neelektrolite i aditive te imaju svojstva pufera (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.). U veéini
komercijalnih razrjedivaca se nalazi natrijev citrat u izotoni¢noj otopini zbog pozitivnog
djelovanja na spermije. Sastojci u razrjedivacima moraju osigurati dovoljnu koli¢inu energije,
neutralizirati metaboli¢ke rezidue, odrzati osmotsku ravnotezu i stabilnost membrane spermija

te minimalizirati rast bakterija (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.).

Na temelju in vitro i in vivo studija, ve¢ina komercijalnih razrjedivaca pruza optimalnu zastitu

kroz 72 sata.
Najcesce koristeni sastojci razrjedivaca su:

1. Seceri - kao izvor energije je glukoza u malim koncentracijama; mogu se koristiti i galaktoza,

fruktoza, riboza ili trehaloza, ali nemaju isti u¢inak kao glukoza;

2. puferi - pH svjeze ejakuliranog sjemena nerasta je 7,4 + 0,2 te pri snizavanju pH, dolazi i do
smanjenja energetskog metabolizma i gibljivosti; upravo zbog toga se moraju dodavati
odredene supstance kako bi se kontrolirao pH. Strukturno jednostavnije supstance ukljucuju
bikarbonate i citrate s ograni¢enim djelovanjem, dok sloZenije supstance mogu djelovati puno

dulje te nisu temperaturno uvjetovani;

3. osmotski tlak spermija nerasta iznosi 290 — 300 mOsm. Osmotski tlak ne utjece na gibljivost
spermija sve dok se ne snizi ispod 200 mOsm. Anorganske ionske soli poput natrija i kalijevog

klorida uglavnom se koriste za regulaciju osmotskog tlaka;

4. antibiotici - zdravo tkivo testisa i akscesornih spolnih zlijezda nemaju bakterija u svojoj
mikroflori, §to zna¢i da do kontaminacije sperme dolazi prilikom uzorkovanja. Za kontrolu

rasta bakterija, potrebno je dodati antibiotik, pogotovo jer dodavanjem glukoze na temperaturi
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od 15 — 16 °C potice se rast gram-negativnih bakterija (E. coli, Salmonella ili Pseudomonas).
Najcesce su dodavani penicilin ili streptomicin (1g/L), ali 1 aminoglikozidi (200 mg/L) kao §to
su gentamicin, neomicin ili kanamicin. U zadnje vrijeme se sve vise koristi nova generacija
antibiotika (ceftiofur, apramicin),premda jos nisu poznati njihovi konacni rezultati. Direktiva
Europske Unije 90/429/EEC regulira upotrebu kombinacije antibiotika protiv leptospiroze i
mikoplazme i u koncentraciji koja mora biti ekvivalentna minimalnim koncentracijama 500 1U
streptomicina/mL, 500 IU penicilina/mL, 150 mg linkomicina/mL te spektinomicina/mL.
Bakterijska kontaminacija uglavnom uzrokuje promjene smanjenja gibljivosti i aglutinacije
spermija, povecanje postotka akrosoma s preuranjenom akrosomskom reakcijom te smanjenje
pH (5,7 - 6,4). No, centrifugiranje sjemena nerasta dovodi do smanjenja koncentracije bakterija
i posljediéno tome upotrebe manje koli¢ine antibiotika u ekstenderima. Medutim,
centrifugiranjem ne dolazi do smanjenja ukupne gibljivosti, ali su zabiljezene promjene u
linearnom kretanju spermija (MORRELL i WALLGREN 2011.).

Veéina razrjedivada sadrzi destiliranu ili deioniziranu vodu. lzuzetno je bitan
elektrolitski sastav, odnosno odsustvo iona kalcija. Magnetizirani razrjedivac (tekucina koja je
prosla kroz magnet i pokazuje poveéanu propusnost U stanice i karakteristike doniranja
elektrona), nadalje poboljSava integritet membrane smanjujuéi stupanj peroksidacije (LEE i
PARK, 2015.). Magnetiziranjem tekucine dolazi do porasta sposobnosti doniranja elektrona

§to bi moglo smanjiti razinu slobodnih radikala i reaktivnih kisikovih spojeva.

2.5. NOVE METODE PROCJENE KVALITETE SJIEMENA NERASTA

Unaprjedenje menadZmenta, odnosno reproduktivnog potencijala nerasta posebice u
centrima za U.O. smatra se sljede¢im korakom u unapredenju svinjogojske industrije, a temelji
se na primjeni novih metoda za procjenu kvalitete sjemena nerasta (SUTOVSKY, 2015.).
U posljednje vrijeme u visokorazvijenim centrima i laboratorijima u primjeni su proto¢ne
citometrije uz kombinaciju bojanja (za procjenu integriteta akrosome i mitohondrijskog
potencijala), ocjena fragmentacije DNK-a i biomarkera (ubikvintin, sperm postacrosomal WW
binding protein - PAWP). Procjena antioksidacijskog statusa je takoder znacajan pokazatelj

kvalitete sjemena iako se ne provodi rutinski u ve¢ je viSe zastupljena u istrazivackoj procijeni

sjemena nerasta (SUTOVSKY, 2015.).
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2.5.1. PROTOCNA CITOMETRIJA

Upotreba protoCne citometrije donosi mnogobrojne prednosti, nudi mogucnost
multikompleksne analize te tako daje rezultate gdje standardne metode procjenjivanja nisu
dostatne (SUTOVSKY, 2015.). lako zahtjeva skupocjenu opremu te znanje za izvodenjem
analize, proto¢na citometrija je postala dio standardnog protokola za kontrolu kvalitete sjemena
bikova te time i sredstvo u poboljSanju plodnosti bikova odnosno unaprjedenje u govedarskoj
industriji (PETRUNKINA i HARRISON, 2013.). Ovaj instrument nudi brzu analizu broja
spermija, vitalnosti i apoptoze te veliki broj dodatnih analiza (SUTOVSKY, 2015.).

Ocjena integriteta akrosome putem protocne citometrije, izvodi se koristeéi lektine,
molekule biljnog podrijetla, koje se specificno vezu na karbohidratne rezidue glikoproteina
(CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.). Vezanje se zbiva unutar akrosome ili na pojedinim
dijelima vanjske membrane akrosome. Fluorescentno konjugirani lektini, aglutinini kikirikija
koji se vezu na vanjsku membranu akrosome te aglutinini graska koji se vezu unutar matriksa
akrosome, su u velikoj mjeri kori§teni za procjenu razli¢itih protokola za pohranjivanje
sjemena, krioprezervaciju i oplodnju (BARRANCO i sur., 2013.). Glavni nedostatak ove
pretrage je kompliciranost procjene lektin-akrosoma jer spermiji zahtijevaju odredeni stupanj
fiksacije. Kako bi se razlikovala prava od lazne akrosomske reakcije koja se moze javiti kada
spermiji vi$e nisu vitalni, odnosno kad su “mrtvi®, potrebno je prije procjene statusa akrosome,

odrediti postotak zivih spermija.

Integritet mitohondrijskih membrana odrazavaju sposobnost mitohondrija spermija da
stvaraju adenozin trifosfat (ATP), $to je u uskoj korelaciji sa gibljivoscu i vitalno$¢u spermija
(GARNER i sur, 1997.). Bojenje fluorescentnim bojama kao S§to je
tetraetilbenizimdazolkarbocijanin jodid (JC-1) je prikladno za proto¢nu citometriju te se
pokazalo da je odli¢ni pokazatelj za vitalnost 1 integritet akrosome u nerasta (HUO 1 sur.,
2002.). Visoki potencijal mitohondrijske membrane odasilje narancasto obojenje JC-1 dok oni

s niskim potencijalom odasilju zelenu boju.

Sli¢no kao potencijal mitohondrija, bojenja s kojima se procjenjuje postotak ,,zivih“ u
odnosu na ,,mrtve spermije, pokazalo se odliénim pokazateljem vitalnosti spermija koja se
mogu Koristiti odmah nakon polu¢ivanja sperme. Na temelju bojenja zbog razliCite
permeabilnosti intaktne 1 oSte¢ene membrane spermija, najéesée upotrebljavane boje su crveno
— narancasto obojenje fluorescentnim propidium jodidiom te zelena fluorescentna SYBR-14

boja (CHRISTENSEN i sur., 2004.). U nerasta, vitalnost spermija je u pozitivnoj korelaciji s
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integritetom akrosome, potencijalom mitohondrija te postotkom fragmentacije DNK-a (BOE-
HANSEN i sur., 2008.).

Kapacitacija spermija, ireverzibilni proces koji se odvija neposredno prije oplodnje,
dogada se u jajovodima krmace. Ako kapacitirani spermiji ne dospiju do jajne stanice krmace
unutar nekoliko sati ,,umiru“ (SUAREZ i PACEY, 2006.). Preuranjena kapacitacija spermija
izazvana rukovanjem, hladenjem i pohranjivanjem sjemena, moze dovesti do smrti spermija u
uzorkovanom sjemenu. Ove promjene su kljucne za odredivanje plodnosti odnosno kvalitete
sjemena te se mogu mjeriti odredivanjem koncentracije iona kalcija u sjemenu koristeci
proto¢nu citometriju. Povecana koncentracija kalcija u sjemenu nerasta, mjerena pomocu 4-
(2,7- diklor-6-hidroksi-3-0x0-9-ksantenil)-4'-metil-2,2'-(etilenedioksi) dianilin-N,N,N’,N’-
tetraaceti¢ne kiseline je pokazatelj preuranjene kapacitacije spermija te je u uskoj pozitivnoj

korelaciji sa smanjenom vitalno$¢u spermija (PETRUNKINA i sur., 2001.).

Prisutnost odredene bjelancevine u sjemenu nerasta smatra se biobiljegom kvalitete
sjemena odnosno izravnim pokazateljem plodnosti (SUTOVSKY i LOVERCAMP, 2010.;
SUTOVSKY i KENNEDY, 2013.). Mnoge bjelanéevine, koje su pokazatelji fenotipa i funkcije
spermija, stabilni su te zbog toga nisu osjetljivi na vrijeme uzorkovanja sjemena, analize ili
oStecenja nastalih prilikom obrade sjemena. U nerasta, visoke koncentracije ubikvintina su u
negativnoj korelaciji sa stopom prasenja i veli¢inom legla (LOVERCAMP i sur., 2007.).
Odredivanje ubikvintina u spermijima moze posluZiti i kao biobiljeg za smrzavanje sperme
(PURDY, 2008.). PAWP je bjelancevina za kojeg se smatra da je u uskoj pozitivnoj korelaciji
sa smanjenom plodno§¢u u muskaraca i bikova (AARABI i sur., 2014.; KENNEDY i sur.,
2014.). Premda su potrebna daljnja istraZivanja u utvrdivanju potpune funkcije ove

bjelancevine u sjemenu nerasta, poznato je da PAWP koristan pokazatelj plodnosti nerasta.

2.6. REAKTIVNI KISIKOVI SPOJEVI | OKSIDACIJSKI STRES

Kisik ima takvu elektronsku konfiguraciju da je istodobno neophodan i odgovoran za
toksi¢nost stanica, tkiva odnosno organizma. Zbog toga $to kisik ima dva nesparena elektrona
koji imaju paralelne spinove, elektroni ostaju u odvojenim orbitama te takva elektronska

konfiguracija omogucuje redukciju kisika stupnjevitim nizom prijenosa jednog elektrona.
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Oksidacija je kemijski proces pri kojem molekule ili tvari otpustaju elektrone odnosno
elektri¢ni naboj suprotan redukciji pri kojoj molekule ili tvari primaju elektrone. Postupna
redukcija usporava izravno povezivanje kisika s organskim spojevima i omogucuje stanici
oksidaciju ,,goriva®“ djelovanjem dehidrogenaza koje povezuju redukciju kisika i nastajanje
vode. Prilikom redukcije kisika dolazi do stvaranja slobodnih radikala: hidroperoksilni radikal,
superoksidni radikal, vodikov peroksid koji nakon redukcije postaje hidroksilni radikal te
nakon daljnje redukcije postaje voda. Slobodni radikali su kemijske vrste s jednim ili vise
nesparenih elektrona u zadnjoj ljusci. Najces¢e su neutralne Cestice, medutim mogu biti i
negativno nabijeni. Vecinom su nestabilni te se javljaju kao kratkozivué¢i meduprodukti. Prvi
put 1900. godine Gomberg opisuje slobodni radikal trifenilmetil (LAFONT, 2007.), nakon toga
MCCORD i FRIDOVICH (1969.) otkrivaju enzim superoksid-dismutazu. Budu¢i da slobodni
radikali imaju nespareni elektron, oni su visoko reaktivni te stupaju u reakcije s anorganskim i
organskim spojevima kao $to su bjelancevine, lipidi, ugljikohidrati te nukleinske kiseline
(CVORISCEC i CEPELAK, 2009.). Slobodni radikali nastaju hemolitickim pucanjem
kovalentne veze te prijenosom elektrona (jednoelektronska oksidacija ili redukcija). Reakcija
slobodnih radikala sa neradikalima se nastavlja kao lan¢ana reakcija, gdje jedan radikal stvara
novi radikal te dolazi do dodatnog oSte¢enja molekula i stani¢nih struktura. Radikalske reakcije

opcenito se odvijaju u lancanim mehanizmima kako slijedi:
1. zapocinjanje (inicijacijski stupanj) u kojem nastaje reaktivni meduprodukt;

2. napredovanje (propagacijski stupanj) u kojem reaktivni meduprodukt reagira sa stabilnom
molekulom te daje produkt 1 drugi reaktivni meduprodukt §to omogucava da se lan€ana reakcija

nastavlja sve dok se ne iscrpi zaliha reaktanata i dok se ne onesposobi reaktivni meduprodukt;

3. zavrSavanje (terminacijski stupanj) u kojem u sporednim reakcijama nestaju reaktivni

meduprodukti ¢ime se daljnje reakcije usporavaju ili zaustavljaju (APRIOKU, 2013.).

Reaktivni kisikovi spojevi (ROS — engl. reactive oxygen species) su najznacajniji
slobodni radikali. ROS oznacava ne samo slobodne radikale nego 1 neke neradikalne derivate
kisika (npr. vodikov peroksid i hipoklorit). 1zvori slobodnih radikala mogu biti vanjski i
unutarnji. Vanjski izvori slobodnih radikala: ionizirajuce zracenje pri ¢emu dolazi do cijepanja
molekule vode, fotoliza kemijske veze, visoki sadrzaj slobodnih radikala u dimu cigarete dok
kod unutarnjih razlikujemo slu¢ajno i namjerno stvaranje slobodnih radikala (CVORISCEC i
CEPELAK, 2009.). Unutarnji izvori slobodnih radikala su enzimatski sustavi katalize
redukcije molekularnog kisika u superoksidni radikal: ksantin-oksidaza, aldehid-oksidaza,
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flavin-dehidrogenaza, peroksidaza te neenzimski sustavi prijenosa elektrona, razlicite reakcije
autooksidacije, stvaranje slobodnih radikala u mitohondrijskom elektron-transportnom sustavu
(primjer sluCajnog nastajanja) te aktivacija neutrofila (primjer namjernog nastajanja)
(CVORISCEC i CEPELAK, 2009.). ROS se stvaraju za vrijeme normalnog aerobnog
metabolizma: esencijalni su za stvaranje energije te za vrijeme jodinacije hormona S$titnjace;
potrebni su za proces fagocitoze u imunosnom sustavu te za sintezu prostaglandina; sudjeluju
u odrzavanju vaskularnog tonusa; imaju vitalnu funkciju u prijenosu signala; oksidacijom
bjelan¢evina mijenjaju funkciju bjelancevina te odrzavaju stabilnost membrane stanica. U
sluajevima kada je koncentracija ROS-a povecana, imaju negativne toksi¢ne ucinke
(HALLIWELL i GUTTERIDGE, 2015.). Patoloska djelovanja ROS-a su: oStecenje
biomolekula, inhibicija ili indukcija razli¢itih signalnih puteva (djelovanje na protein-kinaze,

fosfataze, proteaze), ekspresija gena, indukcija ili proliferacija stanica, lomovi lanca DNK-a.

Oksidacijski stres je definiran kao stanje u koje dolazi do pomaka ravnoteze u stani¢nim
oksidacijsko-redukcijskim reakcijama prema oksidaciji ili prekomjernim stvaranjem ROS-a.
Gubitak ravnoteze dovodi do stvaranja radikala, ali i nemoguénosti stanice da ih se ukloni

antioksidacijskim sustavom (Slika 1.).

Slika 1. Slikoviti prikaz oksidacijskog stresa.

Organizam je razvio brojne prirodne obrambene mehanizme od Stetnog djelovanja
ROS-a. U fizioloskim uvjetima, njihovu toksicnost sprjeCava veliki broj citoprotektivnih
enzima i antioksidansa. Antioksidansi su spojevi, koji su prisutni u malim koncentracijama, a
znatno odgadaju ili sprjecavaju oksidaciju (KOHEN i NYSKA, 2002.).
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Obrambeni mehanizmi djelovanja ukljucuju:

1. sprjecavanje nastanka ROS-a odrzavanjem niskog tlaka kisika u tkivima, zatvaranjem
enzima koji stvaraju ROS u posebne stani¢ne strukture (peroksisomi, lizosomi, mitohondriji)
te vezanjem slobodnih iona Zeljeza i bakra, hemoglobina i hema u komplekse (transferin,
ceruloplazmin, albumin, haptoglobin, hemopeksin); primarni antioksidansi: ceruloplazmin,

feritin, laktoferin, hemopeksin;

2. uklanjanje nastalih spojeva uz pomo¢ specifi¢nih enzima te antioksidansa prisutnih u
stanicama i tjelesnim tekué¢inama; sekundarni antioksidansi: superoksid dismutaza, katalaza,

glutation-peroksidata, vitamini C i E, urati, bilirubin;

3. popravak nastalih o$tecenja i uklanjanje oSte¢enih molekula prije nego njihova akumulacija
dovede do novih ostecenja; tercijarni antioksidansi: fosfolipaze, peptidaze, DNK ligaza, DNK
polimeraza I, poli (ADP-riboza) sintetaza, metioninsulfoksid-reduktaza.

Poremecaj ravnoteze odnosno novonastali oksidacijski stres moze dovesti do znatnog
poremecaja metabolizma stanice, ukljucujuci strukturne prijelome DNK-a, poveéanje
unutarstanicnog kalcija, oSte¢enje membransko ionskih transportera 1 bjelancevina te

peroksidaciju lipida (RAHAL i sur., 2014.).

Nakon uzorkovanja sjemena, dolazi do stvaranja ROS-a koji uzrokuju smanjenu gibljivost i
vitalnost te mogu dovesti do smrti spermija (THOMPSON i sur., 2009.). Fizioloske
koncentracije ROS-a su neophodne za hiperaktivaciju, kapacitaciju te akrosomsku reakciju, ali
kada nastane disbalans u stvaranju ROS-a i ukupnog antioksidacijskog kapaciteta sperme,
nastaje oksidativni stres. U visokim koncentracijama, ROS s relativno dugim poluZivotom,
inhibiraju gibljivost ljudskih spermija (ZINI i sur., 1995.). Nadalje, apoptoza uzrokovana ROS-
om posreduje u oslobadanju masnih kiselina iz membrana spermija u sklopu programiranog
puta apoptoze. Buduci da apoptozu i vitalnost stanice karakterizira propusnost membrane,
reproduktivni potencijal spermija pod utjecajem oksidativnog stresa moze se odrediti na
temelju propusnosti membrana (PILANE i LA BELLE, 2004.).

Okretanje doza tijekom skladistenja, kako bi se izbjeglo taloZenje spermija, Stetno
utjece na njihovu gibljivost (SCHULZE i sur., 2015.). Iako se bioloski mehanizam nije mogao
objasniti, prethodno navedeni autori su pretpostavili da je to posljedica povecanog

oksidacijskog stresa.
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2.6.1. LIPIDNA PEROKSIDACIJA

Lipidna peroksidacija je lanc¢ana reakcija oksidacije lipida posredovana djelovanjem
slobodnih radikala koja najceS¢e nastaje djelovanjem hidroksilnog radikala (CAl, 2005.).
Sastoji se od tri koraka: inicijacija, propagacija i terminacija. BjelanCevine i lipidi ¢ine osnovne
gradevne jedinice stani¢ne membrane spermija gdje su bjelan¢evine uronjene u dvostruki sloj
lipida. Dvosloj lipida je graden od fosfolipida gdje su hidrofilne glave okrenute prema unutar
1 izvanstani¢nom prostoru, a hidrofobni dio, izgraden od masnih kiselina, je smjeSten u
srediSnjem dijelu dvosloja. Taj dio je izlozen djelovanju slobodnih radikala. Visestruko
nezasi¢ene masne kiseline su podloZnije djelovanju ROS-a nego zasi¢ene masne kiseline 1
masne kiseline koje sadrZe jednu dvostruku vezu. Udio viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina
(dokazaheksaenska kiselina= DHA) je veci u nezrelih spermija u odnosu na zrele spermije
(OLLERO i sur., 2000.). Peroksidacijski niz u lipidnim sustavima zapoc¢inje napadom ROS-a
sposobnog da izdvoji atom vodika iz metilske skupine te dolazi do nastajanja slobodnih lipidnih
radikala. Inicijaciju mogu zapoceti: hidroksilni radikal, peroksilni radikal, alkoksilni radikal ili
pak lipidni radikal (CATALA, 2006.; HALLIWELL i GUTTERIDGE, 2007.).

Do propagacije dolazi ukoliko antioksidansi nisu prisutni, a time i do nastanka lanc¢ane reakcije
lipidne peroksidacije. Lipidni radikali u aerobnim uvjetima reagiraju s kisikom te tako nastaje
peroksilni radikal. Oduzimanjem vodika drugoj nezasi¢enoj masnoj kiselini, peroksilni radikal
stvara lipidni hidroperoksid i novi lipidni radikal. Lipidni hidroperoksid stvara nove radikale,
Sto pak ima za posljedicu grananje lanc¢ane reakcije. Propagacija se moZe ponavljati. Mala
koli¢ina slobodnih radikala iz stadija inicijacije, dovodi do obnavljanja lipidnih hidroperoksida
koji pospjeduju peroksidaciju lipida uz prisutnost prijelaznih metala (CATALA, 2006.;
HALLIWELL i GUTTERIDGE, 2007.; KOLENC, 2010.; SVERKO, 2011.). Zavrsni korak
peroksidacije lipida je terminacija koja nastaje reakcijom slobodnih radikala ili zastitnim

djelovanjem antioksidansa.

Peroksidacija lipida nastaje kao odgovor na oksidacijski stres te je uklju¢ena u mnogobrojna
patoloSka stanja: upala, ateroskleroza, karcinomi, neplodnost i neurodegenerativne bolesti.
Produkti lipidne peroksidacije su aldehidi, ketoni, ugljikovodici (etan, pentan), epoksid te
aktivni radikali. Aldehidi su izrazito reaktivni te ih smatramo toksi¢nim agensima koji se Sire
te povecavaju oStecenja zapoceta slobodnim radikalima. Njihove glavne odlike su stabilnost te
mogucénost difundiranja u stanice ili ¢ak izlaska iz stanica kako bi §tetno djelovali na stanice

daleko od njihova nastanka.
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Malondialdehid (MDA) je spoj, koji se stvara u malim kolicinama tijekom peroksidacije lipida
te sluzi kao pokazatelj peroksidacije. MDA postoji u razli¢itim oblicima. U fizioloskim
oblicima se nalazi u obliku enolatnog iona koji reagira s bjelan¢evinama te pokazuje izraziti
afinitet prema lizinskom aminokiselinskom ostatku (STEFAN i sur., 2007.). U organizmu,
MDA se metabolizira do malonatne kiseline ¢ija je glavna funkcija inhibicija sukcinat

dehidrogenaze mitohondrija.

Nezasi¢ene masne kiseline u stani¢noj membrani spermija podlijezu autokatalitickoj reakciji
odnosno lipidnoj peroksidaciji. Ova reakcija moze dovesti do gubitka integriteta stanicne
membrane te poremetnje funkcije spermija, a ponekad i potpune inhibicije spermatogeneze.
Poremetnja ravnoteze u stvaranju i djelovanju antioksidansa i porastu oksidativnog stresa,
dovodi do abnormalnosti koje uzrokuju smanjeni reproduktivni potencijal spermija (CHO i
AGARWAL, 2018.; PANNER SELVAM i AGARWAL, 2018.; ALAHMAR, 2019,
HIDALGO i sur., 2019.). S obzirom na to da su membrane spermija podlozne djelovanju
lipidne peroksidacije, MDA kao pokazatelj pomocu kojeg se mjeri razina oksidativnog stresa,
moze biti dobar dijagnosticki pokazatelj za procjenu neplodnosti u astenozoospermic¢nih
pacijenata (TAVILANI i sur., 2008.). Nadalje, razina je MDA u sjemenoj plazmi u negativnoj
korelaciji sa vitalnos¢u spermija (DAS i sur., 2009.), gibljivoséu (TAVILANI i sur., 2005.;
HSIEH i sur., 2006.; BEN ABDALLAH i sur., 2009.; ZRIBI i sur., 2011.; ATIG i sur., 2012.;
BENEDETTI i sur., 2012.), morfologijom spermija (SHAMSI i sur., 2010.; ATIG i sur., 2012.;
BENEDETTI i sur., 2012.) te koncentracijom spermija u spermi (HSIEH i sur., 2006.; ATIG i
sur., 2012.). Takoder, utvrdena je i pozitivna korelacija izmedu koncentracije MDA i anomalija

akrosoma te prisutnosti rezidualnih citoplazmatskih kapljica (BEN ABDALLAH i sur., 2009.).

Pozitivna korelacija izmedu razine MDA i fragmentacije DNK-a nije zabiljezena
(MONTJEAN i sur., 2010.). Premda se MDA smatrao biomarkerom za neplodnost, generalno
gledajuci, ne moze ga se smatrati pokazateljem smanjene gibljivosti spermija (MORETTI i
sur., 2009.; RENGAN i sur., 2012.). Medutim, u slu¢aju urogenitalnih infekcija, membrana
spermija je sklonija pucanju, odnosno lipidnoj peroksidaciji, $to se manifestira povecanim
nekrozama spermija te porastom koncentracije MDA (COSCI i sur., 2008.). Prisutnost
leukocita u sjemenu je stanje koji potencira lipidnu peroksidaciju membrane spermija
(FRACZEK i sur., 2007.; MARTINEZ i sur., 2007.).

Tijekom konzerviranja sjemena, postoji veca izlozenosti spermija djelovanju ROS-a

(PLESSIS i sur., 2008.). U takvim slucajevima, u razrjedivace se dodaju antioksidansi kako bi
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se sprijecio Stetan u¢inak ROS-a na kvalitetu sjemena (ZHANG i sur., 2015.). U spermi nerasta
izmjerena je manja razina MDA ako se u njega doda antioksidacijski enzim superoksid
dismutaze (SOD) (ZHANG i sur., 2016.). Nadalje, koncentracije MDA raste pri skladiStenju
sjemena nerasta na 18 °C nakon 96 sati (KUMARESAN i sur., 2009.). Medutim, dodavanjem
vitamina E smanjuje proizvodnju MDA u sjemenu nerasta skladiStenog na temperaturi od 15
°C kroz 72 sata bez obzira na dodavanje inzulinu sli¢an faktor rasta I (IGF-I) dok kombinacija
vitamina E i IGF-1 osigurava visoku gibljivost spermija nakon inkubacije kroz 120 minuta na
temperaturi od 37 °C (MENDEZ i sur., 2012.). Takoder, utvrdeno je da dodavanje klorogenske
kiseline u komercijalni razrjediva¢ protektivno djeluje na vitalnost, gibljivost, integritet
akrosoma 1 postotak spermija sa visokim mitohondrijskom aktivno$¢u u sjemenu nerasta, a
smanjuje koncentraciju MDA (PEREIRA i sur., 2019.). Dodavanje velike vecine biljaka, kao
alternativni izvor, takoder smanjuju koncentracije MDA u konzerviranoj spermi nerasta (ROS-
SANTAELLA i PINTUS, 2021.).

2.7. ANTIOKSIDACISKI ZASTITNI MEHANIZMI

Antioksidansi su tvari koji umanjuju Stete nastale djelovanjem slobodnih radikala
(MARKS, 2021.). Mehanizam djelovanja antioksidansa je stabilizacija slobodnih radikala te
sprjecavanje njihovog djelovanja (SHINDE i sur., 2012.). Antioksidansi se dijele na endogene
i egzogene s obzirom na mjesto podrijetla. Egzogeni antioksidansi se ne mogu proizvesti u
tijelu te ih je potrebno unijeti u organizam hranom ili dodacima u hrani. Podijelili smo ih na:
sintetski (vitamin E, vitamin C, flavonoidi, karotenoidi, likopen), elementi u tragovima (Se,
Cu, Zn, Mn) (SHINDE i sur., 2012.). Glavna funkcija endogenih i egzogenih antioksidansa je
neutralizacija djelovanja slobodnih radikala. Na taj utjecu na stvaranje u¢inkovitog imunosnog
odgovora te smanjuju rizik od degenerativnih oboljenja, karcinoma i pojave neplodnosti jedinki
(YADAV i sur., 2006.; PHAM-HUY i sur., 2008.; SHINDE i sur., 2012.). Endogeni se
antioksidansi stalno stvaraju u organizmu te se dijele na enzimske i neenzimske molekule.
Umrezeni su i djeluju interaktivno, a obi¢no su rasporedeni u citoplazmi i razli¢itim stani¢nim

organelama, ali se nalaze i u izvanstani¢noj tekucini.

Antioksidacijski obrambeni sustav sastavljen je od enzimatskih i neenzimatskih
antioksidansa. Posebna pozornost je posvecena djelovanju antioksidansa u razrijedenom
uzorku sperme jer se smatra da je glavni uzrok ,,propadanja“ sperme, lipidna peroksidacija

lipidne membrane spermija (LOPEZ-RODRIGUEZ i sur., 2017.). Dodatak Se prehrani koja
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sadrzi 0,06 ppm Se s 0,5 ppm Se, od odbic¢a do starosti od 9 mjeseci, rezultirao je vecom
gibljivos¢u spermija nerasta i manjim postotkom abnormalnih spermija (MARIN-GUZMAN i
sur., 1997.). Zamjena anorganskog s organskim Se u prehrani odraslih svinja povecava
koncentraciju spermija, ali smanjuje gibljivost i otpornost prema oksidacijskom stresu (LOPEZ
i sur., 2010.). Medutim, u naknadnim istrazivanjima nije utvrden utjecaj na kvalitetu sjemena
nerasta u hranjenju s organskim i anorganskim selenom (LOVERCAMP i sur., 2013,
MARTINS i sur., 2014.; PETRUJKIC i sur., 2014.).

2.7.1. ENZIMATSKI ANTIOKSIDACIISKI ZASTITNI MEHANIZMI

Antioksidacijski sustav u sjemenu sastavljen je od enzima, antioksidansa niske
molekularne mase 1 bjelancevina sjemene plazme. Slobodni radikali u sjemenu nerasta su
proizvodi leukocita te nezrelih ili abnormalnih spermija (ORZOLEK i sur., 2013.). Postoji jako
pozitivna Korelacija izmedu postotka nezrelih spermija i stvaranja ROS-a §to u konacnici
negativno utjece na kvalitetu sjemena (SAID 1 sur., 2004.). Najstetniji slobodni radikali za
spermu ukljucuju superoksidne i hidroksilne radikale te vodikov peroksid te uzrokuju
smanjenje genetskog integriteta spermija te plodnosti (SHARMA i AGARWAL, 1996.).
Antioksidacijski sustav u sjemenu svih sisavaca sastoji se od enzimskih aktivnosti superoksid
dismutaze (SOD), glutation peroksidaze (GPx), glutation reduktaze (GR) i katalaze (CAT).

2.7.1.1. SUPEROKSID DISMUTAZA

Superoksid dismutaza je enzimatski antioksidans koji katalizira dismutaciju
superoksidnog aniona u molekularni kisik i vodikov peroksid (DAS i sur., 2012.). Pripada
skupini metaloenzima Sto znaci da koristi metalne ione kao kofaktore. Postoji u nekoliko
izoformi, koje se medusobno razlikuju prema svojstvu metalnog iona koji sadrze te prema
aminokiselinskom sastavu, molekularnoj masi, lokalizaciji, mehanizmima regulacije i funkciji.
U ljudskom antioksidacijskom sustavu postoje tri oblika SOD-a: citosolna, izvanstani¢na i
mitohondrijska SOD (LANDIS i TOWER, 2005.). SOD stiti spermije katalizirajuci
dismutaciju superoksidnih aniona na vodikov peroksid i kisik, Stite¢i tako zrele spermije od
prekomjernog nakupljanja superoksidnih aniona (AITKEN i sur., 1996.). Hladenjem sjemena
na temperaturu od 5 °C smanjuje se unutarstani¢na razina nastalog kisika i vodikovog
peroksida (KIM i sur. 2011.).
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Sjemenu plazmu nerasta karakterizira visoka aktivnost SOD-a koja je prisutna u teku¢inama
nuzsjemenika i prostate. U jednom mL sperme nerasta, u frakciji bogatoj spermijima, ukupno
66 % ukupne aktivnosti SOD-a je povezano s njegovim stvaranjem u spermijima, a ostatak sa
stvaranjem u sjemenoj plazmi i citoplazmatskoj kapljici (MANELLA i JONES, 1980.). Niska
aktivnost glutationskih enzima i odsutnost katalaze u sjemenu nerasta je kompezirana
aktivno$¢u SOD-a i antioksidacijskim svojstvima bjelanCevina iz sjemene plazme
(STRZEZEK, 2002.; STRZEZEK, 1999.). Aktivnost SOD-a se u sjemenoj plazmi smatra
prediktivnim pokazateljem progresivne gibljivosti i vitalnosti nakon 3 dana skladiStenja sperme
(PIPAN i sur., 2014.). Povecana aktivnost SOD-a u ljudi je u pozitivnoj korelaciji s plodnos¢u
(MURAWSKI i sur., 2010.; WDOWIAK i sur., 2015.; DOROSTGHOAL i sur., 2017.), ali
potencijalna veza izmedu SOD-a i plodnosti in vivo u domacih Zivotinja je nedostatno
istrazena. Tako primjerice razina aktivnosti SOD-a u sjemenu bika nije povezana s njihovom
plodnos¢u (KUMAR i sur., 2017.). Cilj istrazivanja BARRANCO i sur. (2019.) je bio dokazati
da je aktivhost SOD-a pozitivho povezana s pokazateljima gibljivosti spermija koji su
pohranjeni na 17 ° C tijekom 72 sata. Medutim, zakljucak je da aktivnost SOD-a nije ¢imbenik
kojim se moze predodrediti uspjesnost plodnosti osjemenjenih krmaca. Dodavanje SOD-a u
razrjediva sjemena nerasta in Vitro pozitivno utjece na sposobnost odmrznutih spermija da
oplode jajne stanice (ROCA i sur., 2005.). U spermijima nerasta aktivnost SOD-a ovisi 0
pasmini, odnosno postoje medupasminske razlike u razini SOD-a tako da nerasti pasmine
Svedski landras imaju najvise razine SOD-a u spermijima, dok krizane pasmine nerasta imaju
najnize razine SOD-a te samim time i najnizu antioksidacijsku zastitu (ZURA ZAJA i sur.,
2016.).

2.7.1.2. GLUTATION PEROKSIDAZA

Glutation peroksidaza je enzim koji razgraduje vodikov peroksid nastao djelovanjem
SOD-a. Ovaj antioksidans predstavlja drugu liniju obrane protiv lipidne peroksidacije
kataliziraju¢i redukcije vodikovog peroksida do vode i odgovarajuceg alkohola, uz oksidaciju
reduciranog glutationa, koji je donor vodika. Strukturno je sastavljen od selena, a lokaliziran
je unutar stani¢nih membrana. U ljudskom tijelu postoje Cetiri poznata oblika ovog enzima:
gastrointestinalna,  stani¢na, plazmatska 1 fosfolipid-peroksid-glutation-peroksidaza
(CVORISCEC i CEPELAK, 2009.). U dostupnoj literaturi podatci o uéinku povisene ili
snizene razine aktivnosti GPx-a na funkcije spermija nerasta su kontroverzni. NOVAK i sur.

(2010.) navode da postoji pozitivna korelacija izmedu poviSenih vrijednosti GPx-a i stope
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prasenja, dok su VILAGRAN i sur. (2016.) utvrdili da se ipak radi o negativnoj vezi izmedu
poviSene aktivnosti GPx-a I integriteta membrane spermija i pokazatelja gibljivosti u svjeze
ejakuliranoj spermi. Razina aktivnosti GPx-a razlikuje se u spermi nerasta koji dobro odnosno
lose podnose smrzavanje (VILAGRAN i sur., 2015.). Nadalje, aktivnosti GPx-a znacajno
variraju medu nerastima i izmedu spermi istog nerasta (BARRANCO i sur., 2016.). Takoder,
dokazano je da ekspresija GPx-a u nuzsjemeniku ovisi o nekoliko ¢imbenika povezanih s
nuzsjemenicima i testisima te o ¢imbeniku rasta fibroblasta i razini androgena (BRIGELIUS-
FLOHE i MAIORINO, 2013.). Najniza aktivnost GPx-a zabiljezena je u prvoj frakciji sperme
(prvih 10 mL), &iji spermiji uglavnom potje¢u iz nuzsjemenika (RODRIGUEZ-MARTINEZ i
sur., 2011.) §to je bitno jer je do tada nuzsjemenik bio jedino poznato mjesto podrijetla GPx-a
(BRIGELIUS-FLOHE i MAIORINO, 2013.). Kasnijim istraZivanjima dokazano je da se GPx
sintetizira i u tkivu testisa, pogotovo u Leydigovim stanicama te intersticiju (BARRANCO i
sur., 2016.). Nadalje, postoji pozitivna korelacija izmedu povecane aktivnosti GPx-a na
kvalitetu sjemena u slu¢aju pohranjivanja sjemena tijekom 72 sata te viSe aktivnost GPx-a S
brojem prascic¢a u leglu. Veca aktivnost GPx-a je u pozitivnoj korelaciji s gibljivosc¢u spermija,

odnosno mehanizam pozitivne korelacije je u direktnom uc¢inku GPx-a na gibljivost spermija.

2.7.1.3. GLUTATION REDUKTAZA

Glutation reduktaza je enzim koji je svrstan u porodicu glutationskih enzima. Znac¢ajna
funkcija ovog enzima je stalna regeneracija reduciranog glutationa. Prilikom kataliziranja
redukcije glutation disulfida nastaju dvije molekule glutationa (DEPONTE, 2013.). Koristi
NADPH kako bi oksidirani oblik glutationa (GSSG) ,,obnovio* u reducirani oblike (GSH) koji
dalje sluzi kao reduciraju¢a molekula, uz djelovanje glutatione peroksidaze, za vodikov
peroksid pretvarajuéi ga u vodu. U sjemenu plodnih i neplodnih muskarcima ustanovljena je
¢vrstu korelacija izmedu mitohondrijske glutation peroksidaze (GPx) i GR-a (GARRIDO i sur.,
2004.). Najveca razina aktivnosti GR-a zabiljezena je u nuzsjemeniku, sjemenovodu, sjemenim
vre¢icama, prostati odnosno u svim epitelnim stanicama muskog reproduktivnog sustava.
Funkcija GR-a je zastita spermija od oksidacije prilikom maturacije i skladistenja (KANEKO
i sur., 2002.).

30



2.7.1.4. UKUPNI ANTIOKSIDACIJSKI STATUS

Sjemena plazma sadrzava mnogobrojne komponente s antioksidacijskim svojstvima,
enzimatske i ne-enzimatske, koje zajednickim djelovanjem ¢ini ukupni antioksidacijski status
(TAS). Odredivanje koncentracije TAS-a je od velike vaznosti jer se smatra da je niska razina
TAS-a pokazatelj neplodnosti odnosno spermija patoloskih oblika sa smanjenom funkcijom ili
bez nje (KHOSRAVI i sur., 2014.). Smatra se da je integritet DNK-a spermija povezan s TAS-
om u spermi muskaraca (SONG i sur., 2006.). Koncentracija ROS-a i koncentracija TAS-a
smatrani su dobrim pokazateljima oksidativnog stresa (SALEH i sur., 2003.). Nadalje,
koncentracija je TAS-a ve¢a u muskaraca sa normalnim spermijima za razliku od muskaraca s

abnormalnim spermijima (PAHUNE i sur., 2013.).

Utvrdena je pozitivna korelacija TAS-a u sjemenoj plazmi nerasta s gibljivoscu, vitalnoséu,
normalnom morfologijom i intaktnom stanicnom membranom spermija odnosno nadena je
veca koncentracija TAS-a u sjemenoj plazmi nerasta s fizioloskim postotkom gibljivih
spermija u spermi (AM-IN i sur., 2011.). Takoder je utvrdena povezanost ukupnih bjelancevina
s TAS-om u sjemenoj plazmi nerasta (STRZEZEK i sur., 1999.). Koncentracija TAS-a u
sjemenu nerasta zna¢ajno varira medu pasminama. Hibridne pasmine svinja imaju najvecu
koncentracije TAS-a u odnosu na pasmine pietren i njemacki landras (ZURA ZAJA i sur.,
2016). Nerasti s visim razinama TAS-a uglavnom imaju bolje rasplodne rezultate, stoga bi TAS
trebalo smatrati potencijalnim biobiljegom za plodnost nerasta koji se koriste za umjetno
osjemenjivanje krmac¢a (BARRANCO i sur., 2015.).

2.8. ELEKTROMAGNETSKO ZRACENJE

ZraCenje elektromagnetskog spektra je emisija Cestica ili elektronskih valova iz nekog
izvora. Postoje prirodna elektromagnetska zra¢enja (EMZ) s kojima oduvijek zivimo (Sunce,
kozmicko zracenje, Zemljino magnetsko polje, Hartmanovi ¢vorovi) te umjetna (antropogena)
zraCenja koja potjeCu iz izvora koja je covjeka izumio. Elektromagnetsko zracenje moZzemo
definirati kao prijenos energije u obliku elektromagnetskih valova koji se Sire zrakopraznim
prostorom brzinom svjetlosti (SOMEDA, 2006.). Polje izmedu dva elektri¢na tijela ¢iji atomi
nose elektricne naboje nazivamo elektriénim poljem, a prilikom gibanja elektricnog naboja
dolazi do stvaranja magnetskog polja. Elektricni naboj koji titra ima svojstvo
elektromagnetskog vala. Promjenjivo magnetsko polje proizvodi elektri¢no, a promjenljivo

elektricno polje proizvodi magnetsko polje. Proces uzajamne proizvodnje elektricnog i
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magnetskog polja Siri se po prostoru brzinom svjetlosti. EMZ vrlo visokih frekvencija (iznad
30 PHz) nose veliku energiju te mogu ionizirati atome i molekule pri prolasku kroz tvari. Takvu
vrstu EMZ-a nazivamo ioniziraju¢im zra¢enjem. S druge pak strane, EMZ nizih frekvencija od
30 PHz nema dovoljnu energiju za ionizaciju atoma te se jo§ naziva neionizirajuce
elektromagnetsko zradenje koje se sastoji od radiofrekvencijskog i optickog dijela (ZURA

ZAJA isur., 2021.).

Radiofrekvencijski dio zauzima podrucje frekvencije od 0 - 300 GHz, te je prema
Medunarodnoj telekomunikacijskoj uniji (engl. International Telecommunication Union - ITU)
podijeljen na podrucja ekstremno dugog vala i podruc¢ja ekstremno kratkog vala. Prisutnost
razli¢itih frekvencija iz podru¢ja neionizirajueg zraCenja antropogenog podrijetla
(radiokomunikacijski sustavi, mobilni telefoni, mikrovalne pecénice, izvori iz podrucja
bezicnog komunikacijskog sustava u okoliSu) poznat je pod pojmom elektromagnetski smog
ili elektrosmog (SAEFL, 2005.; POLJAK, 2006.) koji predstavlja ambijentalna polja na
razli¢itim frekvencijama c¢ije se djelovanje zbraja. Elektrosmog se smatra jednim od
najopasnijih polutanata, a samu S$tetnost je definirala Nacionalna aeronauticka i svemirska
administracija (National Aeronautics and Space Administration - NASA) (2010.): ,, Dok sjedite
i gledate TV, niste izloZeni samo vidljivim svjetlosnim valovima s televizora ve¢ i radio
valovima emitiranim s obliznje stanice, mikovalne pecnice, mobilnih telefona, bezicnog
interneta i navigacijskog satelitskog sustava iz automobila. Kroz vasu sobu trenutno prolazi

kaos valova iz cijelog spektra."

Medunarodna agencija za istrazivanje raka (International Agency for Research on

.....

je elektromagnetska radiofrekvencijska zracenja u potencijalno kancerogene, odnosno
kategoriju 2B za koju je karakteristi¢no da postoje ograni¢eni dokazi o kancerogenosti u ljudi

1 manje nego dovoljni dokazi o karcinogenosti u pokusnih Zivotinja.

U tablici 1. prikazana je klasifikacija kancerogenih uzro¢nika prema Medunarodnoj agenciji za

istrazivanje raka (nadopunjena tablica iz 2021. godine).
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Grupa Opis Definicija Broj
uzro¢nika
1 kancerogeni dovoljni dokazi o kancerogenosti 121
2A vjerojatno ograniceni dokazi o kancerogenosti u ljudi i 89
kancerogeni dovoljni dokazi o kancerogenosti u pokusnih
Zivotinja
2B potencijalno ograni¢eni dokazi o kancerogenosti u ljudi i manje 318
kancerogeni nego dovoljni dokazi o karcinogenosti u pokusnih
zivotinja
3 nije dokazi o kancerogenosti neadekvatni su za ljude, a 499
klasificirano neadekvatni ili ograni¢eni u pokusnih zivotinja
prema svojoj
kancerogeno-
sti za ljude

Organizam se ponasa kao antena koja apsorbira EMZ i konvertira ih u oblike izmjeni¢ne struje.
Ucinak EMZ-a na organizam se mjeri sa standardnom jedinicom SAR, §to predstavlja umnozak
koli¢ine apsorbirane energije u jedinici vremena po jedinici mase. Formula za izraCunavanje

SAR-a je:
SAR (W/kg) = o E¥p,

gdje je sigma (o) vodljivost tekucine, a rho (p) gustoca tekucine. Izmjerene vrijednosti E-polja

iraspodjela SAR su 1 g i prosje¢ne mase vrijednosti SAR od 10 g.

Bioloski u¢inci radiofrekvencijskog EMZ-a mogu biti toplinski i netoplinski, a dobiveni
su na temelju istrazivanju in vivo na pokusnim zivotinjama, in vitro na stani¢nim kulturama i
na temelju obrade epidemioloskih podataka. Negativni u¢inak je izraZzen kada je bioloski
ucinak izlaganja polju izvan normalnog raspona koji organizam moze podnijeti. Toplinski
ucinak se manifestira porastom temperature zbog prijenosa energije (KIVRAK i sur., 2017.), a
netoplinski uc€inci izazivaju kontroverze zbog nemoguénosti isklju¢ivanja drugih ¢imbenika

koji mogu djelovati na zdravlje organizma. Osnovni bioloski u¢inak EM polja na visokim
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frekvencijama je zagrijavanje tkiva. Zagrijavanje tkiva nastaje kad je ukupna EM energija
apsorbirana u organizmu dovoljno velika za izazivanje porasta temperature u tijelu koja

narusava unutarnje termoregulacijske mehanizme (KIVRAK i sur., 2017.) .

Simptomi netoplinskog ucinka koji se najceS¢e ocituju su promjena mozdane
aktivnosti, poremecéaj pamcenja, poremecaj spavanja, razdrazljivost, vrtoglavica, glavobolja,
gubitak koncentracije, depresija, zujanje u uSima, nepravilnosti rada srca te elektroosjetljivost
(SAEFL, 2005.; MILEUSNIC, 2006.; ROOSLI, 2008.). Bioloski uginci mogu biti izravni, Koji
nastaju kada zraCenje djeluje na mitohondrijsku DNK-a koja sadrzi genetske upute za
specifi¢ni bioloski razvoj (XU i sur., 2010.), neizravni koji nastaju zbog djelovanja zracenja na
vodu unutar same stanice (RAVANAT i sur., 2001.), somatski koji se javljaju na ozraenom
pojedincu te genetski ucinci koji se mogu pojaviti (prenijeti genskom uputom) i na njegovu
potomstvu (CRNEK-KUNSTELJ, 2003.). Netoplinski u¢inci RF-EMZ-a zabiljeZzeni su na
brojnim vrstama zivotinja u prirodi, ukljucuju¢i ptice (BALMORI, 2005.), vodozemce
(BALMORI, 2010.), kukce (EVANS i sur., 2017.), ribe (IBRAHEIM i sur, 2013.), sisavce
(MAILANKOT i sur., 2009.).

Velika vecina dosadasnjih istraZivanja usmjerena je na negativni utjecaj EMZ-a na

reproduktivni sustav ljudi (FALZONE i sur., 2011.; ALTUN i sur., 2018.).

U istrazivanju provedenom na 361 ispitaniku, u klinici za neplodnost, utvrdeno je da u
muskarca koji koriste mobilne uredaje vise od dva sata dnevno, dolazi do zna¢ajnog smanjenja
u ukupnom broju 1 gibljivosti spermija, udjelu zivih spermija te udjelu morfoloski normalnih
spermija (AGARWAL i sur., 2008.). In vitro studija na spermi muskaraca potvrduje somatski
1 genetski uc¢inak EMZ-a dovode¢i u vezu da prekomjerna upotreba mobitela potencijalno

utjeCe na plodnost muskaraca i njihovih potomaka (DE TULIIS i sur., 2009.).

EMZ koji odasilju mobilni uredaji, s odredenom gustoc¢om, jakosti i frekvencijskim
rasponom, povecavaju stvaranje ROS-a te smanjuju vitalnost stanica stvaraju¢i slobodne

radikale koji u konacnici dovode do fragmentacije DNK-a (HOUSTON i sur., 2016.).

Sve veca upotreba uredaja s radiofrekvencijskim zracenjem kao Sto su mobiteli i
bezi¢ne mreze, povezuju se sa smanjenom plodnoscu parova koja je u SAD-u 2005. godine
iznosila 7,4 % (CHANDRA i sur., 2005.), a pretpostavka je da je ta brojka danas jo$ i veca
(HOMAN i sur., 2007.). Naime, brojne studije svjedoCe o Stetnosti upotrebe mobitela na
reproduktivni sustav i to na smanjenje broja progresivno gibljivih spermija te vitalnosti
spermija (AGARWAL i sur., 2008.; AGARWAL i sur., 2009.) kao i porast koncentracije ROS-
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a u spermi stakora (KUMAR i sur., 2011.). Takoder, EMZ koji emitira beZi¢na mreza laptopa
ima negativan utjecaj na kvalitetu sperme muskaraca (AVENDANO i sur., 2012.). EMZ je
takoder odgovorno i za smanjenje postotka oplodnje u Stakora (I, AL-AKHRAS i sur., 2001.)
te ukupnog broja spermija te pokretanje mehanizma apopotoze spermija (LEE i sur., 2004.;
KIM i sur., 2009.). Osim nekvalitetnog uzorka sperme (LI i sur., 2010.), brojni autori spominju
i hormonalne promjene u testisima (FEJES i sur., 2005.; AGARWAL i sur., 2008.) te fetalnu
smrtnost i poremetnje u embrionalnom razvoju ljudi (HEYNICK i MERRITT, 2003.). U
istrazivanju na Wistar Stakorima utvrdeno je da izlaganje EMZ-u 2 sata / dan tijekom 35 dana,
dolazi do smanjenja ukupnog broja spermija i porasta broja apopototi¢nih stanica (KESARI i
sur., 2010.). Nadalje, muZzjaci Wistar $takora izlozeni bezi¢noj mrezi laptopa (7 sat / dan kroz
tledan dana) imali su smanjen ukupan broj spermija te gibanje spermija u spermi
(MORTAZAVI i sur., 2010.). Druga su istrazivanja takoder povezala u¢inak EMZ-a (FEJES i
sur., 2005; YAN i sur., 2007.; AGARWAL i sur., 2009.; GORPINCHENKO i sur., 2014.;
JONWAL 1 sur., 2018.) ili zracenje mobitela (DE IULIIS 1 sur., 2009.; GHANBARI i sur.,
2013.) sa Stetnim ucincima na testise muskaraca. Takvo izlaganje zracenju moze stvoriti stanje
oksidativnog stresa i potaknuti stvaranje slobodnih radikala u mitohondrijima spermija (DE
IULIIS i sur., 2009.).

Pojedini autori navode da noSenje mobitela u dZepu ili na remenu dovodi do smanjenja
progresivne gibljivosti spermija (KILGALLON i SIMMONS, 2005.; AL-BAYYARI, 2017.).
Nadalje, izlaganje EMZ-u izravno utjeCe na testise miSa uzrokuju¢i znaajno smanjenje
promjera sjemenih kanali¢a $to u konacnici dovodi do patoloskih i fizioloskih promjena u tkivu
testisa (LUO 1 sur., 2013.). Naime, u razvijenom dijelu Zemlje postoji sve veca zabrinutost o

dokazanom rastu¢em postotku neplodnosti u ljudi (KUMAR 1 sur., 2014.).

Uslijed utjecaja EMZ-a na spermu nerasta, moze do¢i do naruSavanja vrijednosti
pokazatelja brzine spermije, koji se odreduju pomoc¢u CASA-e. Nakon zracenja sa svega 50
Hz tijekom 2 sata u sinusoidnom magnetskom polju, vrijednosti za pokazatelje VAP, VCL,
ALH, VSL te STR su bile znacajno niZe, §to je izravni dokaz o negativhom utjecaju EMZ-a na

pokazatelje brzine spermija nerasta (BERNABO i sur., 2007.).

Ucinci EMZ-a na spermije ovisi o nekoliko ¢imbenika, a najvazniji su frekvencija
zraCenja, vrijeme izlaganja, jacina polja te koli¢ina apsorbirane energije (HOUSTON i sur.,
2016.). U spermi muskaraca, zbog izlaganja razli¢itim frekvencijama EMZ-a dolazi do
fragmentacije DNK-a (DE IULIIS i sur., 2009.; GORPINCHENKO i sur., 2014.; ZALATA i
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sur., 2015.). Pretpostavka je da nize doze zracenja i krac¢i vremenski period izlaganja nisu
dovoljni ¢imbenici koji uzrokuju oStecenje DNK-a, nego su potrebne vise doze zraCenja.
Posljedica smanjene gibljivosti spermija te oStecenje DNK-a u muskarca izloZenih zracenju
moderne tehnologije u¢inak je kumulativnog konstantnog izlaganja EMZ-u (AGARWAL i
sur., 2011.). Druga pretpostavka zasto dolazi do oste¢enja DNK-a pri manjim frekvencijama
zracenja u kra¢im vremenskim intervalima je oksidativni stres koji ima klju¢nu funkciju u

fragmentaciji DNK-a (ZALATA i sur., 2015.).

Wistar $takori nakon izlaganja EMZ-u od 2,4 GHz tijekom 2 sata / dan kroz 45 dana
imaju znacajno oStecenje DNK-a spermija u spermi (MEENA i sur., 2013.). Takoder, EMZ od
2,4 GHz uzrokuje reorganizaciju dijelova DNK-a te razaranje DNK-a u testisima Stakora
(NAZIROGLU i GUMRAL, 2009.).

Radiofrekvencijsko neionizirajuée EMZ ima genotoksi¢ni ucinak upravo zbog
oste¢enja DNK-a, alteracije u ekspresiji gena te promjene u proliferaciji stanica (KESARI i
sur., 2018.). Posljedica radiofrekvencijskog neioniziraju¢eg EMZ-a je iskrivljena glava
spermija te oSteCenje mitohondrija §to u konac¢nici dovodi do njihove apoptoze. U in vitro
studiji dokazano je da razli¢ite modulacije RF-EMZ-a izazivaju jednolanc¢ane i dvolancane
prekide u humanim diploidnim fibroblastima te u stanicama granuloza stanica Stakora u kulturi

(DIEM i sur., 2005.).

U pregledu dosadasnjih istrazivanja nisu nadene slicne studije o utjecaju EMZ-a na

spermi nerasta kako bi se moglo povezati ostec¢enje DNK-a ili mithondrija uslijed zra¢enja.

Izlaganjem organizma, odnosno stanica RF-EMZ-u dolazi do prekomjernog stvaranja
ROS-a ¢ija koncentracija prelazi antioksidacijski kapacitet stanice te posljedi¢no tome razvoj
oksidativnog stresa. Uslijed izlaganja muskaraca i §takora EMZ-u, u spermi istih dolazi do
stvaranja ROS-a, odnosno nastupa neravnoteza oksidacijskog statusa (AGARWAL i sur.,
2009.; LIU i sur., 2015.). Nadalje, uslijed djelovanja EMZ-a, dolazi do porasta lipidne
peroksidacije a time i promjena u aktivnostima antioksidacijskih enzima u krvi muskaraca
(AWANATI 1 sur., 2010.). Prisutnost propalih spermija u sjemenu znacajno povecava
proizvodnju ROS-a te dovodi do disfunkcije odnosno oste¢enja mitohondrija ,,zivih* spermija
u spermi muskaraca (AGARWAL i sur., 2014.). Budu¢i da su mitohondriji neophodni za
energiju, odnosno za gibljivost spermija, bilo koji metabolicki poremecaj u transportnom lancu

elektrona moZe znacajno povecati proizvodnju ROS-a u mitohondrijima, §to utjeCe na
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gibljivost spermija, pojavu fragmentacije DNK-a te smanjenje gibljivosti i vitalnosti spermija
(ALAHMAR, 2019.).

U pregledu dosadasnjih istrazivanja, nisu nadena sli¢na istraZzivanja odnosno

odredivanje antioksidacijskog statusa u spermi nerasta nakon izlaganja zra¢enju EMZ-a.

3. OBRAZLOZENJE TEME

Razvojem moderne tehnologije poraslo je zanimanje javnosti za potencijalni negativni
uc¢inak EMZ-a s obzirom na to da se broj korisnika svakodnevno poveéava, pogotovo onih
mlade Zivotne dobi koji su najizlozeniji (LANGER i sur., 2017.). Elektrosmogu su izlozena

sva ziva bica koja se nalaze u ljudskoj blizini zbog pojavnosti razli¢itih frekvencija iz podrucja
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neionizirajuceg zracenja (radiokomunikacijski sustavi, mobilni telefoni, mikrovalne pecnice,
izvori iz podru¢ja bezi¢nog komunikacijskog sustava u okoliSu) koja je Covjek osmislio i
stvorio (SAEFL, 2005.; POLJAK, 2006.). Tkiva koja su osobito pogodena utjecaju EMZ-a su
mozgovno tkivo i tkivo reproduktivnih organa zbog nacina upotrebe i navike nosenja mobitela
u dzepovima (AGARWAL isur.,2008.; GYE i PARK, 2012.; KIVRAK i sur., 2017.). Spermiji
su u mnogim istrazivanjima izabrani kao stani¢ni model zbog klju¢ne funkcije u reprodukciji
te zbog specifi¢ne grade odnosno bioloske osobitosti. Naime, mala koli¢ina citoplazmatskih
enzima onemogucava spermiju mehanizme zastite i popravka $to ga ¢ini osobito osjetljivim na
okolisne uvjete (WARD 1 COFFEY, 1991.; BERNABO i sur., 2007.). Stoga su velika ve¢ina
dosadasnjih istrazivanja usmjerena na negativni utjecaj RF-EMZ-a na muski reproduktivni
sustav, osobito ljudi, dok su podatci o u¢inku RF-EMZ-a na reproduktivni sustav muzjaka
domacih zivotinja oskudni. Bioloski u€inci zracenja na organizam/stanice su razliiti, a ovise
o frekvenciji zraCenja te dugotrajnosti izlaganja. No, ¢imbenici poput razlike u dizajnu
istrazivanja, a posebno nemoguénost reproduciranja istih uvjeta izlozenosti RF-EMZ-u
(frekvencija, amplituda, oblik vala magnetskog polja, vrijeme ekspozicije itd.) onemogucili su
do danas konacan zakljucak o stanicnom oSte¢enju uzrokovanom izlaganjem
elektromagnetskom polju. Zasada poznati podatci ukazuju da uslijed izlaganja EMZ-u, moze
do¢i do smanjenja gibljivosti spermija, oSte¢enja DNK-a te stvaranja prekomjerne koli¢ine
reaktivnih kisikovih spojeva odnosno oksidacijskog stresa (FALZONE i sur., 2011.; ALTUN
1 sur., 2018.). Medutim, do sada potencijalno negativni uc¢inci EMZ-a ve¢ih frekvencija od
2500 MHz nisu istrazivana na muski reproduktivni sustav ljudi i Zivotinja. Nadalje, iako su
svinje u posljednjim desetlje¢ima kao animalni modeli vrlo esti izbor u biomedicinskim
istrazivanjima, do danas je jedino istrazivan uc¢inak RF-EMZ-a vrlo male frekvencije 50 MHz
na pokazatelje gibljivosti i brzine spermija nerasta (BERNABO i sur., 2007.). Takoder, u
dostupnoj literaturi nema podataka o u¢inku RF-EMZ-a na pokazatelje antioksidacijske zastite
I vitalnosti spermija te strukturnu stabilnosti kromatina spermija in vitro ozracenoga sjemena

rasplodnih nerasta.

Ciljevi istrazivanja:

1. Istraziti ucinak elektromagnetskog zraCenja na pokazatelje kakvoce sjemena rasplodnih
nerasta, pokazatelje antioksidacijske zaStite spermija i strukturnu stabilnosti kromatina

spermija nerasta
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2. Utvrditi postoji li razli¢iti u¢inak kontinuiranog neionizirajuc¢eg elektromagnetskog zracenja
razli¢ite frekvencije te razliite jakosti elektromagnetskog polja na prethodno spomenute
pokazatelje.

Pretpostavka istrazivanja je da postoji negativan ucinak elektromagnetskog zraCenja na
kakvocu sjemena nerasta te na pokazatelje antioksidacijske zastite i na strukturnu stabilnosti
kromatina spermija. Takoder, pretpostavka je da nize doze elektromagnetskog zracenja takoder

mogu imati negativan u¢inak na prethodno navedene pokazatelje.

4. MATERIJAL I METODE ISTRAZIVANJA

Temeljem c¢lanka 31. Statuta Veterinarskoga fakulteta SveuciliSta u Zagrebu,
Fakultetsko vijece Veterinarskoga fakulteta SveuciliSta u Zagrebu na prijedlog Povjerenstva za
etiku u veterinarstvu, na 5. redovitoj sjednici odrzanoj 19. veljace 2020. godine donijelo je
odluku da se odobrava provodenje ovog istrazivanja (klasa: 640-01/20-17/13, ur. br.: 251-61-
44-20-02).
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4.1. ZIVOTINJE, SMJESTAJ I HRANIDBA

Istrazivanje je provedeno na uzorcima svjezeg razrijedenog sjemena nerasta pasmine
pietrain i landras, a prikupljeni su u okviru provodenja neeksperimentalnog klini¢kog rada radi
izrade doktorskog rada. U ovo istrazivanje ukljuceno je 12 nerasta starosti od jedne i pol do tri
I pol godine, kojima se rutinski uzima sjeme u svrhu dobivanja sjemena za umjetno
osjemenjivanje krmaca, a nalaze u sklopu Veterinarske stanice d.d. Varazdin (Stoc¢ar d.o.o.,
Trg 1. Perkovca 24, 42000 Varazdin). Istrazivanje je radeno uz suglasnost Veterinarske stanice
d.d. Varazdin o koristenju uzoraka sjemena za provedbu istrazivanja u svrhu izrade doktorskog

rada.

Nerasti su drzani u zasebnim odjeljcima cca 12 m? (4 m x 3 m). Svi odjeljci u kojima
su drzani nerasti su bili osvijetljeni prirodnim svjetlom, a podovi su bili prekriveni slamnatom
steljom. Nerasti su bili hranjeni dnevno s cca 2 kg smjese za neraste podijeljene u dva obroka;
prvi obrok ujutro prije skoka (oko 6.00 sati) te drugi oko 14.00 sati. Smjesu za neraste izraduje
Veterinarska stanica d.d. Varazdin (tablica 2.) prema propisanoj recepturi. Nerasti su imali

pristup vodi po volji (ad libitum).

Prema Naredbi o mjerama zastite zdravlja Zivotinja od zaraznih i nametnickih bolesti i
njihovom financiranju u 2020. godini (NN 7/2020) nerastima se jednom godisnje vadi krv te

im se jednom godisnje parenteralno aplicira Vit AD3E + Dectomax.

sirove bjelancevine 17,15%
sirova mast 3,13 %
sirova celuloza 6,29 %
pepeo 5,30 %
metabolicka energija 12,49 MJ/kg
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Tablica
krmne

Za

lizin 1,24 %
metionin 0,47 %
triptofan 0,18 %
metionin + cistin 0,76 %
cink 126 mg/kg
magnezij 56 mg/kg
probavljive bjelancevine 38,28 %
bakar 31,50 mg/kg
selen 0,42 mg/kg
kalcij 0,83 %
fosfor ukupni 0,53 %
fosfor iskoristivi 0,22 %
natrij 0,23 %
vitamin D3 1750,01 1J/kg
vitamin A 9100 1J/kg
vitamin E 70 1J/kg

2. Sastav
smjese

neraste.
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4.2. DIZAIN POKUSA | POSTUPCI SA ZIVOTINJAMA

Svim nerastima, koji se nalaze u sklopu Veterinarske stanice d.d. Varazdin se rutinski
uzima sjeme jednom tjedno u svrhu dobivanja sjemena za umjetno osjemenjivanje krmaca,
odnosno svakom nerastu se uzima sjeme isti dan u tjednu. Ovo istrazivanje je nacinjeno na
uzorcima svjezeg, razrijedenog sjemena, koje je dobiveno metodom manualne fiksacije penisa
nerasta (8 nerasta pasmine pietren i 4 nerasta pasmine njemacki landras) starosti od jedne i pol
do tri i pol godine. Sjeme je uzeto nerastima u jutarnjim satima (oko 7.00 sati), razrijedeno te
je potom dostavljeno u transportnoj kutiji s digitalnim termometrom i uloskom za prijenosni
hladnjak do Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu na Kliniku za porodnistvo i
reprodukciju gdje je bilo podvrgnuto postupku ozracivanja. U laboratoriju su uzorci sjemena
svakog nerasta bili su razdijeljeni u Petrijeve zdjelice (15 mL uzoraka koji je bio kontrola i 15
mL uzoraka koji je bio ozra¢en). Nakon toga, pokusni uzorci bili su ozraceni s tri razlicita
tretmana izlaganja kontinuiranom neioniziraju¢em elektromagnetskom zrac¢enju frekvencije od
700 MHz do 3,5 GHz pri jakosti elektromagnetskog polja od 10 V/m u trajanju od dva sata
pomocu gigahercne transverzalne elektromagnetske (HCTEM) komore napravljene u Zavodu
za radiokomunikacije i visokofrekvencijsku elektroniku Fakulteta elektrotehnike i racunarstva
SveuciliSta u Zagrebu. Radi lakSe provedbe istraZivanja, uzimanje uzoraka i ozraivanje
sjemena provelo se u tri razdoblja, a svako razdoblje je trajalo po tjedan dana. U svakom od tri
razdoblja, uzorkovana je sperma 12 nerasta odnosno ukupno 24 uzorka od kojih su 12 bili
kontrolna skupina a 12 pokusna (ozrac¢ena) skupina. Sveukupno je uzorkovano 36 uzoraka
sperme za sva tri pokusna razdoblja §to u konacnici predstavlja broj od 72 uzorka gdje 36 Cine
kontrolne a 36 pokusne uzorke. Prvo pokusno razdoblje zapoceto je 3. prosinca 2020. godine
kada je ucinjeno ozradivanje neioniziraju¢im elektromagnetskim zra¢enjem na frekvenciji od
700 MHz jakosti elektrektricnog polja od 10 V/m. Drugo pokusno razdoblje zapoceto je 28.
sijecnja 2021. godine kada su uzorci ozraceni neioniziraju¢im elektromagnetskim zra¢enjem
frekvencije od 2500 MHz jakosti elektromagnetskog polja od 10 V/m. Posljednje, odnosno
treCe pokusno razdoblje zapoceto je 11. veljate 2021. godine kada su uzorci ozraceni
neioniziraju¢im elektromagnetskim zracenjem na frekvenciji od 3500 MHz jakosti

elektromagnetskog polja od 10 V/m.
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4.3. POLUCIVANIE I POSTUPAK SA SPERMOM

4.3.1. POLUCIVANJE SPERME

Spermu je svakom nerastu polucivala ista osoba na koju su nerasti bili naviknuti,
jednom tjedno metodom manualne fiksacije penisa uz prisutnost fantoma (Slika 2.). Nerasti su,
jedan po jedan, dovedeni u odjeljak s fantomom C¢ija je glavna funkcija vizualna stimulacija
koja je rezultirala prekopulatornim ponasanjem u vidu roktanja, salivacije i bliskog kontakta s
fantomom. Nakon §to je nerast ,,naskocio” na fantom, tako §to je straznjim nogama stajao
¢vrsto na tlu, a prednjim dijelom tijela je u potpunosti bio naslonjen na fantom, uocene su
protruzija penisa i erekcija. Ruka osobe (s rukavicom) koja poluéuje spermu je postavljena na
ventralni dio abdomena nerasta kranijalno od otvora prepucija, te je ¢vrstim pritiskom ruke na
distalni dio penisa osiguran jak pritisak. Ejakulacija je trajala u prosjeku 7 minuta, a sperma je
sakupljena u plasti¢ne vreéice koje su se nalazile u termo posudi s toplom vodom na +32 °C
radi zastite od temperaturnog Soka i sunceve svjetlosti. Na samom vrhu plasti¢nih vrecica

nalazio se filter kako bi se izvrsila filtracija na samom mjestu polucivanja sperme.

Slika 2. Manualna fiksacija penisa nerasta uz prisutnost fantoma.
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4.3.2. POSTUPAK SA SPERMOM | STANDARDNA OCJENA SPERME

Nakon polucivanja, sperma se ulijeva u menzuru volumena 500 mL pomocu koje je
ocitan volumen uzroka sperme. Standardna ocjena uzorka sperme ucinjena je u centru za U.O.
Varazdin kojom je utvrdeno da uzorci odgovaraju kriterijima koji vrijede za neraste (minimalna
gibljivost > 60 %). Standardna ocjena obuhvacala je procjenu morfologije (Spermac; Minitube,
Tiefenbach, Njemacka), gibljivosti i masovne gibljivosti (,,Olympus BXS50F“, Olympus,
Tokyo, Japan) te koncentracija spermija. Koncentracija spermija odredena je pomoc¢u Accucell
fotometra tipa 60CI0394“ (IMV technologies, Normandija, Francuska). Uredaj je prije

upotrebe kalibriran i podeSen na postavke za brojanje spermija nerasta.

4.3.3. RAZRJEDENJE UZORKA SPERME

Nakon odredivanja koncentracije spermija u uzorcima sperme, u svaki uzorak je dodana
koli¢ina razrjedivaca (Cronos, Medi-Nova, Reggio Emilia, Italija) koja je odredena
fotometrom. Paralelno je u 3 litre zagrijana voda na 32 °C. Fotometrom preko pisaca izra¢unato
je potrebno razrjedenje. U menzuru sa spermom dodan je razrjediva¢ u omjeru 1:1, te je nakon
5 minuta dodan uzorak u ostatak razrjedivaca (koliko je fotometrom odredeno). Formirana su
dva razli¢ita razrjedenja kako bi se dobile koncentracije od 30 milijuna spermija/mL i 90
milijuna spermija/mL za potrebe ovog pokusa. Koncentracija od 30 milijuna spermija/mL
koriStena je za analize pokretljivosti, DNK- statusa te pokazatelje kakvoce dok je koncentracija
od 90 milijuna spermija/mL koriStena za odredivanje antioksidacijskog statusa. Vece
razrjedenje je koriSteno kako bi se dobio $to veci volumen nadtaloga nakon centrifugiranja
kako bi se odredio $to veci broj pokazatelja antioksidacijskog statusa. Tako razrijedeni uzorci
preliveni su u plasti¢ne boc¢ice od 100 mL te su transportirane u prijenosom hladnjaku uz
kontroliranu temperaturu (+17 °C) do Veterinarskog fakulteta u Zagrebu, Klinika za

porodnistvo 1 reprodukciju radi izvodenja istraZivanja.

4.4. 1IZLAGANJE UZORAKA RADIOFREKVENCIISKOM ELEKTROMAGNETSKOM
ZRACENJU U LABORATORIJSKIM UVJETIMA

Uzorci sjemena svakog nerasta (n=12) bili su razdijeljeni u Petrijeve zdjelice (Falcon®
60 mm TC-treated Easy-Grip Style Cell Culture Dish) (kontrolni te pokusni uzorak). Pokusni
uzorci bili su ozraceni s tri razliCita tretmana izlaganja kontinuiranom neionizirajuéem

elektromagnetskom zrac¢enju na frekvenciji od 700 MHz do 3,2 GHz pri jakosti elektricnog
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polja od 10 V/m u trajanju od dva sata pomo¢u HCTEM komore (slika 3.). U prvom pokusnom
razdoblju, uzorci su ozraceni neioniziraju¢im elektromagnetskim zra¢enjem frekvencije od 700
MHz jakosti elektromagnetskog polja od 10 VV/m. U drugom pokusnom razdoblju, uzorci su
ozraceni neioniziraju¢im elektromagnetskim zraenjem frekvencije od 2500 MHz jakosti
elektromagnetskog polja od 10 V/m, dok su u tre¢em razdoblju uzorci ozra¢eni neioniziraju¢im
elektromagnetskim zra¢enjem frekvencije od 3500 MHz jakosti elektromagnetskog polja od
10 V/m. Osim HCTEM komore koristio se HP 8657A generator signala i RFGA0101-05
linearno pojacalo potrebno za dobivanje vecih jakosti EM polja. Generator je spojen na
prijenosno racunalo te su Zeljene frekvencije zraCenja zadane preko programa Windfreak
Technologies SynthNV (Windfreak Technologies, LLC., New Port Richey) (slika 4.). Unutar
komore, prilikom svakog zraenja, postavljen je digitalni termometar radi mjerenja
temperature zbog iskljucivanja toplinskog ucinka (slika 5.). Prosje¢na temperatura unutar
HCTEM komore prilikom zraenja uzoraka iznosila je 19,1 °C, s time da je minimalna
temperatura iznosila 18,7 °C, a maksimalna temperatura 19,5 °C. Kontrolni uzorci drzani su

istoj, tamnoj prostoriji na temperaturi od 19 °C.

HCTEM komora (slika 6.) je izvedenica transverzalne elektromagnetske komore (TEM
komore) uz dodatak piramidalnog dijela s apsorberima koji poboljsavaju jednolikost polja
izmedu sredi$njeg vodi¢a — septuma i gornjih te donjih zidova (TKALEC i sur., 2005.).
Znacajke HCTEM komore su karakteristicna impedancija od 50 Q, sredi$nji vodi¢ koji se
nalazi na 3/4 visine komore, omjer $irine i visine komore je 2/3, a kut izmedu unutarnjeg vodica
i donjeg oklopa iznosi 15 °, dok je unutarnjeg vodica i gornjeg oklopa 5 °. Na drugom kraju
1,15 m duge HCTEM komore su 25 ¢cm dugi piramidalni apsorberi koji sluze za prilagodenje
EM valova i dva 10 paralelna otpora za zaklju¢enje struje. Veli¢ina istrazivanog objekta moze

iznositi do 1/3 visine komore od septuma do zida (MALARIC i sur., 2005.).

45



Slika 3. Gigahercna transverzalna elektromagnetska (HCTEM) komora.
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Slika 4. Programa Windfreak Technologies SynthNV.



Slika 5. Prikaz Petrijevih zdjelica unutar komore sa digitalnim termometrom.
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Slika 6. Nacrt gigahercne transverzalne elektromagnetske (HCTEM) komore (prema:
MALARIC, 2000.).

47



4.5. OCJENA UZORKA NAKON OZRACIVANJA

4.5.1. RACUNALNO POTPOMOGNUTA ANALIZA SPERMIJA — CASA

Osobitosti gibljivosti kontrolnih i pokusnih uzoraka spermija odredene su uredajem za
ra¢unalno potpomognutu analizu spermija (CASA, Integrated Visual Optical System, Version
12.3.) koji se nalazi u Klinici za porodnistvo i reprodukciju Veterinarskog fakultetu Sveucilista
u Zagrebu. Prema uputama proizvodaca, 3 puL uzorka stavljeno je u leja-komoru dubine 20 pm
(Leja Products B.V., Nieuw Vennep, Nizozemska) pomoc¢u Eppendorf mikropipete. Leja-
komora stavljena je na grijau plocu (37 °C) mikroskopa CASA-e kako bi se stabiliziralo
pasivno gibanje spermija. Analizirano je minimalno 1000 spermija po uzorku u osam

nasumicno odobranih polja u sredisnjem dijelu komore. Analizirani su sljede¢i parametri (slika

7.):

KRIVOLINIJSKA
PUTANJA

PROSJECHA
PUTANJA

VSI_/ - Ii
\/ v ¥
RAVNOLINIJSKA *

PLTANJA

Slika 7. Standardna terminologija razli¢itih pokazatelja mjerenih kompjuterski
potpomognutom analizom sperme (Izvor. WHO laboratory manual for the
Examination and processing of human semen, 5. izdanje, 138-9, World Health
Organization, 2010).
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- VCL - prosjecna brzina spermija na njegovoj pravolinijskoj putanji; izrazenoj u
pm/s;

- VSL - prosjecna brzina spermija na pravolinijskoj putanji (putanja koja spaja prvu
i posljednju slikanu poziciju spermija); izrazena u pm/s;

- VAP - prosjecna brzina spermija na njegovoj prosjecnoj putanji (putanja se
izracunava preko algoritma CASA uredaja kojom se ispravlja krivolinijsko gibanje
spermija); izrazena u um/s;

- ALH - amplituda lateralnog otklona glave u odnosu na prosje¢nu putanju; izrazena
u umf/s;

- LIN - linearnost krivolinijske putanje, a izracunava se medusobnim odnosom
pravolinijske 1 krivolinijske brzine (VSL/VCL); izraZen u %,

- WOB - stupanj oscilacije prave putanje u odnosu na prosje¢nu putanju spermija, a
izracunava se medusobnim odnosom prosjecne i krivolinijske putanje (VAP/VCL);
izrazen u %,

- STR - linearnost na prosje¢noj putanji, a izraCunava se medusobnim odnosom
pravolinijske 1 prosjecne brzine (VSL/VAP); izraZzen u %,

- BCF - prosjecan broj prelazaka krivolinijske putanje preko pravolinijske putanje;

izrazen u Hz.

Postavke softwera su: snimanje 60 sli¢ica po sekundi, ukupno snimljeno 45 slika;
detekcija stanica sa minimalnim kontrastom 46 i minimalnom veli¢inom stanice 7 piksela;
zadana vrijednost za stanice veli¢ine 7 piksela i intezitet stanica od 50; grani¢na vrijednost za
progresivne stanice od 45 um/s za vrijednosti VAP-a i 45% za STR; detekcija sporih spermija

koje su zabiljezene kao stati¢ne te grani¢ne vrijednosti za VAP od 20 pm/s i VSL 5.0 ym/s.
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4.5.2. PROCJENE INTEGRITETA STANICNE MEMBRANE SPERMIJA

Procjena integriteta stani¢ne membrane spermija i mitohondrijski potencijal odreden je
trostrukim bojanjem pomocu PI'SYBR-14 LIVEDEAD Sperm Viability Kit i5,5,6,6'-
tetraklor -1,1',3,3" - tetraetil — benzimidazolil - karbocijaninjodid (JC-1, Molecular Probes,
Leiden, Nizozemska) prema DE PAUW i sur. (2003.) s izmjenama. Kontrolni i pokusni uzorci
sjemena u koli¢ini od 50 uL. dodani su u Eppendorf epruvete zapremnine 1,5 mL u kojima je u
150 uL TALP-a dodano 3 pL PI (2,99 mM), 2 uL SYBR-14 (0,5 mM) i 2 uL JC-1 (1,53 mM)
na 37 °C kroz 15 min u mraku. TALP medij je sastavljen od sljede¢ih komponenti: NaCl
(100,00 mM), KCI (3,10 mM), MgCl2 (1,50 mM), CaClz (2,10 mM), KH2PO4 (0,29 Mm),
NaHCOs (25,00 mM), Na-Hepes (10,00 mM), Na-laktat (21,60 mM) te fenol crvenilo (10,00
ug/mL). SYBR-14 / Pl kombinacija je zelene membranski propusne DNK fluorescentne boje
SYBR-14 koja se deacilira i zarobljava unutar zive stanice, te crvene, nepropusne fluorescentne
boje PI, koja moze prozimati samo o$tecene membrane. Kombinacija ove dvije fluorescentne
boje omogucuje razlikovanje membranski intaktnih i membranski o$te¢enih spermija u istim
pripravcima. JC-1 je kationska boja koja ima sposobnost razli¢itog obiljezavanja IMM-a s
visokim ili niskim potencijalom. U mitohondrijima s visokim IMM, JC-1 oblici multimera
emitiraju fluorescenciju u narancastoj valnoj duljini, dok u mitohondrijima s niskim IMM
oblicima JC-1 monomeri emitiraju fluorescenciju u zelenom podrucju (SILVA i GADELLA,
2006.). Integritet membrane spermija i potencijal mitohondrijske membrane odredeni su
procjenom najmanje 200 stanica za svaki uzorak pomocéu mikroskopa Olympus BX51
(Olympus, Tokio, Japan) opremljenog filterom od 450-490 nm zivine zarulje snage 100 W te
ispitani pri uvecanju 450 x. Analizirani uzorci SYBR-14 / Pl i JC-1 pokazali su Cetiri vrste
fluorescentnih stanica spermija: one s crvenom glavom i zelenim mitohondrijima (membranski
oStecene stanice spermija), one sa zelenim glavama i naran¢astim mitohondrijima (membrana
netaknuta i visok potencijal mitohondrijske membrane spermija), one sa zelenom glavom i
zelenim mitohondrijima (membrana netaknuta s niskim mitohondrijskim potencijalom
spermija) i na kraju one s crvenom glavom i narancastim mitohondrijima (oSte¢ene membrane

i spermiji s visokim potencijalom mitohondrijske membrane) (slika 6.)
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Slika 8. Procjena integriteta stani¢ne membrane spermija odredena trostrukim bojanjem
pomoc¢u PI'SYBR-14 i JC-1 (spermiji sa zelenim glavama i naranéastim mitohondrijima,
odnosno membrana netaknuta i visok potencijal mitohondrijske membrane spermija.

4.5.3. PROCJENA OSTECENJA DNK-A / STRUKTURNE STABILNOSTI KROMATINA

Procjena ostecenja DNK-a napravljena je Halomax DNA Fragmetation Test (kat.br.
HT-SS40) tvrtke Halotech DNA (Madrid, Spanjolska). Halomax®test je in vitro dijagnosticki
test koji omogucuje procjenu fragmentacije DNK-a u spermijima. Halomax kit sastoji se od
deset prethodno premazanih predmetnica, deset bocica sa agarozom te jednom bocdicom s
teku¢inom za liziranje. Uzorci su pripremljeni na sljedeé¢i nacin: tekuéina za liziranje je
zagrijana na sobnu temperaturu; epruveta s agarozom je stavljena u vodenu kupelj zagrijanu na
100 °C / 5 minuta kako bi se agaroza otopila te nakon toga premjestena je u termoblok na
37 °C / 5 minuta radi ekvilibracije. Nadalje, je 25 uL uzorka sjemena otpipetirano je u praznu
epruvetu, dodano je 50 uL agaroze te je nakon zatvaranja epruvete, ufinjena njezna rotacija
iste. 1z epruvete je tada uzeto 1,5 — 2 yL mjeSavine uzorka te nakapano na oznaceno polje
predmetnice, koje je potom prekriveno pokrovnicom. Predmetnica je zatim poloZena u
hladnjak na 4 °C / 5 minuta kako bi se agaroza ukrutila. Nakon 5 minuta, predmetnica je potom

izvadena iz hladnjaka te je skinuta pokrovnica. Predmetnica je zatim prebacena u Petrijevu
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zdjelicu dimnezije 9,5 x 9,5 cm te prekrivena tekué¢inom za liziranje na sobnoj temperaturi.
Tako je pripremljen uzorak inkubiran 5 minuta te je potom ispran s redestiliranom vodom kroz
5 minuta. Nakon toga je ucinjeno ispiranje u dva koraka: 2 minute sa 70 % alkoholom te 2
minute sa 100 % alkoholom. Predmetnica je zatim osusSena i ¢uvana na tamnom mjestu, a nakon
mjesec dana bojanje uzoraka FLUORED fluorescentnom bojom (REF HT-FR100, Halotech).
Halotech kit se sastoji od reagensa A: crveni fluorokrom (200 pL) te reagens B: medij a
fiksaciju (200 pL). Pri bojanju, pomijesani su reagensi A i B u omjeru 1:1, otpipetirano je 3 uL
mjeSavine na pripremljeni uzorak (slika 9.), stavljena pokrovnica te postavljen uzorak na
fluorescentni mikroskop. Spermiji s fragmentiranom DNK-om su pokazivali veliku, mrljastu
aureolu oko disperzije kromatina (na slici 9. oznaceni strelicom), dok oni sa nefragmentiranom

DNK nisu imali aureolu.

Slika 9. Halomax DNA Fragmetation Test (spermiji sa fragmentiranom DNK-a pokazuju

veliku, mrljastu aureolu oko disperzije kromatina).

4.6. BIOKEMIJSKA ANALIZA UZORAKA

Pokusni i kontrolni uzorci, koncentracije 90 milijuna spermija/mL, nakon zracenja
centrifugirani su na sobnoj temperaturi 15 minuta na 2400 g. Supernatanti iz oba uzorka uzeti
su pipetom, a preostali spermatozoidi isprani su 3 puta fizioloskom otopinom i nakon svakog
ispiranja centrifugirani su 5 minuta na 500 g nakon Cega su pohranjenu u Eppendorf
epruvetama - 80 ° C u zamrzivacu do analize. Uzorci spermija koji su bili pohranjeni na -80°C
do analiza bili su odmrznuti i resuspendirani u hladnoj destiliranoj vodi u jednakom omjeru s

uzorkom (1:1), potom pohranjeni u hladnjak na 10 minuta na +4 °C te nakon toga centrifugirani
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5 minuta na 2400 g. Nadtalozi tako pripremljenih uzoraka koriSteni su za analize biokemijskih
pokazatelja u uzorcima. Za pojedine pokazatelje, nadtalozi su dodatno razrjedivani prema

uputama proizvodaca.

U ozra¢enim (pokusnim) i neozracenim (kontrolnim) uzrocima odredivani su sljedeci
antioksidacijski pokazatelji: ukupni antioksidacijski status (engl. total antoxidant status, TAS),
glutation peroksidaza (engl. glutathione peroxidase, GSH-PX), ukupna superoksid dismutaza
(engl. total superoxide dismutase, TSOD) i glutation reduktaza (engl. glutathione reductase,
GSH-RD). Uz navedene antioksidacijske pokazatelje u uzrocima su odredeni i koncentracija

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

4.6.1. ODREDIVANIJE POKAZATELJA ANTIOKSIDACIJISKOG STATUSA

4.6.1.1. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE UKUPNOG ANTIOKSIDACIISKOG
STATUSA

Koncentracija ukupnog antioksidacijskoga statusa (TAS) odredena je
komercijalnim kompletima Total Antioksidant Status (kat. br. NX2332) tvrtke ,,Randox*
(Randox Laboratories, Crumlin, UK ) na automatskom biokemijskom analizatoru Architect
Plus c4000 (Abbott, Illinois, U.S.A.). Metoda se temelji na stvaranju radikala kationa 2, 2"-
azino-di-[3-ethylbenzthiazoline sulphonate] (ABTS®) koji nastaje inkubacijom ABTS® s
peroksidazom (metmioglobin) i vodikovim peroksidom (H202). Koncentracija se TAS-a mjeri
stupnjem inhibicije ABTS®.

ABTS® daje relativno stabilno modro-zeleno obojenje koje se mjeri pri valnoj duzini
od 600 nm. Antioksidansi u dodanom uzorku uzrokuju supresiju stvaranja plavo-zelenog
obojenja koja se o€ituje smanjenim obojenjem, Sto je proporcionalano koncentraciji ukupnih
antioksidansa u ispitivanim uzorcima. Koncentracija TAS-a u spermijima je izraZzena U

jedinicama po gramu bjelancevina.

4.6.1.2. 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* (Randox Laboratories,
Crumlin, UK) na automatskom biokemijskom analizatoru Architect Plus c4000 (Abbott,

Illinois, U.S.A.) pri valnoj duzini od 340 nm.
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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 pomocu vodikova peroksida.

Aktivnost GSH-Px odredena je u ispranim spermijima. Aktivnost GSH-Px u spermijima

navedenom metodom i kitovima nije bila mjerljiva.

4.6.1.3. AKTIVNOST UKUPNE SUPEROKSID DISMUTAZE

Aktivnost ukupne superoksid dismutaze (SOD; E. C. 1.15.1.1) odredena je gotovim
kompletima Ransod (kat.br. SD 125) tvrtke ,,Randox Laboratories* (Randox Laboratories,
Crumlin, UK) na automatskom biokemijskom analizatoru Architect Plus c4000 (Abbott,
[llinois, U.S.A.) pri valjnoj duzini od 505 nm. Metoda se temelji na stvaranju superoksidnih
radikala iz ksantina spomocu ksantin oksidaze koji reagiraju s 2-(4-jodofenil)-3-(4-nitrofenil)-
5-feniltetrazol kloridom i tvore formazan crveno obojenje. Aktivnost TSOD mijeri se kao
stupanj inhibicije ove reakcije. Aktivnost TSOD odredena je u ispranim spermijima po U/g

bjelancevina.

4.6.1.4. AKTIVNOST GLUTATION REDUKTAZE

Aktivnost glutation reduktaze (GSH-RD; E.C. 1.6.4.2.) odredena je gotovim
kompletima Glutathione reductase (kat.br. GR 2368) tvrtke ,,Randox Laboratories* (Randox
Laboratories, Crumlin, UK) na automatskom biokemijskom analizatoru Architect Plus c4000
(Abbott, Illinois, U.S.A.) pri valnoj duzini od 340 nm. U ovoj metodi GSH-RD katalizirala je
redukciju glutationa (GSSG) u prisutnosti NADPH, koji oksidira u NADP*. Aktivnost GSH-

RD odredena je u spermijima te je izrazena u U/g bjelan¢evina.

4.6.2. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE MALONDIALDEHIDA

Koncentracija MDA u lizatima spermija biomarker je lipidne peroksidacije te indikator
oste¢enja uzrokovanih slobodnim radikalima. Opseg lipidne peroksidacije izmjeren je
odredivanjem koncentracije malondialdehida (MDA) u lizatu spermija. Koncentracija MDA
utvrdena je HPLC metodom na teku¢inskom kromatografu Shimadzu 2010 (Shimadzu, Tokio,
Japan) pomocu InertSustain C-18 kolone (4.6-150 mm -5 pm) (GL Sciences Inc., Tokio,
Japan) i UV/Vis detektora (Grotto, 2007.). Metoda se temelji na reakciji MDA s tiobarbiturnom
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kiselinom (engl. thiobarburic acid, TBA) koja daje crvenu boju i tvori kompleks reaktivnih
supstanci tiobarbiturne kiseline (engl. thiobarbituric acid-reactive substances, TBARS) ¢ija se

koncentracija odreduje. Koncentracija MDA izraZena je u U/g bjelancevina.

Mati¢na standardna otopina 4 M tetractoksipropana (engl. tetraethoxypropane, TEP)
(1,1,3,3-tetracthoxypropane, > 96 %, Sigma Aldrich, Njemacka, TEP) priprema se tako da se
50 ul TEP-a 96 % odpipetira u odmjernu tkivcu volumena 50 ml, ostatak volumena se nadopuni
s etanolom (Ethanol, HPLC grade, > 99,8 %, Sigma Aldrich, Njemacka).

Kako bi se pripremio uzorak za analizu na HPLC uredaju Koristi se postupak kako
slijedi: u epruvetu u kojoj se nalazi 150 ul lizata spermija potrebno je dodati 50 pl destilirane
vode (HPLC grade, Sigma Aldrich, Njemacka) 1 50 ul NaOH 3N. Slijedi inkubacija sadrzaja
epruvete u vodenoj kupelji. Potom je u sadrzaj epruvete potrebno dadati 250 pl H3PO4 6 % i
250 pl TBA 0,8 %. Nakon Cega se sadrzaj epruvete ponovno inkubira. Nakon hladenja dodano
je 250 pl metanola i 100 pl natrijeva dodecil-sulfata 10 %. Sadrzaj je potom premjesten u vijale
kako bi se moglo provesti mjerenje na teku¢inskom kromatografu Shimadzu 2010 (Shimadzu,

Tokio, Japan).

4.6.3. ODREDPIVANJE KONCENTRACIJE BJELANCEVINA

Koncentracija bjelancevina odredena je u prethodno opisanim nadtalozima uzoraka
komercijalnim gotovim kompletima UPro Urine/CSF Protein (kat.br. 7D79-32) tvrtke Abbott
GmbH & Co. KG (U.S.A)) na automatskom biokemijskom analizatoru Architect Plus c4000
(Abbott, Hllinois, U.S.A.) pri valnoj duzini od 404 nm. Metoda je turbidimetri¢ni proces u kojoj
benzetonijev klorid uzrokuje denaturaciju bjelancevina prilikom ¢ega dolazi do stvaranja
kompleksa koji je kvantificiran turbodimetrijski pri valnoj duzini od 404 nm. Koncentracija

bjelancevina odredena je u spermijima te je izraZena u g/L.
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4.7. STATISTICKA OBRADA REZULTATA

Procjena optimalnog broja pokusnih Zivotinja odradena je pomoc¢u programa G-power
test 3.1. U procjeni je koristen t-test za usporedbu srednjih vrijednosti dvaju zavisnih uzoraka
uz postavljenu vrijednost o (error probability) 0,05. Veli¢ina efekta izraCunata je pod
pretpostavkom da ¢e uzorak pokusne grupe imati za 5 do 10 % losije pokazatelje gibljivosti i
kvalitete spermija. Ukupna veli¢ina uzorka procijenjena je na minimalno 10 Zivotinja uz
najmanju ostvarenu snagu testa P=0,85.

Statisticka analiza podataka odradena je pomocu statistickog programa SAS 9.4
(Statistical Analysis Software 2002-2012 by SAS Institute Inc., Cary, USA). Deskriptivna
statistika (srednja vrijednost, standardna devijacija, srednja pogreska srednje vrijednosti,
minimum, maksimum, koeficijent varijabilnosti) radena je pomocu SAS modula PROC
MEANS, PROC UNIVARIATE i PROC FREQ. Distribucija podataka testirana je pomoc¢u
procedure TRANSREG. U slu¢ajevima kada je normalna distribucija podataka i homogenost
varijanci bila poremecena ucinjena je Box-Cox transformacija podataka. Transformirani
podatci su nakon analize vraceni na originalne vrijednosti i kao takve prikazane u tablicama i
grafikonima. Prilikom transformacije podataka najces¢e je koriStena transformacija
logaritmom na bazi 10, a zatim drugi korijen i kvadrat.

Za analizu kvantitativnih pokazatelja koriSten je generalni linearni mjeSoviti model
(PROC GLIMMIX). Statisticki model ukljucivao je fiksni efekt frekvencije zraCenja i grupe te
starost Zivotinja kao kontinuiranu varijablu. U model je kao slucajni efekt ukljucen i konstantni
¢lan sa subjektom frekvencijom zraCenja. Proporcije su analizirane pomo¢u modula PROC
GLIMMIX s binomijalnom distribucijom i link funkcijom logit. Struktura modela je bila slicna
kao i kod prethodnog modela samo je u slu¢ajni efekt ukljuc¢eno rezidualno odstupanje. Srednje
vrijednosti izraCunate su metodom najmanjih kvadrata (LSM - least squares means)
koriStenjem LSMEANS naredbe 1 opcija PDIFF i CL. Za usporedbu srednjih vrijednosti
koristena je Tukey-Kramer-ova metoda viSestrukih wusporedbi na razini statisticke
signifikantnosti P<0.05. Usporedba razlika izmedu skupina unutar frekvencije zracenja radena
je pomocu opcije SLICE. Pearson-ov ili Spearman-ov koeficijent korelacije izracunat je
izmedu razlic¢itih pokazatelja koristenjem CORR modula SAS-a (PROC CORR). Podatci su u
tablicama prikazani kao srednje vrijednosti i standardna greska srednje vrijednosti, a u
grafikonima je uz srednju vrijednost koristen 95 %-tni interval pouzdanosti.
Grafikoni su izradeni u SAS-u koristenjem procedure TEMPLATE i SGRENDER.
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5. REZULTATI

5.1. PRIKAZ DESKRIPTIVNIH PODATAKA RAZLICITIH POKAZATELJA
Standardnom ocjenom ejakulata u centru za U.O. Varazdin, utvrdeno je da uzorci
sperme odgovaraju kriterijima koji vrijede za neraste (minimalna gibljivost > 60 %) te su u tom
pogledu zadovoljeni uvjeti jer je prosje¢na gibljivost spermija iznosila oko 80 %. Prosjecni
volumen (£ SD) uzorka sperme nerasta iznosio je 354,5 mL £ 126,3 mL. Koncentracija
spermija u mL sperme (x SD) iznosila je 358,7 milijuna = 169,4 milijuna. Ukupna

koncentracija spermija (£ SD) iznosila je 113,5 milijardi £ 34,6 milijardi.

U tablici 3. prikazani su deskriptivni podatci razli¢itih pokazatelja gibljivosti dobivenih
pomocu racunalno potpomognute analize spermija i vitalnosti spermija u spermi koriStenih

nerasta.
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Tablica 3. Deskriptivni podatci razli¢itih pokazatelja gibljivosti dobiveni pomoc¢u racunalno
potpomognute analize spermija i vitalnosti spermija u spermi nerasta koristenih u pokusu.

Srednja Standardna  Standardna Mnnnrpalna I ?5 %-tni Koeficijent
vrijednost devijacija pogreska maksimalna interval varijacije
vrijednost pouzdanosti
Gibljivost (%) 36 84,3 11,49 1,91 64,0-96,0 80,4-88,2 13,6
Z;Jo)gres“’”ag'b““’“t 36 50,2 15,87 2,64 11,0-75,0 44.8-55,6 31,6
VAP (um/s) 36 68,8 14,05 2,34 27,7-96,4 64,0-73,5 20,4
. VsL (umis) 36 47,9 9,09 1,51 27,4-64,0 44,8-50,9 18,9
€ VCL (umis) 36 1447 32,00 5,33 59,2-192,0  133,9-155,6 22,1
(<5}
& ALH (um) 36 6,04 1,40 0,23 2,10-7,90 5,56-6,51 23,2
Z
S  BCF(H2) 36 37,2 6,23 1,03 12,6-45,4 35,1-39,3 16,7
2 STR (%) 36 68,6 11,46 1,91 24,0-88,0 64,7-72,5 16,7
£ LIN(%) 36 35,1 8,93 1,48 17,0-63,0 32,1-38,1 25,4
N
% WOB (%) 36 48,0 5,36 0,89 41,3-68,3 46,2-49,8 11,1
[a
Brzi spermiji (%) 36 58,7 18,16 3,02 17,0-84,0 52,5-64,8 30,9
for/f)d”‘e brzi spermiji 36 13,6 6,57 1,09 4,0-34,0 11,4-15,9 48,1
Spori spermiji (%) 36 11,9 6,26 1,04 4,0-28,0 9,8-14,0 52,6
?(',/‘ZF)’O'““”' spermiji 36 15,6 11,49 1,01 4,0-46,0 11,7-19,5 735
Intaktna membrana
spermija + dobar 44 783 12,74 212 47,5-96,4 74,0-82,6 16,2
potencijal mitohondrija
s (%)
‘E  Osteéena membrana
- e w
g spermija +lo§ - 36 15,4 11,84 1,97 1,4-45,1 11,4-19,5 76,4
@ potencijal mitohondrija
2 (%)
% Osteéena membrana
S spermija+dobar ¢ 4,27 4,50 0,75 0,00-21,82  2,75-5,80 105,3
=, potencijal mitohondrija
£ (%)
§ Intaktna membrana
g spermija +los . 36 1,92 2,36 0,39 0,00-8,70 1,12-2,72 122,9
potencijal mitohondrija
(%)
Osteéenje DNK (%) 36 2,21 1,85 0,30 0,00-9,89 1,58-2,84 83,6

VAP-prosje¢na brzina spermija na njegovoj prosje¢noj brzini, VSL-pravocrtna brzina, VCL-linearno
zakrivljena brzina, ALH-amplituda lateralnog otklona glave, BCF-ritam frekvencije, STR-linearnost na
prosje¢noj brzini, LIN-linearnost, WOB-stupanj oscilacije prave putanje u odnosu na prosje¢nu putanju

spermija.
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5.2. POKAZATELJI GIBLJIVOSTI SPERMIJA

U tablici 4. prikazani su razli¢iti parametri gibljivosti i brzine spermija nerasta dobiveni
pomocu kompjuterski potpomognute analize sperme izmedu kontrolne (neozraceni uzorak) i
pokusne skupine (uzorak ozracen koristenjem tri razlicite frekvencije zracenja; 700 MHz, 2500
MHz i 3500 MHz) te ukupno svih uzoraka pokusne skupine bez obzira na frekvenciju zracenja
u odnosu na kontrolni uzorak.

Svi ozraceni uzorci pokusne skupine (bez obzira na frekvenciju zracenja) su imali, u
odnosu na kontrolnu skupinu, statisti¢ki znacajno nizi udio gibljivih spermija (76,6 + 2,7 % vs
84,5 + 2,3 %; p<0,05), progresivno gibljivih spermija (30,7 £ 2,3 % vs 51,6 + 2,6 %; p<0,0001),
brzih spermija (42,0 + 3,2 % vs 58,9 * 3,3 %; p<0,01), pravolinijskog indeksa (57,1 + 2,1 %
vs 68,9 + 1,9 %; p<0,001), indeksa linearnosti (26,5 + 1,1 % vs 35,0 + 1,2 %; p<0,0001) i
indeksa oscilacije (44,2 + 0,8 % vs 48,0 £ 0,8 %;p<0,01) dok je statisti¢ki znacajno veéi udio
zabiljezen kod srednje brzih spermija (17,9 £ 1,3 % vs 13,2 £ 1,1 %; p<0,05) i nepokretnih
spermija (24,4 = 2,8 % vs 15,5 + 2,3%). Isto tako, svi ozraceni uzorci pokusne skupine (sve
frekvencije zracenja zajedno) su imali, u odnosu na kontrolnu skupinu, statisticki znacajno nize
vrijednosti prosjeéne brzine spermija (59,9 + 2,7 pum/s vs 69,0 £ 2,7 um/s; p<0,05) i
pravolinijske brzine spermija (36,9 = 1,4 um/s vs 48,0 + 1,4 um/s; p<0,0001).

Najveci pad u udjelu progresivno gibljivih spermija (slika 11.) zabiljezen je u uzorcima
ozracenima sa 700 MHz (30,4 + 4,1 % vs 55,1 + 4,4 %; p<0,001) te s 2500 MHz (35,0 + 4,2
% vs 60,1 £+ 4,5 %; p<0,001) dok je nesto manji pad zabiljeZen u uzorcima ozra¢enima s 3500
MHz (26,9 + 3,9 % vs 39,7 + 4,3 %; p<0,05). Jedini pad u udjelu pravolinijskog indeksa i
indeksa linearnosti (slika 17. i slika 18.) zabiljezen je u uzorcima ozrac¢enima s 2500 MHz (45,2
+3,6%vs750+3,1%te22,9+1,8%vs4l,6+2,2%;p<0,0001) dok je uuzorcima ozraceni
sa 700 MHz zabiljezen pad u indeksu oscilacije (slika 19.) (41,3 + 1,4 % vs 46,3 + 1,5 %;
p<0,05). U uzorcima ozra¢enima sa 700 MHz zabiljeZen je i pad u udjelu brzih spermija (slika
21.) (41,1 £ 5,6 % vs 66,5 £ 5,4 %; p<0,01) dok je istovremeno zabiljezen porast u udjelu
srednje brzih spermija (18,0 £ 2,3% vs 10,5 £ 1,8%; p<0,05) i sporih spermija (16,4 £ 2,2 %
vs 9,3 = 1,7 %; p<0,05).

Zbrajanje udjela sporih i nepokretnih spermija (slika 20.) zabiljezen je pad u uzorcima
ozra¢enima sa 700 MHz (22,5 £ 4,4 % vs 39,8 + 5,3 %; p<0,05). Najveéi pad u vrijednostima
pravolinijske brzine (slika 13.) zabiljezen je u uzorcima ozrac¢enima s 2500 MHz (37,2 £ 2,5
pm/s vs 51,7 £ 2,5 um/s; p<0,001) te sa 700 MHz (38,1 + 2,6 um/s vs 49,0 £ 2,5 um/s; p<0,01)

dok je nesto manji pad zabiljezen u uzorcima ozrac¢enima s 3500 MHz (35,4 £ 2,5 um/s vs
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43,2 + 2,5 um/s; p<0,05). Jedini pad u vrijednostima frekvencije prelaska pravolinijske putanje
(slika 16.) zabiljeZen je u uzorcima ozracenima s 2500 MHz (36,3+1,4 Hz vs 40,5+1,1 Hz;
p<0,05).

60



Tablica 4. Pokazatelji gibljivosti i brzine spermija (srednja vrijednost + standardna greska srednje vrijednosti) nerasta izmedu kontrolnog uzorka

(neozracéeni) i pokusne skupine uzoraka (uzorci ozraceni koriStenjem tri razlicite frekvencije zracenja; 700 MHz, 2500 MHz i 3500 MHz) te

ukupno svih uzoraka pokusne skupine bez obzira na frekvenciju zra¢enja u odnosu na kontrolni uzorak.

FREKVENCIJA ZRACENJA

700 MHz 2500 Mhz 3500 MHz UKUPNO
BROJ NERASTA 12 12 12 12 12 12 36 36
SKUPINA Kontrolna Pokusna Kontrolna Pokusna Kontrolna  Pokusna Kontrolna Pokusna
Gibljivost (%) 86,543 7 77,2446 85,7+3 8 74,7+4.7 80,9+42  77.9+45  84,5+23* 76,642,7*
Z;)O)gres"’”ag'b““’f’“ 55144, 4%%% 30444 1%%*% 60 1+4,5%%*  350442%%% 30 7+43%  26,9+30% 51 642 Grk* 30 742, 3Fkxx
VAP (um/s) 71,6+4,8 63,0+4,9 70,4+4,8 60,3+4.8 651+48  563+48  69,0+2,7* 59,942 7*
VSL (umis) 49,042,5%*%  38.142,6%* 51 7425%** 37242 5% 43242 5% 35442 5% A 0+1 A%F*x 36 Q+] 4Hrwk
VCL (um/s) 15444109 150,5+11,0 1388+110 13154109 142,3+10,9 129,3+10,9  1452+6,3 137,146.3
ALH (um) 6244042 6904043  532+042 5304042  6,66+043 6,49+041  6,10+0,25 6,27+0,24
BCF (Hz) 38,4+1,2 37,9411 40,5+1,1* 36,3+1,4* 350411 33,7412 37,9406 35,9+0,7
STR (%) 64,0435 60,8436  750+31%*** 45243 6%** 671+34 647435  68.0+19%** 57 142 1***
LIN (%) 31,242,0 265419  41,6+£2,2%%%% 22 0+18%*** 326421  30,542,0 35041 2%k* 26 5] [*FRxx
WOB (%) 46,3+1 5%  413+14* 51,7415 47,6415 459+15  438+14  48,0+08%*  44.2+0,8**
Brzi spermiji (%) 66,545 4%*  411+56%* 630455 50,845 7 46,5457 345454  580+33%* 42 0+32**
(S(x)dme brzispermiii 95118 180£23* 12,7420 131420 169422  237+25  1324¢11*  17,9413*
Spori spermiji (%) 03+1,7%  16,4422* 9.2+1,7 9,8+1,8 16,8422  18,9+23 11,3+1,1 14,6412
Nepokretni spermiji 135,38 24,4148 14,1439 26,2449  191+44  226+47  155+23%  244428*

(%)

p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001.

VAP-prosje¢na brzina spermija na njegovoj prosje¢noj brzini, VSL-pravocrtna brzina, VCL-linearno zakrivljena brzina, ALH-amplituda lateralnog otklona glave, BCF-ritam

frekvencije, STR-linearnost na prosje¢noj brzini, LIN-linearnost, WOB-stupanj oscilacije prave putanje u odnosu na prosje¢nu putanju spermija.
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Srednja vrijednost i 95% interval pouzdanosti

100 ]
80
2
el
E 60-
[}
o
wn
L
2 40+
2
S
(G}
20 4
0_

12 12 12 12 12 12 36 36
[ 700 MHz | 2500 MHz | 3500 MHz | UKUPNO |

[Skupina: W KONTROLNA I POKUSNA |

X os pokazuje broj nerasta po skupini i frekvenciju zracenja

Slika 10. Grafikon srednjih vrijednosti i 95 % intervala pouzdanosti gibljivosti spermija (%) u
uzorcima nerasta izmedu kontrolne (neozraceni uzorak) i pokusne skupine (uzorak ozracen
koristenjem tri razli¢ite frekvencije zra¢enja; 700 MHz, 2500 MHz i 3500 MHz) te ukupno

svih uzoraka pokusne skupine bez obzira na frekvenciju zrac¢enja u odnosu na kontrolni
uzorak (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001).

Srednja vrijednost i 95% interval pouzdanosti
100

Progresivna gibljivost spermija (%)
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| 700 MHz | 2500 MHz | 3500 MHz | UKUPNO |

[Skupina: W KONTROLNA [ POKUSNA |

X os pokazuje broj nerasta po skupini i frekvenciju zraéenja

Slika 11. Grafikon srednjih vrijednosti i 95 % intervala pouzdanosti progresivne gibljivosti
spermija (%) u uzorcima nerasta izmedu kontrolne (neozrac¢eni uzorak) i pokusne skupine
(uzorci ozraceni koriStenjem tri razlicite frekvencije zracenja; 700 MHz, 2500 MHz i 3500
MHz) te ukupno svih uzoraka pokusne skupine bez obzira na frekvenciju zracenja u odnosu
na kontrolni uzorak (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001).
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Srednja vrijednost i 95% interval pouzdanosti
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Slika 12. Grafikon srednjih vrijednosti i 95 % intervala pouzdanosti prosje¢ne brzine
spermija - VAP (um/s) u uzorcima izmedu kontrolne (neozraceni uzorak) i pokusne skupine
uzoraka (uzorci ozracen koristenjem tri razliite frekvencije zracenja; 700 MHz, 2500 MHz i

3500 MHz) te ukupno svih uzoraka pokusne skupine bez obzira na frekvenciju zracenja u
odnosu na kontrolni uzorak (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001).

Srednja vrijednost i 95% interval pouzdanosti
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Slika 13. Grafikon srednjih vrijednosti i 95% intervala pouzdanosti pravolinijske brzine
spermija - VSL (um/s) u uzrocima izmedu kontrolne (neozradeni uzorak) i pokusne skupine
(uzorci ozraceni koriStenjem tri razlicite frekvencije zracenja; 700 MHz, 2500 MHz i 3500
MHz) te ukupno svih uzoraka pokusne skupine bez obzira na frekvenciju zracenja u odnosu na
kontrolni uzorak (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001).
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Srednja vrijednost i 95% interval pouzdanosti
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X os pokazuje broj nerasta po skupini i frekvenciju zracenja

Slika 14. Grafikon srednjih vrijednosti i 95 % intervala pouzdanosti krivolinijske brzine
spermija - VCL (um/s) u uzorcima nerasta izmedu kontrolne (neozraceni uzorak) i pokusne
skupine uzoraka (uzorci ozraceni koristenjem tri razlicite frekvencije zracenja; 700 MHz, 2500
MHz i 3500 MHz) te ukupno svih uzoraka pokusne skupine bez obzira na frekvenciju zracenja
u odnosu na kontrolni uzorak (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001).

Srednja vrijednost i 95% interval pouzdanosti
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X os pokazuje broj nerasta po skupini i frekvenciju zracenja

Slika 15. Grafikon srednjih vrijednosti i 95 % intervala pouzdanosti amplitude lateralnog
otklona glave spermija - ALH (um) u uzocima izmedu kontrolne (neozraceni uzorak) i pokusne
skupine uzoraka (uzorci ozraceni koristenjem tri razlicite frekvencije zracenja; 700 MHz, 2500
MHz i 3500 MHz) te ukupno svih uzoraka pokusne skupine bez obzira na frekvenciju zracenja
u odnosu na kontrolni uzorak (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001).

64



Srednja vrijednost i 95% interval pouzdanosti
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X os pokazuje broj nerasta po skupini i frekvenciju zracenja

Slika 16. Grafikon srednjih vrijednosti i 95 % intervala pouzdanosti frekvencije prelaska
pravolinijske putanje spermija - BCF (Hz) u uzocima izmedu kontrolne (neozra¢eni uzorak) i
pokusne skupine uzoraka (uzorci ozraceni koriStenjem tri razli¢ite frekvencije zracenja; 700
MHz, 2500 MHz i 3500 MHz) te ukupno svih uzoraka pokusne skupine bez obzira na
frekvenciju zracenja u odnosu na kontrolni uzorak (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; ****
p<0,0001).

Srednja vrijednost i 95% interval pouzdanosti
100

Pravolinijski indeks - STR (%)

12 12 12 12 12 12 36 36

| 700 MHz | 2500 MHz | 3500 MHz | UKUPNO |

[Skupina: W KONTROLNA [ POKUSNA ]

X os pokazuije broj nerasta po skupini i frekvenciju zracenja

Slika 17. Grafikon srednjih vrijednosti i 95 % intervala pouzdanosti pravolinijskog indeksa
spermija - STR (%) u uzorcim izmedu kontrolne (neozraeni uzorak) i pokusne skupine
uzoraka (uzorci ozraceni koriStenjem tri razli¢ite frekvencije zracenja; 700 MHz, 2500 MHz i
3500 MHz) te ukupno svih uzoraka pokusne skupine bez obzira na frekvenciju zracenja u
odnosu na kontrolni uzorak (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001).

65



Srednja vrijednost i 95% interval pouzdanosti
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X os pokazuje broj nerasta po skupini i frekvenciju zracenja

Slika 18. Grafikon srednjih vrijednosti i 95 % intervala pouzdanosti indeksa linearnosti
spermija - LIN (%) u uzorcima izmedu kontrolne (neozraceni uzorak) i pokusne skupine
uzoraka (uzorci ozraceni koriStenjem tri razlicite frekvencije zracenja; 700 MHz, 2500 MHz i
3500 MHz) te ukupno svih uzoraka pokusne skupine bez obzira na frekvenciju zracenja u
odnosu na kontrolni uzorak (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001).

Srednja vrijednost i 95% interval pouzdanosti
100

80
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[Skupina: B KONTROLNA [ POKUSNA |
X os pokazuje broj nerasta po skupini i frekvenciju zracenja

Slika 19. Grafikon srednjih vrijednosti i 95 % intervala pouzdanosti indeksa oscilacije spermija
- WOB (%) u uzorcima izmedu kontrolne (neozraceni uzorak) i pokusne skupine uzoraka
(uzorci ozraceni koristenjem tri razlicite frekvencije zracenja; 700 MHz, 2500 MHz i 3500
MHz) te ukupno svih uzoraka pokusne skupine bez obzira na frekvenciju zracenja u odnosu na
kontrolni uzorak (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001).
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Srednja vrijednost i 95% interval pouzdanosti
100 -
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X os pokazuje broj nerasta po skupini i frekvenciju zra¢enja

Slika 20. Grafikon srednjih vrijednosti i 95 % intervala pouzdanosti sporih i nepokretnih
spermija (%) u uzrocima izmedu kontrolne (neozraceni uzorak) i pokusne skupine uzoraka
(uzorci ozracen koriStenjem tri razlicite frekvencije zra¢enja; 700 MHz, 2500 MHz i 3500
MHZz) te ukupno svih uzoraka pokusne skupine bez obzira na frekvenciju zracenja u odnosu na
kontrolni uzorak (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001).

Srednja vrijednost i 95% interval pouzdanosti
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|Brzina spermija: [ Brzi O Nepokretni [ Srednje brzi @ Spori |

X os pokazuje skupinu i frekvenciju zraéenja

Slika 21. Grafikon srednjih vrijednosti i 95 % intervala pouzdanosti brzih, nepokretnih, srednje
brzih i sporih spermija (%) u uzrocima izmedu kontrolne (neozraceni uzorak) i pokusne
skupine uzoraka (uzorak ozracen koristenjem tri razli¢ite frekvencije zracenja; 700 MHz, 2500
MHz i 3500 MHz) te ukupno svih uzoraka pokusne skupine bez obzira na frekvenciju zracenja
u odnosu na kontrolni uzorak (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001).
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5.3. POKAZATELJI VITALNOSTI SPERMIJA

U tablici 5. prikazani su razli¢iti parametri vitalnosti spermija uzorcima sperme nerasta
dobiveni pomocu posebnih metoda bojenja izmedu kontrolne (neozraceni uzorak) i pokusne
skupine uzoraka (uzorak ozracen koristenjem tri razlicite frekvencije zracenja; 700 MHz, 2500
MHz i 3500 MHz) te ukupno svih uzoraka pokusne skupine bez obzira na frekvenciju zracenja
u odnosu na kontrolni uzorak.

Ukupno svi uzorci ozrac¢enih spermija (sve frekvencije zra¢enja zajedno) su imali, u
odnosu na kontrolnu skupinu uzoraka, statisticki znacajno veéi udio spermija s oSteCenjem
DNK (6,0 £ 0,9 % vs 2,0 + 0,5%; p<0,01).

Najveci porast u udjelu spermija s oste¢enjem DNK (slika 26.) zabiljezen je u uzorcima
ozra¢enima s 2500 MHz (9,5 + 1,8 % vs 1,7 £ 0,8 %; p<0,01) dok je nesto manji porast
zabiljezen u uzorcima ozrac¢enima s 3500 MHz (6,8 £ 1,6 % vs 2,6 £ 1,0 %; p<0,05). Porastu
udjelu spermija s oSteCenom membranom ali dobrim potencijalom mitohondrija (slika 22.)
zabiljezen je u uzorcima ozra¢enima S 3500 MHz (16,7 = 2,3 % vs 8,1 £ 1,7 %). lako je
zbrajanjem udjela spermija s ostecenom membranom i/ili slabim potencijalom mitohondrija
(slika 25.) zabiljezen porast u svim ozra¢enima uzorcima, posebno sa svakom frekvencijom
zraCenja te ukupno bez obzira na frekvenciju zracenja, nije bilo statisticki znacajne razlike no

postoji tendencija da razlike budu znacéajne (p<0,10).
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Tablica 5. Pokazatelji vitalnosti spermija (srednja vrijednost + standardna greSka srednje vrijednosti) nerasta izmedu kontrolnog uzorka
(neozraceni) i pokusne skupine uzoraka (uzorci ozra¢eni koriStenjem tri razli¢ite frekvencije zracenja; 700 MHz, 2500 MHz i 3500 MHz) te
ukupno svih uzoraka pokusne skupine bez obzira na frekvenciju zra¢enja u odnosu na kontrolni uzorak.

FREKVENCIJA ZRACENJA
700 MHz 2500 Mhz 3500 MHz UKUPNO
BROJ NERASTA 12 12 12 12 12 12 36 36
SKUPINA Kontrolna Pokusna Kontrolna Pokusna Kontrolna Pokusna Kontrolna Pokusna

Intaktna membrana
spermija + dobar
potencijal
mitohondrija (%)
Oste¢ena membrana
spermija + lo§
potencijal
mitohondrija (%)
Oste¢ena membrana
spermija + dobar
potencijal
mitohondrija (%)
Intaktna membrana
spermija + lo§
potencijal
mitohondrija (%)

778+4,2 742+45 849+36 77,043 72,146 62,8+4,9 78,8+2,4 71,727

17,8+3,8 22,3+4,1  9,6+2,9 14,635 19,0+3,9 19,9+3,9 149+21 18,722

1,0+0,6 0,4+0,4 3,6+1,1 6,415 81+1,7** 16,7+2,3**  3,1+0,7 3,712

3,2+0,8 3,0+0,8 1,8+0,6 1,8+0,6 0,7+0,3 0,4+0,3 1,6+0,3 1,3+0,3

Ostecenje DNK (%) 1,9+0,8 3,2¢1,1 1,7#0,8** 9,5+18** 2,6+1,0* 6,8+1,6* 2,0+0,5** 6,0+0,9**

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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X os pokazuje skupinu i frekvenciju zra€enja

Slika 22. Grafikon srednjih vrijednosti i 95 % intervala pouzdanosti spermija s intaktnom ili
o$teCenom membranom i dobrim ili lo§im potencijalom mitohondrija (%) u uzorcima izmedu
kontrolne (neozraceni uzorak) i pokusne skupine uzoraka (uzorci ozraCeni koristenjem tri
razlicite frekvencije zracenja; 700 MHz, 2500 MHz i 3500 MHz) te ukupno svih uzoraka
pokusne skupine bez obzira na frekvenciju zrac¢enja u odnosu na kontrolni uzorak (* p<0,05;
** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001).

Srednja vrijednost i 95% interval pouzdanosti
100 -

Udio zivih spermija (%)
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| 700 MHz | 2500 MHz | 3500 MHz | UKUPNO |

[Skupina: M KONTROLNA [ POKUSNA |

X os pokazuje broj nerasta po skupini i frekvenciju zracenja

Slika 23. Grafikon srednjih vrijednosti i 95 % intervala pouzdanosti Zivih spermija (%) u
uzorcima sperme izmedu kontrolne (neozraceni uzorak) i pokusne skupine uzoraka (uzorci
ozraceni koriStenjem tri razlicite frekvencije zracenja; 700 MHz, 2500 MHz i 3500 MHz) te
ukupno svih uzoraka pokusne skupine bez obzira na frekvenciju zracenja u odnosu na kontrolni
uzorak (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001).
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Srednja vrijednost i 95% interval pouzdanosti
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Slika 24. Grafikon srednjih vrijednosti i 95 % intervala pouzdanosti spermija s dobrim
potencijalom mitohondrija (%) u uzorcima izmedu kontrolne (neozraceni uzorak) i pokusne
skupine uzoraka (uzorci ozraceni koristenjem tri razlicite frekvencije zracenja; 700 MHz, 2500
MHz i 3500 MHz) te ukupno svih uzorci pokusne skupine bez obzira na frekvenciju zracenja
u odnosu na kontrolni uzorak (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001).

Srednja vrijednost i 95% interval pouzdanosti
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X os pokazuje broj nerasta po skupini i frekvenciju zracenja

Slika 25. Grafikon srednjih vrijednosti i 95 % intervala pouzdanosti spermija s o$tecenom
membranom i/ili slabim potencijalom mitohondrija (%) u uzorcima izmedu kontrolne
(neozraCeni uzorak) i pokusne skupine uzoraka (uzorak ozrafen koriStenjem tri razlidite
frekvencije zracenja; 700 MHz, 2500 MHz i 3500 MHZz) te ukupno svih uzroci pokusne skupine
bez obzira na frekvenciju zraenja u odnosu na kontrolni uzorak (* p<0,05; ** p<0,01; ***
p<0,001; **** p<0,0001).
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Srednja vrijednost i 95% interval pouzdanosti
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X os pokazuje broj nerasta po skupini i frekvenciju zracenja

Slika 26. Grafikon srednjih vrijednosti i 95 % intervala pouzdanosti spermija s oste¢cenom DNK
(%) u uzorcima izmedu kontrolne (neozraceni uzorak) i pokusne skupine uzoraka (uzoci
ozraceni koriStenjem tri razli¢ite frekvencije zraenja; 700 MHz, 2500 MHz i 3500 MHz) te
ukupno svih uzorci pokusne skupine bez obzira na frekvenciju zracenja u odnosu na kontrolni
uzorak (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001).
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5.4. POKAZATELJI ANTIOKSIDACIISKOG STATUSA SPERMIJA

U tablici 6. prikazani su razli¢iti parametri antioksidacijskog statusa spermija uzoraka
sperme nerasta izmedu kontrolne (neozraCeni uzorak) i pokusne skupine uzoraka (uzorci
ozraceni koriStenjem tri razliite frekvencije zra¢enja; 700 MHz, 2500 MHz i 3500 MHz) te
ukupno svih uzoraka pokusne skupine bez obzira na frekvenciju zracenja u odnosu na kontrolni
uzorak.

Svi ozraceni uzorci pokusne skupine (sve frekvencije zraenja zajedno) kao i svaka
frekvencija zraCenja posebno nije imala statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu

skupinu uzoraka.
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Tablica 6. Pokazatelji antioksidacijskog statusa spermija (srednja vrijednost + standardna greska srednje vrijednosti) nerasta izmedu

kontrolnog uzorka (neozraceni) i pokusne skupine uzoraka (uzorci ozraceni koriStenjem tri razli¢ite frekvencije zraenja; 700 MHz, 2500 MHz i

3500 MHz) te ukupno svih uzoraka pokusne skupine bez obzira na frekvenciju zra¢enja u odnosu na kontrolni uzorak.

FREKVENCIJA ZRACENJA
700 MHz 2500 Mhz 3500 MHz UKUPNO
BROJ NERASTA 12 12 12 12 12 12 36 36

SKUPINA

Kontrolna Pokusna

Kontrolna Pokusna

Kontrolna Pokusna

Kontrolna Pokusna

Bjelancevine (g/L)

0,24+0,02 0,22+0,02

0,28+0,02 0,33+0,02

0,24+0,02 0,26+0,02

0,25+0,01 0,27+0,01

Ukupni
antioksidacijski
status (mmol/g
bjelancevina)

0,53+0,02 0,50+0,02

0,52+0,02 0,51+0,02

0,53+0,02 0,56+0,02

0,52+0,01 0,52+0,01

Superoksid
dismutaza
bjelancevina)

(Ulg

80,555 82,8%45)5

79,3+55 79,3455

86,055 86,9455

81,9+3,1  82,9+3,2

Glutation reduktaza
(U/g bjelancevina)

22,129  23,5%2,9

22,329  22,9+2,9

13,2¢29 13,629

19,0+1,7 19,717

Malondialdehid
(U/g bjelancevina)

3,48+0,64 2,97+0,61

1,83+0,56 1,70+0,56

1,11+0,55 1,68+0,56

1,92+0,39 2,04+0,35

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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Srednja vrijednost i 95% interval pouzdanosti
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[Skupina: B KONTROLNA [ POKUSNA |
X os pokazuje broj nerasta po skupini i frekvenciju zrac¢enja

Slika 27. Grafikon srednjih vrijednosti i 95 % intervala pouzdanosti bjelan¢evina u spermijima
nerasta (g/L) izmedu kontrolne (neozraceni uzorak) i pokusne skupine uzoraka (uzorci ozraceni
koristenjem tri razlicite frekvencije zracenja; 700 MHz, 2500 MHz i 3500 MHz) te ukupno
svih uzoraka pokusne skupine bez obzira na frekvenciju zrac¢enja u odnosu na kontrolni uzorak
(* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001).

Srednja vrijednost i 95% interval pouzdanosti
1.0

0.8

Ukupni antioksidacijski status
(mmol/g bjelanéevina)

12 12 12 12 12 12 36 36
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X os pokazuje broj nerasta po skupini i frekvenciju zracenja

Slika 28. Grafikon srednjih vrijednosti i 95 % intervala pouzdanosti ukupnog antioksidacijskog
statusa u spermijima nerasta (mmol/g bjelanéevina) izmedu kontrolne (neozraceni uzorak) i
pokusne skupine uzoraka (uzorci ozraceni koriStenjem tri razli¢ite frekvencije zracenja; 700
MHz, 2500 MHz i 3500 MHz) te ukupno svih uzoraka pokusne skupine bez obzira na
frekvenciju zracenja u odnosu na kontrolni uzorak (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; ****
p<0,0001).
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Srednja vrijednost i 95% interval pouzdanosti

Superoksid dismutaza (U/g bjelan€evina)
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[Skupina: B KONTROLNA [ POKUSNA ]
X os pokazuje broj nerasta po skupini i frekvenciju zracenja

Slika 29. Grafikon srednjih vrijednosti i 95 % intervala pouzdanosti superoksid dismutaze u
spermijima nerasta (U/g bjelancevina) izmedu kontrolne (neozraceni uzorak) i pokusne
skupine uzoraka (uzorci ozraceni koristenjem tri razlicite frekvencije zracenja; 700 MHz, 2500
MHz i 3500 MHz) te ukupno svih uzoraka pokusne skupine bez obzira na frekvenciju zracenja
u odnosu na kontrolni uzorak (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001).

Srednja vrijednost i 95% interval pouzdanosti
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Slika 30. Grafikon srednjih vrijednosti i 95 % intervala pouzdanosti glutation reduktaze u
spermijima nerasta (U/g bjelancevina) izmedu kontrolne (neozraceni uzorak) i pokusne
skupine uzoraka (uzorci ozraceni koristenjem tri razlicite frekvencije zracenja; 700 MHz, 2500
MHz i 3500 MHz) te ukupno svih uzoraka pokusne skupine bez obzira na frekvenciju zracenja
u odnosu na kontrolni uzorak (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001).
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Srednja vrijednost i 95% interval pouzdanosti
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X os pokazuje broj nerasta po skupini i frekvenciju zraéenja

Slika 31. Grafikon srednjih vrijednosti i 95 % intervala pouzdanosti malondialdehida u
spermijima nerasta (U/g bjelan¢evina) izmedu kontrolne (neozraceni uzorak) i pokusne
skupine uzoraka (uzorci ozraceni koristenjem tri razlicite frekvencije zracenja; 700 MHz, 2500
MHz i 3500 MHz) te ukupno svih uzoraka pokusne skupine bez obzira na frekvenciju zracenja
u odnosu na kontrolni uzorak (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001).
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5.5. ODNOSI IZMEDU POKAZATELJA GIBLJIVOSTI, BRZINE, KVALITETE I
ANTIOKSIDACIJSKIH POKAZATELJA SPERMIJA NERASTA

U tablicama 7., 8., 9., 10., 11. i 12. prikazani su korelacijski odnosi izmedu pokazatelja
gibljivosti i brzine spermija, vitalnosti spermija i antioksidacijskog statusa spermija kod
kontrolne (neozrafeni uzorak) i pokusne skupine uzoraka (uzorci ozraceni koriStenjem tri

razlicite frekvencije zracenja; 700 MHz, 2500 MHz 1 3500 MHz).

Koeficijent korelacije izmedu oste¢enja DNK-a i pokazatelja brzine spermija VCL
iznosi r = - 0,54; p<0,001, odnosno koeficijent determinacije iznosi 29,16 %, znaci za toliki

postotak je ostecenje DNK-a razlog manje vrijednosti VCL-a.

Koeficijent korelacije izmedu oSte¢enja DNK-a i pokazatelja brzine spermija ALH
iznosi r =-0,61; p<0,0001, odnosno koeficijent determinacije iznosi 37,21 %, znaci za toliki

postotak je oStecenje DNK-a razlog manje vrijednosti ALH-a.

Koeficijent korelacije izmedu oSte¢enja DNK-a i pokazatelja brzine spermija STR
iznosi r = - 0,64; p<0,0001, odnosno koeficijent determinacije iznosi 40,96 %, znaci za toliki

postotak je oStecenje DNK-a razlog manje vrijednosti STR-a.
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Tablica 7. Korelacijski odnosi izmedu pokazatelja gibljivosti, brzine i vitalnosti spermija kod kontrolne skupine uzoraka (neozraceni uzorak).

POKAZATELJI GIBLJIVOSTI | BRZINE SPERMUA POKAZATELJI VITALNOSTI SPERMUA
INTAKTNA OSTECENA
SREDNIJE NEPOKRET MEMBRANA | Ml PRV
GIBUIVOS [ PROGRESIVN VAP VsL vel ALH BCF STR UN WOB BRZI BRZI SPORI NI DOBAR MEMBRANA | LOS | OSTECENJE
T A GIBUIVOST SPERMIJI SPERMUI POTENCIJAL DNK
SPERMUI SPERMUI POTENCIJAL
MITOHONDRIJA
MITOHONDRIJA
7 42 4 4 77 -1 -041
GIBLIVOST 0.76 o 0,40 0,38 n.s 0.46 n.s. n.s n.s o n.s. n.s. /00 0,39 o n.s
<0,0001 <0,05 <0,05 <0,05 <0,01 <0,0001 <0,0001 <0,05 <0,05
PROGRESIVNA 0,62 0,78 0,42 ns 0,38 s s 0,42 0,93 -0,63 -0,70 -0,76 0,55 - 0,54 s
GIBUIVOST <0,0001 | <0,0001 <0,01 o <0,05 o o <0,01 <0,0001 | <0,0001 [ <0,0001 | <0,0001 <0,001 <0,001 )
0,78 0,91 0,54 0,43 0,70 -0,70 -0,61 -0,42
VAP n.s n.s ns. n.s n.s n.s
<0,0001 | <0,0001 <0,001 <0,01 <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 <0,05
VsL 0,50 0,52 0,49 0,54 0,63 0,63 -0,59 -0,55 - 0,40 0,47 -0,48
n.s. n.s
g <0,01 <0,01 <0,01 <0,001 <0,0001 | <0,0001 <0,001 <0,001 <0,05 <0,01 <0,01
E 0,78 - 0,46 -0,39 -0,42 0,58 - 0,56 -0,51 -0,38
w VCL n.s n.s n.s n.s
a <0,0001 <0,01 <0,05 <0,05 <0,001 <0,001 <0,01 <0,05
w -0,48 - 0,68 -0,70 -0,70
2 ALH n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s
5 <0,01 <0,0001 [ <0,0001 | <0,0001
@ 0,62 0,43 0,36 - 0,46
= BCF n.s n.s n.s n.s n.s n.s
= <0,0001 <0,01 <0,05 <0,01
o 0,94 0,75
= STR n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s
3 <0,0001 | <0,0001
@ 0,90
o LIN n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s
5 <0,0001
e 0,41 -0,39
< WOB n.s n.s n.s n.s n.s
z <0,05 <0,05
é BRZI SPERMIII -0,77 -0,78 -0,77 0,49 -0,49 ns
a <0,0001 [ <0,0001 | <0,0001 <0,01 <0,01 )
SREDNIJE BRZI 0,75
n.s. n.s n.s n.s
SPERMIJI <0,0001
SPORI ns -0,38 0,38 s
. n.
SPERMUJI <0,05 <0,05
NEPOKRETNI -0,39 0,41 ns
SPERMIJI <0,05 <0,05 )
_ INTAKTNA
=
g ME’[\)AgBR:gA | 093 n.s
E POTENCIJAL <0.0001 -
Eg
> S| MITOHONDRU
5 &| OSTECENA
B S| MEMBRANAI
< < n.s
E LOS
g POTENCIJAL
a OSTECENIJE
DNK
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Tablica 8. Korelacijski odnosi izmedu pokazatelja gibljivosti, brzine i antioksidacijskog statusa spermija kod kontrolne skupine uzoraka
(neozraceni uzorak).

POKAZATELJI ANTIOKSIDACUSKOG
POKAZATELJI GIBLJIVOSTI | BRZINE SPERMUA
STATUSA SPERMUA
PROGRESIV SREDNIJE
BRZI SPORI NEPOKRETN
GIBUIVOST NA VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN woB BRZI TAS SOD GR MDA
SPERMUI SPERMUI | SPERMUI
GIBLUIVOST SPERMUJI
7 42 4 A 77 -1
GIBUIVOST 0.76 0 0,40 0.38 n.s 046 n.s n.s n.s o ns. ns. 00 n.s n.s n.s n.s
<0,0001 <0,05 <0,05 <0,05 <0,01 <0,0001 <0,0001
PROGRESIVNA 0,62 0,78 0,42 s 0,38 s . 0,42 0,93 -0,63 -0,70 -0,76 s s s 0,43
GIBUIVOST <0,0001 <0,0001 <0,01 o <0,05 ) ) <0,01 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 ) ) ) <0,01
0,78 0,91 0,54 0,43 0,70 -0,70 -0,61 -0,42
VAP n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
<0,0001 <0,0001 <0,001 <0,01 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,05
0,52 0,49 0,54 0,63 0,63 -0,59 -0,55 - 0,40 0,32
< VSL 0,50 <0,01 n.s. n.s. n.s. n.s.
§ <0,01 <0,01 <0,001 <0,0001 <0,0001 <0,001 <0,001 <0,05 <0,05
[ 0,78 -0,46 -0,39 -0,42 0,58 -0,56 -0,51 -0,38
o VCL ns. ns. ns. ns. ns.
[ <0,0001 <0,01 <0,05 <0,05 <0,001 <0,001 <0,01 <0,05
w
-0,48 -0,68 -0,70 -0,70
E ALH n.s. n.s. ns. n.s. n.s. ns. n.s. n.s.
g <0,01 <0,0001 <0,0001 <0,0001
= 0,62 0,43 0,36 - 0,46 -0,38 0,45
= BCF n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
a <0,0001 <0,01 <0,05 <0,01 <0,05 0,01
= 0,94 0,75 -0,40
3 STR n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
a <0,0001 <0,0001 <0,05
] 0,90
3 LIN n.s n.s. ns. n.s. n.s n.s n.s n.s
I <0,0001
E WOoB n.s. ns. ns. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
X
o BRZI SPERMIJI 077 078 077 n.s. n.s. n.s. 0,42
<0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,05
SREDNIJE BRZI 0,75 - 0,40
SPERMIJI <0,0001 ns- ns- ns " <0,05
SPORI -0,34
n.s. n.s. ns. ns.
SPERMUI <0,05
NEPOKRETNI
SPERMLII n.s n.s n.s n.s
o
o] g TAS n.s. n.s. n.s.
5 % =
zZ 2k
= 2 a SoD n.s n.s
S
$2§
x GR n.s.
oo 2
s 2 F
ZE
v MDA
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Tablica 9. Korelacijski odnosi izmedu pokazatelji vitalnosti i antioksidacijskog statusa

spermija kod kontrolne skupine uzoraka (neozraceni uzorak).

POKAZATELJI VITALNOSTI SPERMIJA

POKAZATELJI ANTIOKSIDACISKOG

STATUSA SPERMIJA
INTAKTNA OSTECENA
MEMBRANA| MEMBRANA | LOS| OSTECENJE
DOBAR bOTENCUAL ONK TAS SoD GR MDA
POTENCLIAL MITOHONDRIJA
MITOHONDRIJA
INTAKTNA
% MEMBRANA | -0,93 0,37
o n.s n.s n.s n.s
z DOBAR POTENCIJAL <0,0001 <0,05
—
g« MITOHONDRIJA
> s OSTECENA
o ﬁ MEMBRANA | LOS -0,34
(= n.s n.s n.s n.s
S POTENCIJAL <0,05
g MITOHONDRIJA
Q . 0,41
OSTECENJE DNK <005 n.s. n.s. n.s.
0] TAS n.s. n.s. n.s.
g
=)
i SOD n.s n.s.
> a
S
5 <
v
g e § GR ns.
e Ea
zZ5
< MDA
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Tablica 10. Korelacijski odnosi izmedu pokazatelja gibljivosti, brzine i vitalnosti

koristenjem tri razli¢ite frekvencije zracenja; 700 MHz, 2500 MHz 1 3500 MHz).

spermija kod pokusne skupine

uzoraka (uzorci ozraceni

POKAZATELJI GIBLJIVOSTI | BRZINE SPERMIA POKAZATELJI VITALNOSTI SPERMUA
INTAKTNA OSTECENA
PROGRESIVN BRZI SREDNJE BRZI SPORI NEPOKRETNI MEMBRANAI MEMBRANA | LOS| OSTECENJE
GIBUIVOST VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN woB DOBAR
A GIBUIVOST SPERMUI SPERMUI SPERMUI SPERMUI POTENCIJAL DNK
POTENCLAL MITOHONDRIJA
MITOHONDRIJA
GIBUIVOST 0,70 0,45 <0,01 (0,55 <0,001(0,37 <0,05 n.s. ns. ns. n.s. n.s. 069 ns. n.s. -1,00 ns. ns. ns.
<0,0001 <0,0001 <0,0001
PROGRESIVNA 0,63 0,83 0,46 0,91 -0,50 -0,70 0,35 -0,33
0,58 <0,01 n.s. n.s n.s ns n.s n.s
GIBUIVOST <0,0001 <0,0001 <0,01 <0,0001 <0,01 <0,0001 <0,05 <0,05
VAP 0,82 0,95 <0,0001 0,66 ns. ns. n.s. n.s. 0,77 -052 -0,44 <0,01 -045 ns. ns. -0,39
<0,0001 <0,001 <0,0001 <0,01 <0,01 <0,05
< VSL 0.72 ns. ns. ns. 0,39 <0,05 049 0,80 -044 -0,45 -0,55 n.s. ns. ns.
E <0,0001 <0,01 <0,0001 <0,01 <0,01 <0,001
< 0,81 -0,34 0,71 -0,47 -0,42 -0,37 -0,54
wi VCL ns. ns. ns. ns. ns.
s <0,0001 <0,05 <0,001 <0,01 <0,05 <0,05 <0,001
w - -
Z ALH ns. ns. ns. 066 ns. ns. ns. ns. ns. ns. 0,61
B <0,0001 <0,0001
o -0,37
= BCF 0,48 <0,01 (0,50 <0,01 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. ns. ’
8 <0,05
> 0,92 -0,64
s STR ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns.
2 <0,0001 <0,0001
[} -
s LIN ns. ns. n.s n.s ns. ns. ns. 0,38
E <0,05
E woB 0,48 -034 -033 ns. ns. ns. ns.
S <0,01 <0,05 <0,05
o - - -
& | BRzI sPERMII 0,44 0,59 0,68 0,34 ns. ns.
<0,01 <0,001 <0,0001 <0,05
SREDNIJE BRZI 0,62
SPERMIJI <0,0001 s s ns: ns
SPORI SPERMUJI ns. ns. ns. ns.
NEPOKRETNI
SPERMUI ns. ns. ns.
g INTAKTNA
2 MEMBRANA |
& -0,84
s DOBAR <0,0001 ns.
= POTENCIJAL !
& | mitoHoNDRIA
2
E OSTECENA
Z |MEMBRANAI LOS
3 ns.
=] POTENCIJAL
§ | miToHoNDRIA
]
& | OSTECENJE DNK
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Tablica 11. Korelacijski odnosi izmedu pokazatelja gibljivosti, brzine i antioksidacijskog statusa spermija kod pokusne skupine uzoraka (uzorci
ozraceni koriStenjem tri razli¢ite frekvencije zracenja; 700 MHz, 2500 MHz i 3500 MHz).

POKAZATELJI GIBLJIVOSTI | BRZINE SPERMUA POKAZATELII ANTIOKSIDACLSKOG
STATUSA SPERMIJA
GIBUIVOST PROGRESIVN VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN WOB BRI SREDNIE BRZI SPORI NEPOKRETNI TAS SOD GR MDA
A GIBUIVOST SPERMUI SPERMIJI SPERMUI SPERMIJI
GIBUIVOST 0,70 0,45 <0,01(0,55 <0,001|0,37 <0,05 ns. ns. ns. ns. ns. 0,69 ns. ns. -1,00 ns. ns. ns. ns.
<0,0001 <0,0001 <0,0001
PROGRESIVNA 0,63 0,83 0,46 0,91 -0,50 -0,70 0,47
0,58 <0,01 ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns.
GIBUIVOST <0,0001 <0,0001 <0,01 <0,0001 <0,01 <0,0001 <0,01
VAP 0,82 0,95 <0,0001 0,66 ns. ns. ns. ns. 0,77 -0,52 -0,44 <0,01 -045 ns. 0,39 035 ns.
<0,0001 <0,001 <0,0001 <0,01 <0,01 <0,05 | <0,05
< VSL 0,72 ns. ns. ns. 0,39 <0,05 0,49 0,80 -044 -045 -0,55 ns. 0,39 035 ns.
s <0,0001 <0,01 <0,0001 <0,01 <0,01 <0,001 <0,05 | <0,05
[ 0,81 -0,34 0,71 -0,47 -0,42 -0,37 0,33 0,36
a VCL ns. ns. ns. ns. ns.
@ <0,0001 <0,05 <0,001 <0,01 <0,05 <0,05 <0,05 | <0,05
2 -0,66
5 ALH ns. ns. ns. / ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns.
3 <0,0001
= -0,38
5 BCF 0,48 <0,01 (0,50 <0,01 n.s. ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns.
3 <0,05
2
3 STR 0,92 ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns.
g <0,0001
3 LIN ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns. ns.
w
= R R R
K WOB 0,48 0,34 033 ns. ns. ns. ns. 033
§ <0,01 <0,05 <0,05 <0,05
e BRZI SPERMIJI -044 ~059 -0,68 ns. ns. | 9% | s
<0,01 <0,001 <0,0001 <0,01
SREDNJE BRZI 0,62 -0,45
SPERMIJI <0,0001 ns: ns s 01 | M
SPORI SPERMUJI ns. ns. ns. ns. ns.
NEPOKRETNI n n n n
SPERMUII . s, s, s,
3 < TAS 0,54 ns. ns.
=<5 <0,001
d2E
23a SoD ns. ns.
Ng ¥
<3S
882 GR ns.
SER
z =
<V MDA
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Tablica 12. Korelacijski odnosi izmedu pokazatelja vitalnosti i antioksidacijskog statusa
spermija kod pokusne skupine uzoraka (uzorci ozraceni koriStenjem tri razliCite
frekvencije zracenja; 700 MHz, 2500 MHz 1 3500 MHz).

POKAZATELIJI VITALNOSTI SPERMIUA POKAZATELJI ANTIOKSIDACUSKOG
STATUSA SPERMIJA
INTAKTNA OSTECENA
MEMBRANAI MEMBRANA | LOS| OSTECENJE
DOBAR POTENCLIAL DNK TAS SoD GR MDA
POTENCIJAL MITOHONDRIJA
MITOHONDRIJA
E INTAKTNA
3 MEMBRANA | -0,84 0,49
2 n.s. n.s. n.s. n.s.
3 DOBAR POTENCIJAL <0,0001 <0,01
E é MITOHONDRIJA
el OSTECENA
] Y
B MEMBRANA | LOS -0,35
ﬁ n.s. n.s. n.s. n.s.
2 POTENCIJAL <0,05
5 MITOHONDRIJA
o OSTECENJE DNK ns. n.s. ns. ns.
9« 0,54
= g § TAS <0,001 n.s. n.s.
22
Ega SoD n.s. ns.
S89
SRR
b4
oo 2 GR n.s.
fER
2 =
=) MDA
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6. RASPRAVA

U posljednje vrijeme, elektromagnetsko zraCenje svakodnevno izaziva
kontroverze vezane za utjecaj moderne tehnologije na bioloski Zivot svih jedinki. Ubrzani
razvoj tehnologije te ovisnost Covjecanstva o istoj, stavlja u drugi plan potencijalno Stetne
ucinke zracenja koje emitiraju moderni tehnoloski uredaji. Takoder, dolazi do sve vece
uporabe uredaja koji koriste beZi¢ni internet te posljedi¢no tome do povecane izloZenosti
organizma radiofrekvencijskom zracenju. Medunarodno povjerenstvo za zaStitu od
neionizirajuéeg zracenja (International Commision on Non-lonizing Radiation Protection
- ICNIRP) je medunarodno udruzenje znanstvenika koje Zele podiéi svijest javnosti o
Stetnom ucinku neionizirajuéeg zracenja. Glavni cilj ICNIRP-a je ukazati na potrebu
smanjenja izlozenosti organizma zracenju, 0dnosno minimalizirati ga zbog potencijalno
kancerogenih svojstava (IARC, 2011.). Svijest o izlozenosti ljudi sve veéem broju i
raznolikosti izvora elektromagnetskog polja (EMF) na poslu i kod kuce postalo je
javnozdravstveno pitanje. Do danas su mnoga in vivo i in vitro istrazivanja na ljudima i
zivotinjama utvrdila da izloZzenost EMF-u moze promijeniti stani¢nu homeostazu,
endokrinu funkciju, reproduktivnu funkciju i razvoj fetusa (GYE i PARK, 2012;
KIVRAK i sur., 2017.). Nadalje, rezultati mnogih istrazivanja ukazuju na povezanost
koristenja mobitela sa smanjenjem broja i gibljivosti spermija, spermija normalne
morfologije i vitalnosti (AGARWAL i sur., 2008.; DE IULIIS i sur., 2009. AGARWAL
isur., 2011.; AL-BAYYARI, 2017.). Takoder, ROS koji nastaje kao posljedica RF-EMZ-
a moze imati Stetne uc¢inke na DNK spermija te druge biomolekule poput bjelancevina 1
lipida, $to posljedi¢no dovodi do neplodnosti muskaraca (AGARWAL i sur., 2011.; LIU
isur., 2015.; ZALATA i sur., 2015.).

Bioloski ucinci zraenja ovise o frekvenciji i trajanju izlozenosti zracenju
(KESARI i sur., 2018). Buduc¢i da do sada nisu istrazivani potencijalno negativni utjecaji
EMZ-a vecih frekvencija od 2500 MHz na ljudima i Zivotinjama, u ovom istraZivanju
ozraceni su Uzorci sperme nerasta frekvencijom od 3500 MHz te su istrazivani u¢inci na
pokazatelje gibljivosti i brzine spermija, pokazatelje vitalnosti, pokazatelje

antioksidacijske zasStite spermija i DNK-a ostecenje.

Svinje su u posljednjim desetlje¢ima kao animalni modeli vrlo Cesti izbor u

biomedicinskim istrazivanjima, prvenstveno zbog njihove velike podudarnosti u
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fizioloskim procesima odnosno stani¢nim mehanizmima s ljudima (KANEKO i sur.,
misa $to svinje ¢ini pogodnijim modelom od glodavca (WERNERSSON i sur., 2005.).
Osim navedenog, sperma nerasta odabrana je kao model u ovom istrazivanju zbog velike
koli¢ine koju nerasti fizioloski ejakuliraju (cca 250 mL), a u svrhu provedbe velikog broja

analiza (WOLF i SMITAL, 2009.).

6.1. POKAZATELJI GIBLJIVOSTI SPERMIJA

U ovom istraZivanju, svi ozraceni uzorci pokusne skupine (neovisno o tome kojom
su frekvencijom uzorci ozraceni), u odnosu na kontrolnu skupnu odnosno neozratene
uzorke, imali su statisti¢ki znacajno manji udio gibljivih i progresivno gibljivih spermija.
Sli¢ni rezultati ovima utvrdeni su na ozra¢enim uzorcima sperme muskaraca (EROGUL
i sur. 2006.; AGARWAL i sur. 2008.) te na ozra¢enim uzorcima sperme Stakora (KESARI
i sur. 2010.; MORTAZAVI i sur. 2010.). U navedenim je istrazivanjima utvrdeno da
nakon izlaganja uzorka sperme EMZ-u frekvenciji od 2,45 GHz (frekvencija mobitela i
dizajn istrazivanja ovom istrazivanju proveli su ONI i sur. (2011.); u njihovom
istrazivanju uzorci sperme muskaraca izlozeni su djelovanju zraCenja prijenosnog
racunala (2,45 GHz) kroz vremensko razdoblje od jednog sata. Prethodno navedena
istrazivanja proucavala su uc¢inak EMZ-a na jednoj frekvenciji, nisu istrazivala ucinak
razli¢itih frekvencije na gibljivost ozracenih spermija. Budu¢i da u ovom istraZivanju
rezultati udjela progresivne gibljivosti spermija in vitro ozracenih uzoraka sperme nerasta
ovise 1 o frekvenciji zraCenja odnosno razlikuju se nakon ozraCivanja razli¢itom
frekvencijom, dobivene rezultate nije moguce usporediti S prethodno navedenim
istrazivanjima. Naime, u ovom je istrazivanju utvrdeno da je najveéi pad u udjelu
progresivno gibljivih spermija zabiljezen u uzorcima sperme ozracenim sa 700 MHz
nakon toga s 2500 MHz te je neSto manji pad zabiljezen u uzorcima ozracenima s 3500
MHz u odnosu na kontrolnu skupinu. Pretpostavlja se da su mehanizmi djelovanja koji
su doveli do smanjenja gibljivosti spermija nakon izloZenosti uzorka sperme RF-EMZ-u
narusena vitalnosti spermija odnosno sniZeni potencijal mitohondrija ili oksidativni stres
(DE TULIIS i sur. 2009.; GHANBARI i sur., 2013.). Obzirom da rezultati ovog

istrazivanja ukazuju da je antioksidacijski status bio nenarusen pretpostavlja se da je
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smanjenje gibljivosti spermija nerasta nastalo kao posljedica losije vitalnosti spermija
koja se ocitovala u smanjenom udjelu spermija s intaktnom membranom s dobrim
potencijalom mitohondrija 1 statisticki znacajnim ve¢im udjelom spermija sa oStecenom
DNK. Spermiji u svojoj strukturnoj gradi sadrze mitohondrije koji su bitan ¢imbenik za
gibanje spermija (KNOX, 2003.) te u slu¢aju smanjenja potencijala mitohondrija dolazi
do smanjene gibljivosti (BERNABO i sur., 2007.).

U ovom se istrazivanju pomoc¢u CASA-¢ utvrdivao u¢inak EMZ-a na pokazatelje
gibljivosti, ali i na pokazatelje brzine spermija in vitro ozracenih uzoraka sperme
rasplodnih nerasta. Dobivene vrijednosti analiziranih pokazatelja brzine spermija nerasta
kontrolne skupine ovog istrazivanja podudaraju se s vrijednostima pokazatelja brzine
spermija istrazivanju kojeg su proveli GIL i sur. (2009.). Prethodno spomenuti autori
takoder su proveli istrazivanje na svjezem uzorku sperme nerasta u svrhu analize
pokazatelja gibljivosti i brzine spermija pomocu CASA-e. Prema istim autorima
najznacajniji pokazatelji za procjenu brzine spermija nerastu su VCL, ALH | BCF.
Amplituda lateralnog otklona glave je znacCajan pokazatelj gibljivosti jer je potrebna
odredena brzina spermija uvjetovana otklonom glave da bi spermij penetrirao barijeru
cervikalnog kanala krmace (GIL i sur., 2009.). Vrijednosti ALH-a u ovom istrazivanju
nisu se razlikovale izmedu pokusne i kontrolne skupine uzoraka sperme. U svim
ozra¢enim uzorcima sperme 0VOQa istrazivanja, neovisno o frekvenciji zracenja, utvrden
je statisti¢ki znacajno manji udio brzih spermija, STR-a, LIN-a i WOB-a u odnosu na
kontrolnu skupinu uzoraka. Isto tako, svi su ozra¢eni uzorci imali, u odnosu na kontrolnu
skupinu uzoraka, statisti¢ki znacajno nize vrijednosti VAP-a i VSL-a. Jedino dostupno
istrazivanje koje je utvrdivalo u¢inak EMZ-a na sjeme nerasta proveli su BERNABO i
sur. (2007.) 1 to u sinusoidnom magnetskom polju od 50 Hz generiranom pomocu
solenoida. Navedeni autori su utvrdili da 2 sata izlaganja uzorak sperme nerasta EMZ-u
dolazi do znacajnog smanjenja vrijednosti VAP, VCL, ALH, VSL te STR. Na temelju
rezultata dobivenih od prethodno navedenih autora mozemo ustvrditi da pod utjecajem
zracenja nize frekvencije od onoga koje su ozracivani uzorci sperme u ovom istrazivanju
(700 MHz) takoder dolazi do promjena u vrijednostima pokazatelja brzine gibanja
spermija osobito pokazatelja VAP, VSL te STR. U ovom istraZivanju rezultati pojedinih
pokazatelja brzine ovisili su o frekvenciji zracenja. Primjerice, jedini je pad u udjelu STR-

a i LIN-a zabiljezen je u uzorcima ozra¢enim sa 2500 MHz, dok je pad u udjelu WOB-a
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zabiljezen u uzorcima ozracenima sa 700 MHz. Najveéi pad u vrijednostima VSL-a
zabiljezen je u uzorcima ozra¢enima sa 2500 MHz i sa 700 MHz, dok je neSto manji pad
zabiljezen u uzorcima ozra¢enima sa 3500 MHz. Takoder, u ovom istraZivanju pad
vrijednosti BCF-a zabiljezen je samo u uzorcima ozra¢enima sa 2500 MHz. Rezultati
ovog istrazivanja pokazali su da je frekvencija od 2500 MHz imala najnegativniji u¢inak
na vrijednosti pokazatelja brzine spermija nerasta, odnosno na njihovu brzinu gibanja. U
istrazivanju LUKAC i sur. (2011.) koji su izlagali sjeme bikova zrac¢enju od 1800 MHz u
razdoblju od 30, 120 i 420 minuta, utvrdili su smanjeni udio ukupne gibljivosti i
smanjenje broja progresivno gibljivih spermija nakon 120 minuta izlaganja, §to je prema
vremenu izlaganja te dobivenim rezultatima sukladno rezultatima ovog istrazivanja.
Nadalje, u prethodno navedenom istrazivanju vrijednosti VCL-a, VSL-a te VAP-a bile su
najnize nakon 420 minuta izlaganja, odnosno uc¢inak zraenja na prethodno navedene
pokazatelje bio je zamjetan tek nakon 420 minuta izlaganja EMZ-u. Dobiveni rezultati
glede pokazatelja brzine spermija bikova nakon §to su izlozeni EMZ-u sli¢ni su ovom
istrazivanju, no u¢inak EMZ-a se ocitovao na brzinu spermija bikova tek nakon duljeg
vremenski razdoblja, a u ovom istraZivanju u¢inak na spermiji nerasta bio je nakon 120
minuta. Moguci uzroci kasnijeg odgovora spermija bika na utjecaj EMZ-a su veca
koncentracija sjemena bika, 2.68 + 0.14 x 10%/mL, osobitosti i specifi¢nosti metabolizma
spermija bika, sastavu druk¢ijeg razrjedivaca koji se Koristio u istrazivanju kao i
temperatura od 37 °C koja je zabiljezena u navedenom istrazivanju. Poznato je da ucinci
EMZ-a ovise o gusto¢i tkiva odnosno stanica u odredenom mediju (KESARI i sur.,
2018.). Nadalje, pad udjela brzih spermija nakon izlaganja muskaraca zra¢enju mobilnih
uredaja utvrdili su DAVOUDI i sur. (2002.). Njihovo istrazivanje provedeno je in vivo na
muskarcima koji su u razdoblju od 5 dana po 6 sati dnevno koristili mobilne uredaje koji
su odasiljali frekvenciju od 800 MHz. lako su frekvencija, duzina i nacin izlozenosti i
drugaciji dizajn istrazivanja bili razli¢iti u odnosu na ovo istrazivanje, dobiveni su
sukladni rezultati. U ovom istrazivanju je pad udjela brzih spermija prouzrocilo izlaganje
in vitro uzoraka sperme nerasta pri frekvenciji od 700 MHz, $to ukazuje da je mehanizam
djelovanja EMZ-a na spermije isti in vitro i in vivo, jedino mozda u¢inak ovisi o vremenu

izlaganja organizma / stanica.
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EMZ moze uzrokovati neravnotezu u elektrosenzibilnim kanali¢ima stanica i
membranama organela, §to u konacnici dovodi do poremetnje u elektrokemijskoj
ravnotezi te funkcioniranju stanice (PANAGOPOULOS 1 sur., 2002.). Smanjena
gibljivost spermija se najvjerojatnije javlja zbog toga Sto RF-EMZ moze uzrokovati
poremetnju signalizacije ovisnu o koncentraciji kalcija (GYE i1 PARK, 2012)).
Pretpostavka je da spermiji normalno funkcioniraju u odredenom rasponu koncentracije
kalcijevih (Ca®") iona u izvanstani¢nom okolisu, medutim kada koncentracija Ca iona
prijede vrijednosti odredenog raspona, uzrokuje smanjenu gibljivost spermija. Nadalje, u
nuzsjemeniku, kalcij ima funkciju poticanja sazrijevanja nezrelih spermija, dok u
ejakuliranom sjemenu, velika koncentracija iona kalcija sprjecavaju gibljivost spermija.
BERNABO 1 sur. (2007.) su proveli istrazivanje kojim se potvrduju pretpostavku da
nakon izlaganja EMZ-u uz puno manju frekvenciju zracenja, dolazi do poremetnje u
koncentraciji kalcijevih iona. Oni su ustvrdili da EMZ negativno utjece i na izvanstani¢nu
1 unutarstani¢nu koncentraciju kalcijevih iona. Autori studije navode da nenerusSena
citosolna koncentracija kalcijevih iona regulira energetski metabolizam uz pomo¢
aktivacije mitohondrija preko Krebsovog ciklusa. Porast citosolne koncentracije
kalcijevih iona uzrokuje paralelni porast kalcija u matriksu mitotohondrija. Prethodno
navedeno, predstavlja izuzetnu vaznost jer kalcij i aktivnost mitohondrija su glavni
¢imbenici gibljivosti spermija. Nadalje, u istom istrazivanju utvrdeno je da nakon 2 sata
izloZenosti uzoraka EMZ-u dolazi do gubitka integriteta akrosoma zbog strukturnih
poremetnji u membrani te egzocitoze akrosomalnog sadrzaja. Temeljem prethodno
navedenih ¢injenica moZe se pretpostaviti da povecanje u koncentraciji kalcijevih iona u
citosolu spermija nakon izlaganja sperme EMZ-u predstavlja klju¢ni odgovor na pitanje
koji mehanizam uzrokuje smanjenje gibljivosti spermija nakon izlaganja uzoraka EMZ-
a. U daljnjim bi istrazivanjima trebalo utvrditi fizioloski raspon koncentracije kalcijevih
iona u sjemenoj plazmi nerasta kako bi mogla posluziti kao pokazatelj kakvoce sjemena
te istraziti 1 usporediti koncentraciju kalcija prije 1 nakon EMZ -a, kako bi se u konacnici

mogao dobiti odgovor o relevantnosti kalcija u smanjenju gibljivosti spermija.
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6.2. POKAZATELJI VITALNOSTI SPERMIJA

Jedno od prvih istrazivanja proveli su DIEM i sur. (2005.), u kojemu je utvrden
netoplinski u¢inak RF-EMZ-a razli¢itih modulacija frekvencija od 1800 MHz na in vitro
ozracenih fibroblasta te u granuloza stanica Stakora. Naime, isti autori dokazali su da
razli¢ite modulacije uzrokuju jednolancane i dvolan¢ane prekide DNK-a u humanim
diploidnim stanicama. U ovom istrazivanju, svi ozraCeni uzorci pokusne skupine
(neovisno o tome kojom su frekvencijom uzorci sperme ozraceni), imali su u odnosu na
kontrolnu skupinu uzoraka, statisticki znacajno veci udio spermija sa oste¢enjem DNK-
a. Sli¢ni rezultati ovome istrazivanju utvrdeni su na in vitro istrazivanju DE IULIIS i sur.
(2009.), GORPINCHENKO i sur. (2014.) i ZALATA i sur. (2015.) na uzorcima sperme
muskaraca te u in vivo istrazivanju na Stakorima koju su proveli KUMAR i sur. (2014.).
U navedenim istrazivanjima utvrdeno je da zbog izlaganja uzoraka sperme EMZ-u
frekvencijama mobilnog telefona i bezi¢nog interneta (2500 MHz) dolazi do
fragmentacije DNK-a. Smanjena gibljivost spermija te oStecenje DNK-a muSkaraca
izlozenih zraCenju moderne tehnologije, posljedica su najvjerojatnije kumulativnog
uéinka konstantnog izlaganja RF-EMZ-u (AGARWAL i sur., 2011.). Takoder,
SCHULTE i sur., 2010. utvrdili su da ve¢ina neplodnih muskaraca ima o$te¢enje DNK-a
koje nastaje zbog dugotrajne izloZenosti zraCenju iste frekvencije koja je prisutna u
svakodnevnom zivotu. Druga pretpostavka zasto dolazi do ostecenja DNK-a pri manjim
frekvencijama zracenja u kra¢im vremenskim intervalima je oksidativni stres koji ima
klju¢nu funkciju u fragmentaciji DNK-a (DE TULIIS i sur., 2009.). U ovom istrazivanju
nije zabiljezena statistiCki znacajna razlika u udjelu spermija s oste¢enjem DNK-a u
uzorcima sperme ozrac¢enim s 700 MHz u odnosu na neozracene uzorke, $to bi moglo
znaciti da 700 MHz nije frekvencija koja uzrokuje znacajno ostecenje DNK-a spermija
nerasta odnosno oksidativni stres pri izlozenosti uzorka od 2 sata. Dostupna istrazivanja
uglavnom istrazuju u¢inak RF-EMZ-a frekvencije od 2450 MHz na uzorcima sperme te

je time ove rezultate tesko usporediti 1 raspraviti.

Najveci porast u udjelu spermija s oSteCenjem DNK-a u ovom istrazivanju
zabiljezen je u uzorcima sperme nerasta ozracenima sa 2500 MHz. Dobiveni rezultati
podudaraju se s rezultatima koje su dobili AVENDANO i sur. (2012.). Navedeni autori
ozracili su uzorke sperme muSkaraca takoder na frekvenciji od 2500 MHz, ali na

vremensko razdoblje od 4 sata te su takoder utvrdili znacajno DNK-a oSte¢enje ozracenih
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spermija. Znacajni porast u udjelu spermija s oste¢enjem DNK zabiljeZen je takoder u
ovom istrazivanju u uzorcima sperme ozra¢enima s 3500 MHz u odnosu na neozracene
uzorke. U dosadasnjoj literaturi nisu nadena istrazivanja koja su koristila frekvenciju
zraenja od 3500 MHz na uzorcima sperme. Smatra se da radiofrekvencijsko
neioniziraju¢e EMZ ima genotoksi¢ni u¢inak upravo zbog ostecenja DNK-a, alteracije u
ekspresiji gena te promjena u proliferaciji stanica (KESARI i sur., 2018.). Isti autori
navode da je mehanizam djelovanja RF-EMZ-a na spermije oSte¢enje DNK-a koji dovodi
do iskrivljenja glave spermija te oSte¢enje mitohondrija Sto u konacnici dovodi do

apopotoze, odnosno smanjenog broja spermija u uzorcima sperme.

Poznato je da ROS koji nastaje kao posljedica izloZenosti tkivu /stanica RF-EMZ-
u moze prouzrociti o$tecenje bjelancevina odnosno ionskih kanala u membranama stanica
uzrokujuci tako propusnost membrana te posljedi¢no tome smanjenje i prestanak funkcija
stanica (RAHAL 1 sur., 2014.). Takoder, budu¢i da apopotozu i vitalnost stanice
karakterizira propusnost membrane, reproduktivni potencijal spermija pod utjecajem
oksidativnog stresa moze se odrediti na temelju propusnosti membrana (PILANE i LA
BELLE, 2004.). Pokazatelji vitalnosti u ovom istrazivanju nakon $to su uzorci sperme
bili izlozeni RF-EMZ-u procjenjivani su pomoc¢u mitohondrijskog potencijala te
propusnosti stani¢ne membrane i o$te¢enja DNK-a spermija nerasta. U ovom istrazivanju,
iako je zabiljeZen porast udjela spermija s oSteCenom membranom i/ili slabim
potencijalom mitohondrija u svim ozrac¢enim uzorcima, razlika u odnosu na kontrolne
uzorke nije bila statisticki znacajna. Jedino je utvrden znacajno ve¢i udio spermija s
o$teCenom membranom i dobrim potencijalom mitohondrija u uzorcima ozraenima S
3500 MHz. Moguc¢i razlog takvim rezultatima je u svojstvima primijenjenog razrjedivaca
koji ¢uva membrane spermija ili mozda vrijeme izloZenosti uzoraka od 2 sata RF-EMZ-
u ne uzrokuje takva o$tec¢enja spermija nerasta. Rezultate dobivene na uzorcima sperme
ozracenima s 3500 MHz nije moguce usporediti jer je ovo prvo istrazivanje prema nasem
saznanju koje istrazuje uéinke prethodno navedene frekvenciju na uzorcima sperme

Zivotinja.
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6.3. POKAZATELJI ANTIOKSIDACISKOG STATUSA

Elektromagnetsko polje koje zrace razliciti uredaji, (mobilni telefoni i mikrovalne
pecénice) osim §to dovodi do prekomjernog stvaranja ROS-a, takoder moZe prouzrociti
promjenu aktivnost antioksidacijskih enzima (MOSKOVTSEV i sur., 2007.). Primjerice,
u istrazivanju kojeg su proveli MOUSTAFA i sur. (2001.) utvrdeno je smanjenje
aktivnosti antioksidacijskih enzima superoksid dismutaze i glutation peroksidaze u
eritrocitima ljudi izlozenih RF-EMZ-u. U ovom istrazivanju vrijednosti pokazatelja
antioksidacijskog statusa spermija nerasta nisu se statisticki znacajno razlikovale u
ozraCenim i neozracenim uzorcima sperme. Dobiveni rezultati razlikuju se od rezultata
koje su dobili AGARWAL i sur. (2009.) prilikom zracenja uzoraka sperme muskaraca.
U njihovom istrazivanju, nakon zracenja uzorka sperme frekvencijom od 850 MHz
tijekom 60 minuta, doSlo je do porasta u stvaranju ROS-a te smanjenja ukupnog
oksidativnog statusa spermija u uzorku sperme odnosno disbalansa oksidacijskog statusa.
Sli¢ne su rezultate dobili AGARWAL i sur. (2009.) te L1U i sur. (2015.) u in vivo studiji
nakon zracenja Stakora 2 sata/dan tijekom 50 dana. Navedeni autori su utvrdili da uslijed
izlaganja zracenju dolazi do pada ukupnog oksidativnog statusa za 28 % te porasta ROS-
a. Postoje mnogobrojna istrazivanja koja potvrduju da uslijed djelovanja RF-EMZ-a na
razli¢ita tkiva/stanice dolazi do prekomjernog stvaranja ROS-a ¢ija koncentracija prelazi
antioksidacijski kapacitet stanice. Neka od istrazivanja koje potvrduju prethodno
navedeno su: izlaganje cijelog tijela Drosophila (MANTA i sur., 2014.), zracenje
fibroblasta miSeva (HOU 1 sur., 2015.), zracenje kulture tumorskih stanica (KAHYA i
sur., 2014.) te zracenje spermija sisavaca (KESARI 1 sur., 2011.). Razlozi zaSto u ovom
istrazivanju nisu dobiveni sli¢ni rezultati, odnosno statistiCki znacajne razlike u
vrijednostima istrazivanih pokazatelja antioksidacijske zaStite izmedu pokusne i
kontrolne skupine, vjerojatno leZze u razrjedivacu koji je dodan u uzorak sperme.
Razrijediva¢ je morao biti dodan u svjezi uzorak sperme nerasta kako bi spermiji
prezivjeli transport i vrijeme zracenja, odnosno kako ne bi doslo do metaboli¢kih
promjena spermija koje bi promijenile pH sperme. Promjena vrijednosti pH sperme
posljedicno bi utjecala na sve promatrane pokazatelje Sto bi se zasigurno dogodilo u
slucaju nedostatka istog. U ovom istrazivanju koriSten je komercijalni razrjedivac¢ Cronos
(Medi-Nova, Reggio Emilia, Italija). Tocan sastav svih razrjedivaca dostupnih na trzistu

je zasti¢en te nije moguce dobiti uvid u toCan sastav. Glavna funkcija razrijedivaca je
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povecanje volumena sperme te ocuvanje kvalitete sjemena, odnosno o¢uvanje integriteta
akrosoma i membrane spermija. Razrjedivaci sadrzavaju elektrolite, neelektrolite i aditive
koji poboljsavaju njihove bioloske karakteristike (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.).
Primjerice, pretpostavku da se u sastavu komercijalnog Cronos razrijedivaca nalaze
aditivi koji imaju antioksidacijska svojstva mozemo potvrditi istrazivanjem Kkoje su
proveli SZCZESNIAK-FABIANCZYK i sur. (2003.). Oni su dodavali L-cistein
hidroklorid u komercijalni razrijediva¢ drugog proizvodaca te su dosli do zakljucka da
upravo ta kombinacija najbolje djeluje na prezivljavanje spermija, njihovu gibljivost i

oksidativni status.

U ovom istrazivanju aktivnost glutation peroksidaze nije bila mjerljiva u uzorcima
ozraCenih i neozracenih spermija. Naime, poznato je da spermiji nerasta imaju vrlo
oskudan enzimski antioksidacijski zastitni sustav za razliku od spermija drugih vrsta, te
ga ¢ine velika aktivnost SOD-a i mala aktivnost GSH-Px-a. Stovise u istrazivanju kojeg
su proveli KOZIOROWSKA-GILUN i sur., (2011a.) aktivnost katalaze nije bila takoder
mjerljiva u spermijima nerasta. Prema prethodni navedenome, dobiveni rezultati ovoga
istrazivanja vezano uz aktivnost GSH-Px-a u spermijima potvrduju poznate Cinjenice.
Nadalje, aktivnost antioksidacijskih enzima i koncentracija TAS-a u spermijima nerasta
razlikuje se izmedu pasmina i hibrida nerasta (ZURA ZAJA i sur. 2016.) te vrijednosti
pojedinih antioksidacijskih pokazatelja u sjemenu nerasta ovise i 0 godisnjem dobu
uzorkovanja uzorka sperme (KOZIOROWSKA-GILUN i sur., 2011b.) $to moze biti

takoder jedan u razloga zaSto aktivnost GSH-PX nije bila mjerljiva u ovome istraZivanju.
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7. ZAKLJUCCI

Rezultati istrazivanja uéinka radiofrekvencijskog elektromagnetskog zracenja na
pokazatelje gibljivosti i brzine spermija, antioksidacijskog statusa i o$te¢enje DNK-a in
vitro ozraenoga sjemena rasplodnih nerasta omogucuju sljede¢e zakljucke glede

kakvoce sjemena nerasta:

1. Elektromagnetsko zracenje ima negativan u€inak na pokazatelje gibljivosti i
brzine spermija.

2. Negativni uinak elektromagnetskog zrac¢enja na pokazatelje gibljivosti i brzine
spermija ovisi o frekvenciji zrafenja jer je najnegativniji ucinak imalo
elektromagnetsko zracenje frekvencije od 2500 MHz te 700 MHz, a najmanji
negativni ucinak zabiljezen je u uzorcima ozrac¢enim s 3500 MHz.

3. Elektromagnetsko zraenje znacajno povecava udio spermija s oSteCenom DNK
in vitro ozra¢enoga sjemena rasplodnih nerasta.

4. Udio spermija s oste¢enom DNK ovisi 0 frekvenciji zraCenja te je najveci porast
zabiljezen je u uzorcima ozra¢enima S 2500 MHz, dok je najmanji porast
zabiljezen u uzorcima ozra¢enima s 3500 MHz i1 700 MHz.

5. Elektromagnetsko zracenje ima negativni ucinak na udio spermija s intakthom
membranom i dobrim potencijalom, no razlika u odnosu na neozrac¢ene uzorke
nije bila statisti¢ki znacajna.

6. Zastitna uloga razrijedivaca je najvjerojatnije dovela do toga da nema promjena u
vrijednostima pokazatelja antioksidacijskog statusa spermija in vitro ozraenoga
sjemena rasplodnih nerasta.

7. Uzorci sperme s najvecim udjelom oSte¢enja DNK-a ozracenih spermija nerasta
su u negativnom korelacijskom odnosu s pokazateljima brzine spermija (VAP,
VCL, ALH, BCF, STR i LIN) sto ukazuje da je za gibljivost najbitnija vitalnost

spermija.
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9. POPIS KORISTENIH SKRACENICA

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

ATP — adenozin trifosfat

Ca - kalcij

CASA — kompjuterski potpomognuta analiza spermija (engl. computer assisted sperm

analysis)

ChA — klorogenska kiselina

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

DNK - deoksiribonukleinska kiselina

EM — elektromagnetsko polje

EMR — electromagnetic radiation

EMZ — elektromagnetsko zracenje

FSH — folikulo-stimuliraju¢i hormon

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

GSH-RD - glutation reduktaza (engl. glutathione reductase)

GTEM - gigahercna transverzalna elektromagnetska komora

ICNIRP - International Commission on Non-lonizing Radiation Protection
IGF-I — inzulinu sli¢an faktor rasta I

JC-1 - tetraetilbenizimdazolkarbocijanin jodid

LH - luteiniziraju¢i hormon

LIN - indeks linearnosti (engl. linearity)

MDA — malondialdehid (engl. malondialdehyd)
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PAWP - sperm postacrosomal WW binding protein

RF — EMZ — radiofrekvencijsko eletromagnetsko zracenje

ROS - reaktivni kisikovi spojevi (engl. reactive oxygen species)

SOD - ukupna superoksid dismutaza (engl. total superoxide dismutase)
STR - pravolinijske indeks (engl. straightness)

TAS - ukupni antioksidacijski status (engl. total antoxidant status)
TBA — tiobarbituratna kiselina (engl. thiobarburic acid)

TBARS - kompleks reaktivnih supstanci tiobarbiturne kiseline (engl. thiobarbituric acid-

reactive substances)

TEM - transverzalna elektromagnetska komora
TEP - tetraetoksipropan (engl. tetraethoxypropane)
U.O. — umjetno osjemenjivanje

VAP - prosje€na brzina spermija na njegovoj prosjecnoj putanji (engl. average path

velocity)
VCL - prosje¢na brzina spermija na njegovoj pravoj putanji (engl. curvilinear velocity)
VSL - prosje¢na brzina spermija na pravolinijskoj putanji (engl. straight-line velocity)

WOB - indeks oscilacije (engl. wobble)
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