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1. UVOD

U danasnje vrijeme ljudi i Zivotinje su izloZeni razli¢itim izvorima elektromagnetskog
zracenja. Kao jedan od najces¢e spominjanih 1 najkontroverznijih ucinaka suvremene
tehnologije svakako je utjecaj elektromagnetskog zracenja radiofrekvencijskog spektra.
Elektromagnetsko zracenje kao pojam predstavlja elektromagnetske valove svih frekvencija
koja se Sire brzinom svjetlosti (WDOWIAK i sur., 2017.), a dijele se na gama zracenja,
rendgensko zracenje, ultraljubicasto zracenje, vidljivi dio spektra, infracrveno zracenje,
mikrovalno zracenje i radiofrekvencijsko zracenje. Radiofrekvencijsko zracenje se dijeli prema
frekvencijama i ima razli¢itu upotrebu, a najznacajnija je bezi¢no odasiljanje i primanje
informacija na veéu ili manju udaljenost. lako je upotreba takve tehnologije znacajno
poboljsala kvalitetu zivota, ne moze se iskljuciti da je istovremeno i uzrok mnogih tegoba i

bolesti.

Stetni u¢inak radiofrekvencijskog elektromagnetskog zradenja (RF-EMZ) moze se
muski spolni sustav (LIU i sur., 2015.). Dosadasnja su znanstvena istrazivanja ve¢inom
proucavala u¢inke RF-EMZ na reproduktivni sustav ljudi (FALZONE i sur., 2011.; GUTSCHI
i sur., 2011.) i laboratorijskih Zivotinja tj. miSeva i stakora (WANG i sur., 2003.; DASDAG i
sur., 2015.). Tako je poznato, primjerice, da radiofrekvencijsko elektromagnetsko zracenje
smanjuje kvalitetu sjemenau ljudi (L11i sur., 2010.) te da ima Stetan utjecaj na plodnost muzjaka
Stakora kao i na sposobnost izlijeganja jaja u ptica (FERNIE i sur., 2000.; AL-AKHRAS i sur.,
2001.). Medutim, treba naglasiti, da do danas u znanstvenoj i stru¢noj literaturi gotovo da i

nema rezultata u¢inka RF-EMZ na reproduktivni sustav razli¢itih vrsta domacih zivotinja.

Intenzivni genetski napredak i dinamicki razvoj umjetnog osjemenjivanja rezultirao je
znacajnim smanjenjem broja rasplodnih muzjaka i to ponajvise u industriji svinja. S obzirom
da je RF-EMZ antropogenog podrijetla te je prisutno svuda oko nas, za u¢inkovitost sto¢arske
proizvodnje i uzgoj svinja od iznimne vaznosti je odrediti uinak takvog zraCenja na
reproduktivni sustav muzjaka. Osim toga uspjesnost u oplodnji, odnosno prodiranja spermija
u jajnu stanicu imat ¢e spermiji normalne morfologije/morfometrije. Stoga cilj ovog
diplomskog rada bio je istraziti u¢inak RF-EMZ frekvencije od 2500 MHz-a na gibljivost

spermija te morfometrijske pokazatelje sjemena rasplodnih nerasta ozrac¢enih in vitro.



2. PREGLED REZULTATA DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

2.1. Anatomija i funkcija musSkog spolnog sustava nerasta

Muski spolni sustav nerasta sastoji se od parnih reproduktivnih Zlijezda, testisa (testes),
parnih pasjemenika (epididimis), parnih sjemenovoda (ductus deferens), mokra¢ne cijevi
(uretra) te njezinih pripadajué¢ih pomoc¢nih spolnih Zlijezda u koje ubrajamo dva sjemena
mjehuri¢a (glandulae vesiculosae), prostatu (glandula prostatica) i dvije bulbouretralne
zlijezde (glandulae bulbourethrales) ili Cowperove Zlijezde te kopulatornog organa (penis)
(Slika 1.) (HAFEZ, 2000.; BADIA, 2003.; BONET i sur., 2013.).

Slika 1. Spolni sustav nerasta. Slovima na slici oznaceni su dijelovi muskog spolnog sustava
nerasta. T — testis, E — epididimis, D — sjemenovod, U — mokra¢ni mjehur, V — sjemeni
mjehuri¢, P — prostata, C — bulbouretralne zlijezde (Cowperove zlijezde), PE — penis (BONET
i sur., 2013.).



Anatomsko-fizioloske karakteristike jajovoda, estursni ciklus te sezonalnost
reprodukcije zasluzne su za anatomske i funkcionalne razlike izmedu spolnog sustava raznih
vrsta sisavaca (BONET i sur., 2013.). Jedna od karakteristicnih anatomskih znacajki je
sigmoidni zavoj (flexuru sigmoidae) penisa koji se prilikom erekcije ispravlja uz pomo¢
relaksacije parnog miSi¢a m. retractor penis. Takoder, glans penis je karakteristi¢nog izgleda
u nerasta, oblika svrdla. Nerasti u odnosu na druge domace zivotinje, predvode u volumenu
sjemena kojemu doprinose dobro razvijene bublouretralne i mjehuricaste zlijezde. Takoder,
nerasti predvode i u veli€ini testisa u odnosu na tjelesnu masu. Testisi su smjesteni u mosnjama,
koje se u nerasta nalaze kaudalno od anusa (ZURA ZAJA, 2015.). Nerasti imaju najveci
volumen ejakulata u odnosu na ostale vrste Zivotinja, a krece se od 150 do 500 mL, to¢nije u
prosjeku iznosi oko 250 mL (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.). Medutim, kvaliteta i

koli¢ina ejakulata ovise o ¢imbenicima poput primjerice pasmine ili dobi (SMITAL, 2009.).

Testisi su muske spolne zlijezde ¢ija je glavna uloga u reproduktivnom sustavu
proizvodnja spermija i lucenje hormona. Sazrijevanje spermija kojim se stjeCe potrebna
progresivna gibljivost te sposobnost oplodnje, transport te skladistenje spermija odvijaju se u
epididimisu, to¢nije najkaudalnijem dijelu gdje se zreli spermiji pohranjuju do ejakulacije.
Pomoc¢ne spolne Zlijezde, odnosno egzokrine zlijezde, izluCuju sekret u uretru pod utjecajem
androgena. Nestani¢nu frakciju ejakulata, odnosno sjemenu plazmu, ¢ine vecinom sekreti
pomoc¢nih spolnih Zlijezda. Glavne funkcije muskog reproduktivnog sustava su proizvodnja
koja se odvija pod utjecajem hormona, sazrijevanje spermija te ejakulacija (BONET i sur.,
2013.).

Osim funkcije proizvodnje, sazrijevanja te skladiStenja za koju su zaduZeni epididimis
i testisi, od velikog znacaja za reproduktivni sustav je i endokrina funkcija, odnosno sinteza i
izlu¢ivanje androgena, odnosno testosterona za Sto su zaduzene Leydigove stanice smjeStene
u intersticiju testisa te sinteza i izlu¢ivanje inhibina i aktivina koji su produkt Sertolijevih
stanica, odnosno stanica sjemenih kanalica (HAFEZ i sur., 2000.; GARCIA-GIL, 2002.;
BONET i sur., 2013.).

Nakon proizvodnje spermija u sjemenim kanli¢ima testisa, Koji se spajaju u sabirnu
cijev (lat. rete testis) koja transpotira spermije sve do epididimisa koji predstavlja bitnu ulogu
u skladistenju i sazrijevanju sjemena (KNOX, 2001.). Spermiji sposobnost gibanja postizu
prolaskom kroz rep epididimisa te se sve do procesa ejakulacije ne gibaju u velikoj mjeri
(ZURA ZAJA, 2015.).



U trenutku pojave sinkronizirane kontrakcije epididimisa, sjemenovoda, pomoc¢nih
spolnih Zlijezda i uretre nastupa ejakulacija, te se sperma iz kaudalne regije epididimisa,
pomijesana s izlucevinama iz sjemenih mjehuri¢a, prostate i bulbouretralnih zlijezda izbacuje
iz urogenitalnih organa (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.; RODRIGUEZ-MARTINEZ i
sur., 2009.). Ejakulacije u nerasta traje od 5 do 20 minuta, u prosjeku 8 minuta, te je njeno
trajanje znatno duZe u odnosu na ostale vrste Zivotinja (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.).

Ejakulat se moze podijeliti na prespermati¢nu frakciju koja se sastoji od sekreta
pomoc¢nih spolnih zlijezda, stani¢nih ostataka, urina i smegme iz prepucija te je obicno
prozirna, spermati¢nu frakciju mlije¢no bijele boje koja je bogata spermijima te
postspermati¢nu frakciju blijedo bijele boje siromas$nu spermijima koja oznaluje kraj
ejakulacije (SANCHO, 2002.; BADIA, 2003.; YESTE, 2008.; BONET i sur., 2013.). Najmanji
udio volumena ejakulata ¢ine sekreti testisa te epididimisa (2-5 %), a najveci udio ¢ine sekreti
pomoc¢nih spolnih Zlijezda i to: sekreti sjemenih mjehuri¢a (15-20 %), sekreti bulbouretralnih
zlijezda odnosno Cowperovih zlijezda (10-25 %) te prostate (55%-75 %) (SANCHO, 2002.;
BADIA, 2003.; BONET i sur., 2013.).

2.2. Morfoloske osobitosti spermija i ejakulata

Spermiji su muske spolne stanice koje se stvaraju spermatogenezom i spermiogenezom
u testisima. Nemaju sposobnost diobe i rasta, ali ih karakterizira sposobnost sposobnost
samostalnog gibanja i odrzivosti izvan organizma u aerobnim i anaerobnim uvjetima. Spermiji
su stanice koje su specificne za svaku zivotinjsku vrstu, medutim ipak ih povezuju odredene
karakteristike. Sastoje se od tri glavna dijela, glave, sredi$njeg dijela (vrat i tijelo) i repa (Slika
2.). Glava spermija sastoji se od jezgre i oskudne citoplazme. Jezgra ima tanaku membranu, a
sastoji se od genetskog materijala, DNK-a, ribonukleinske kiseline (RNK), alkalne fosfataze,
kromatina te bjelancevina. Na prednjem dijelu glave spermija smjestena je akrosoma, odnosno
opna formirana iz Golgijevog aparata. Hijaluronidaza i akrozin su najvazniji enzimi akrosome
jer sudjeluju u penetraciji kroz medustani¢ni matriks folikularnih stanica (zona pellucida). Vrat
spermija je kratak te se sastoji od proksimalnog centriola sastavljenog od devet segmenata,
centralne i spiralne fibrile koje se protezu kroz tijelo te sve do repa spermija. Tijelo je takoder
kratko, sadrzi centralnu i spiralnu fibrilu te povezuje glavu i rep spermija. Oko centralne fibrile
smjesSteni su mitohondriji koji su vazni za gibanje spermija, odnosno igraju ulogu u pokretanju
repa spermija. Rep spermija sastoji se od srediSnjeg, glavnog i zavr$nog dijela. Najdulji je dio
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spermija te se sastoji od centralne fibrile koja je u srediSnjem dijelu omotana spiralnom
mitohondrijskom ovojnicom, a koja zavrSava na samom Kkraju repa poput kista. Rep spermija
ima vaznu ulogu u oplodnji, odnosno zasluzan je za gibljivost spermija (CERGOLJ i
SAMARDZIJA, 2006., ZURA ZAJA, 2015.).

Stani¢na membrana

: Glava |
/ Srediénji dio '
po— — —

Mitohondriji

Vrat

I Akrosoma
Centriol

Jezgra

Slika 2. Grada spermija (Preuzeto od: inviTRA, BARBERA, A., E.G. SANCHEZ, Z.
SALVADOR, S. FERNANDEZ (2018.): https://www.invitra.com/en/sperm-cell/, 28.1.2022.).

Ejakulat je mlijecno bijele boje, sivo-zuckaste nijanse, konzistencije vrhnja ili kiselog
mlijeka. Sastoji od korpuskularnih elemenata (spermija i epitelnih stanica) i tekuceg dijela
(sjemene plazme) te se stvara i izlucuje ejakulacijom ili polucijom od pocetka spolne zrelosti
sve do senilnosti. Sjemena plazma ima ulogu u transportu, prehrani i aktivaciji sperme, a sastoji
se od sekreta pomoc¢nih spolnih Zlijezda, epididimisa, sjemenovoda i uretre. Osobitosti
ejakulata nerasta ukljucuju veliki volumen (150-500 mL) zbog velike duljine rogova maternice
u krmaca, manju gustoc¢u (25-300 milijuna spermija u mL) te blago kiseli do blago luznati pH
(6,4-7,4). Ejakulacija u nerasta traje u prosjeku osam minuta te se odvija frakcionirano. U
nerasta ejakulacija se odvija frakcionirano §to omogucuje hvatanje pozeljnih frakcija tijekom
ejakulacije. Prva frakcija sastoji se od manje koli¢ine (10-20 mL) uretralnih Zlijezda i njena
funkcija je ispiranje urogentialnog sustava te se iz tog razloga ne skuplja u staklene posude
(spermohvata¢) u svrhu umjetnog osjemenjivanja. Druga frakcija je spermijima najbogatija
frakcija te se izluCuje netom nakon prve. Treca frakcija je oskudna spermijima, ali je po

volumenu najveca frakcija. Druga i treca frakcija koriste se U svrhe umjetnog osjemenjivanja,


https://www.invitra.com/en/sperm-cell/

odnosno hvataju se u spermohvataée te se potom pripremaju doze ¢iji volumen mora biti
minimalno 100 mL, dok broj spermija u dozama mora biti najmanje 2 do 3 milijarde spermija
(CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.).

2.2. Elektromagnetsko zracenje

Elektromagnetsko zraCenje je pojam za prijenos energije u obliku elektromagnetskih
valova koji su definirani elektri¢nim (E) i magnetskim (M) poljem dok jacina spomenutih polja
ovisi o izvoru valova (IARC MONOGRAPHS, 2013.). Elektromagnetski valovi opisuju se
frekvencijom i valnom duljinom. Frekvencija elektromagnetskog vala je broj ciklusa (titraja)
u jedinici vremena i izrazava se hercima (Hz) (SCENIHR, 2015.). U zraku te slobodnom
prostoru elektromagnetski valovi putuju brzinom svjetlosti (c), no prolazeci kroz tjelesna tkiva
brzina im se usporava (IARC MONOGRAPHS, 2013.). Prema formuli A = v/f (A=valna duljina;
v=brzina; f=frekvencija) vidljivo je da su valna duljina (udaljenost izmedu uzastopnih vrhova
vala) (Slika 3.) i frekvencija u obrnuto proporcionalnom odnosu, tj. sto je visa frekvencija to je
kra¢a valna duljina, i obrnuto (DURNEY i sur., 1986.; IARC MONOGRAPHS, 2013.).

Vremenski period, T Valna duljina, A

O DT O DT

Slika 3. Shematski prikaz elektromagnetskog vala. Slovo E oznacuje elektricno polje, dok
slovo H oznacuje magnetsko polje (Prema: IARC MONOGRAPHS, 2013.).

Elektromagnetsko zracenje na temelju iznosa energije dijeli se na ionizirajuce (X i gama
zrake) i neionizirajuce. lonizirajuce elektromagnetsko zracenje predstavlja energiju koja ima
sposobnost ionizirati atome i molekule medija kroz koji prolazi (MAARTENS i sur., 2014.).
Izvori ionizirajuéeg zracenja Su kozmicko zracenje, radionuklidi, prirodni ili umjetni te brojni
uredaji koji emitiraju takvo zrafenje zbog razliCitih svrha, primjerice dijagnostickih
(medicina), terapijskih (medicina), sterilizacijskih (gospodarstvo, medicina), konzerviraju¢ih

(prehrambena industrija), proizvodnje elektri¢ne energije i dr. (MAARTENS i sur., 2014.).



Elektromagnetsko zracenje koje nema sposobnost ionizirati atome i molekule pri
medusobnom sudaru (neioniziraju¢i dio elektromagnetskog spektra) podijeljen je na
radiofrekvencijski i1 opti¢ki dio. Radiofrekvencijski pak dio pokriva frekvenciju od 0 do 300
GHz i podijeljen je na podrucja ekstremno dugog vala i ekstremno kratkog vala (ITU, 2008.)
(Slika 4.)
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Slika 4. Spektar frekvencija radiofrekvencijskog elektromagnetskog zracenja (Prema: IARC
MONOGRAPHS, 2013.) i pripadajuca energija ionizirajuceg elektromagnetskog zracenja.

Radiofrekvencijsko elektromagnetsko zracenje je dio elektromagnetskog spektra
frekvencijskog raspona 10 MHz-300 GHz u ¢ije se izvore ubrajaju dalekovodi (50-60 Hz),
raCunala (60-90 Hz), AM radio prijenosnici, odnosno prijenosnici amplitudalne modulacije
(530-1600 kHz), FM radio prijenosnici, odnosno prijenosnici frekvencijalne modulacije (88-
108 MHz), televizija (50-700 MHz), mobiteli (850 MHz-2,4 GHz), mikrovalne pec¢nice (2,45
GHz), prijenosna rac¢unala te bezi¢na tehnologija poput Wi-Fi-ja (2,4 GHz) (KESARI i sur.,
2018.).

Prema Pravilniku o izmjenama i dopunama Pravilnika o zastiti od elektromagnetskih
polja (NN 31/2019) fizikalne veli¢ine i pripadajuc¢e mjerne jedinice koje se koriste u svrhu
zaStite od izlaganja neioniziraju¢em elektromagnetskom zracenju podjeljene su na: a) temeljne

fizikalne veli¢ine i b) referentne veli¢ine. Temeljne fizikalne veli¢ine predstavljaju one veli¢ine



koje su izravno povezane s zdravstvenim uc¢incima elektromagnetskog polja, a izraZzene su kao
unutarnje (inducirano) elektricno polje [V/m], gusto¢a magnetskog toka [T], gustoca struje
[A/m?], specifi¢na gustoc¢a apsorbirane snage (engl. specific absorption rate - SAR) [W/kg] i
gustoca snage [W/m?]. Od temeljnih veli¢ina u praksi se najcesce Koristi specificna gustoca
apsorbirane snage (SAR), odnosno mjera brzine apsorbiranja energije po jedinici mase
bioloSkog tkiva, a izrazava se u vatima po kilogramu (W/kg) (BALZANO, 1999.). Referentne
veli¢ine su pak myjerljive veli¢ine ¢ijim nadzorom se posredno osigurava zadovoljenje
temeljnih ogranicenja, a izrazene kao jakost elektri¢nog polja [V/m], gusto¢a magnetskog toka

[T], dodirna struja [mA] i gustoéa snage [W/m?].

Radiofrekvencijsko elektromagnetsko zraenje u organizamu moze uzrokovati
toplinski i ne-toplinski u¢inak (CHALLIS, 2005.). Toplinski u¢inak tj. zagrijavanje tkiva
povezan je s lokalnom proizvodnjom topline, odnosno povecanjem temperature, dok su
netoplinski ué¢inci danas povezani s nekim drugim promjenama u tkivu kao $to su dokazi o
moguc¢em uzroku karcinoma ili u¢incima na reproduktivni i ziv¢ani sustav (CHALLIS, 2005.;
POURLIS, 2009.; SCENIHR, 2015.). Zagrijavanje tkiva pri izlaganju radiofrekvencijskom
elektromagnetskom zracenju ovisi o nekoliko ¢imbenika poput frekvencije, vremena trajanja
ozracivanja, povrsine izloZenog tkiva te sposobnosti tkiva da djelotvorno odvodi toplinu. Tako
primjerice, zbog slabe prokrvljenosti tj. sporije sposobnosti odvodenja topline, o¢i 1 testisi su
narocito osjetljivi na RF-EMZ-a §to se u konac¢nici moZe ocitovati kao katarakta odnosno

privremena neplodnost (KITCHEN, 2001.).

Na temelju toplinskog ucinka postavljene su i grani¢ne vrijednosti izlozenosti ¢ovjeka
RF-EMZ-u, a mjera za tu apsorbiranu energiju u tijelu nakon izlaganja RF-EMZ-u jest
specifi¢na gusto¢a apsorbirane snage — SAR. No, napominjemo, iako su sva propisana
ogranic¢enja postavljena ispod uzrokovanja toplinskog ucinka time se ne iskljuc¢uje pak moguci

netoplinski bioloski u¢inak.

S druge strane dubina prodiranja RF-EMZ varira izmedu razli¢itih tkiva i organa,
odnosno ovisi 0 karakteristikama tkiva izmedu koZe i ozraCene regije te o dubini regije ispod
koze (DE IULIIS i sur., 2012.; MARKOV i GRIGORIEV, 2015.).



2.3. Utjecaj elektromagnetskog radiofrekvencijskog zra¢enja na muski
reproduktivni sustav

Elektromagnetsko radiofrekvencijsko zracenje moze Stetno utjecati na zdravlje, osobito
reproduktivno (MARKS i sur., 1995.) te na plodnost zivotinja (AL-AKHRAS i sur., 2001.).
2015.), odnosno testis kao organ (BONDE i sur., 1996.) te Leydigove stanice $to moZe imati
negativan utjecaj na spermatogenezu (WANG i sur., 2003.) (Slika 5.). Naime, brojna
istrazivanja o utjecaju RF-EMZ zracenja na reproduktivno zdravlje zivotinje pokazala su da
izloZenost zivotinja takvoj vrsti elektromagnetskog zracenja uzrokuje smanjenu plodnost,
smanjenje broja i gibljivosti spermija (MAILANKOT i sur., 2009.; KESARI i BEHARI,
2010.). Nadalje, EROGUL i sur. (2006.) te AGARWAL i sur. (2008.) takoder su utvrdili da
RF-EMZ frekvencije mobilnih uredaja uzrokuje pad broja spermija, smanjenu gibljivost i
odrzivost spermija te mijenja morfologiju spermija. Navedeni S$tetni u¢inci RF-EMZ u
korelaciji su s vremenom izlaganja (AGARWAL i sur., 2008.). Nadalje, smanjenje kvalitete
sjemena u ¢ovjeka ocituje se takoder i pri izlaganju sjemena ex Vvivo prijenosnom racunalu
spojenog na bezi¢nu mrezu, odnosno Wi-Fi frekvencije 2,4 GHz u trajanju od 4 sata
(AVENDANO i sur., 2012.).
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Slika 5. Utjecaj radiofrekvencijskog zracenja na muski spolni sustav. Djelovanjem navedenih
izvora zracenja dolazi do smanjenog broja spermija, gibljivosti spermija, narusene morfologije,

smanjene odrzivosti spermija te smanjenja antioksidansa (Prema: KESARI i sur., 2018.).



2.4.Utjecaj radiofrekvencijskog elektromagnetskog zracenja na
reproduktivni endokrini sustav

Radiofrekvencijsko elektromagnetsko zra¢enje moze Stetno djelovati na funkcioniranje
reproduktivnog endokrinog sustava preko srediSnjeg ziv€anog sustava povratnim
neuroendokrinim mehanizmom koji djeluju na principu izlu¢ivanja gonadotropnog
oslobadaju¢eg hormona (GnRH) koji potom stimulira hipofizne hormone, folikulo-
stimulirajuc¢i hormon (FSH) te luteiniziraju¢i hormon (LH) (KESARI i sur., 2018.). No, s druge
strane do danas nije jo$ utvrden uc¢inak RF-EMZ na izlu¢ivanje hormona rasta, stimuliraju¢eg
hormona Stitnjace, adrenokortikotropnog hormona, folikulostimulirajuéeg hormona te
prolaktina (BORTKIEWICZ, 2001.). Izlaganje stakora RF-EMZ smanjuje broj Leydigovih
stanica te posljedi¢no tome javlja se smanjena serumska koncentracija testosterona (KESARI
i sur., 2018.). Takoder, akutno i subkroni¢no izlaganje magnetskom polju frekvencije 50 i 60
Hz u stakora i hr¢aka dovelo je do smanjene razine plazminog i epifiznog melatonina (KATO
i sur., 1993.; YELLON, 1994.). Naime, poznato je da melatonin, hormon kojega lu¢i epifiza,
regulira lu¢enje hormona adenohipofize, odnosno smanjuje lu¢enje gonadotropnih hormona,
to¢nije folikulo-stimuliraju¢i hormon (FSH) te luteiniziraju¢i hormon (LH), stoga je pri
smanjenom lucenju epifize zaustavljeno lu¢enje gonadotopnih hormona (AL-AKHRAS i sur.,
2006.; GUYTON i HALL, 2012.) odnosno dolazi do promjena u sintezi spolnih hormona
adenohipofize (CIANI i sur., 2021.). Melatonin djeluje na principu antigonadotropnog ucinka
(JACKSON i sur., 1984.; VANECEK, 1998.; KELL i STEHLE, 2005.) sto rezultira
smanjenom proizvodnjom testosterona (OZGUNER i sur., 2005.).

2.5.1strazivanja utjecaja elektromagnetkog zracenja na sjeme ljudi i
Zivotinja

Prema rezultatima znanstvenih istraZivanja poznato je da izlaganje muskaraca RF-EMZ
putem razliCitih uredaja, primjerice, uredajima mobilne telefonije, bezi¢nog interneta i
prijenosnog rac¢unala uzrokuje abnormalnu morfologiju spermija, povisenu razinu testosterona,
snizenu razinu luteinizirajuéeg hormona, smanjenu gibljivost spermija te povecanu
fragmentaciju DNK-a spermija (GUTSCHI i sur., 2011.; RAGO i sur., 2013.; YILDIRIM i
sur., 2015.). Nadalje, zanimljivo je da istovremeno koriStenje prijenosnog racunala povezanog

na bezi¢ni internet uzrokuje smanjenje progresivne gibljivosti spermija te povecanje
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fragmentacije DNK-a, tim viSe ako je koriSteno ra¢unalo smjesteno u blizini muskog spolnog
sustava (AVENDANO i sur., 2012.). Smanjen broj progresivno gibljivih spermija, te povecan
broj neprogresivno gibljivin kao i postotak fragmentacije DNK.a utvrdio je takoder i
GORPINCHENKO i sur., (2014.) na in vitro uzorcima ljudskog sjemena izloZenih zrac¢enju
mobilnog uredaja frekvencije 900/1800 MHz tijekom 5 sati.

Smanjen broj gibljivih spermija, povisena lipidna peroksidacija (LPO) te smanjena
koli¢ina glutationa (GSH) u testisima i epididimisu zabiljezeni su U Stakora tijekom izlaganja
radiofrekvencijskom elektromagnetskom zraenju 1 h dnevno tijekom 28 dana frekvencije
0,9/1,8 GHz podrijetlom od mobilnog uredaja (MAILANKOT i sur., 2009.). DASDAG i sur.
(2015.). utvrdili su pak povisen postotak ostecenih glava spermija epididimisa, smanjenu tezinu
epididimisa te sjemenih mjehuria, smanjen promjer sjemenih tubula te smanjena debljina
tunike albugine u stakora izlozenih 24-sathom RF-EMZ-u frekvencije od 2,4 GHz-a tijekom
godine dana. IzloZzenost bezi¢nom internetu 24 sata dnevno tijekom 20 tjedana ¢ija frekvencija
iznosi 2,45 GHz-a u Stakora je uzrokovala promjene na testisima te oSte¢enja DNK-a
(ATASOY i sur., 2013.). Nadalje, u odraslih muzjaka Stakora Sprague-Dawley nakon
polusatnog izlaganja RF-EMZ frekvencije od 900 MHz na dan tijekom 5 dana u tjednu u
sveukupnom trajanju od 5 tjedana utvrden je smanjen promjer sjemenih tubula, smanjena
srednja visina zametnog epitela kao i razina ukupnog testosterona u serumu (OZGUNER i sur.,
2005.), dok u muzjaka Stakora Sprague-Dawley tokom izlozenosti RF-EMZ-u frekvencije
848.5 MHz 90 min/dan, 5 dana u tjednu, tijekom 12 tjedana nisu uoceni $tetni u¢inci na muski
reproduktivni sustav, odnosno promjene u tezini testisa, epididimisa te promjera sjemenih
tubula (LEE i sur., 2010.).

Ostecenje Leydigovih stanica u miSeva, odnosno smanjen broj Leydigovih stanica i
povecan postotak apoptoze stanica sjemenih tubula u $takora nakon izlaganja miseva i Stakora
RF-EMZ utvrdili su WANG i sur. (2003.), KESARI i BEHARI (2010.) te SAYGIN i sur.
(2011.).

Elektromagnetsko zracenje mobilnih uredaja na frekvenciji od 900 MHz i 1800 MHz
smanjuje razine folikulo-stimuliraju¢eg hormona, luteiniziraju¢eg hormona te testosterona
(OYEWORPO i sur., 2017.). Medutim, ista frekvencija u miseva i Stakora uzrokuje povisenu
razinu testosterona uslijed ¢ega dolazi do preuranjenog puberteta u stakora (FORGACS i sur.,
2006.; NISBET i sur., 2012.) koji je prema ZAREEN, (2009.) rezultat preranog pokretanja osi
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hipotalamus - hipofiza §to dovodi do ranije spermatogenze te razvoja sekundarnih spolnih

karakteristika.

Nadalje, poznato je da izloZenost elektromagnetskom zracenju frekvencije 50 Hz-a u
Stakora dovodi do poviSene razina testosterona, proliferacije Leydigovih stanica, povecane

tezina testisa te smanjene koli¢ina zametnih stanica (OZGUNER i sur., 2002.).

S druge strane, SOMMER i sur. (2009.) proveli su istrazivanje 0 dugotrajnom ucinku
RF-EMZ-a frekvencije 1966 MHz-a na nekoliko generacija miSeva te nisu uodili Stetno
djelovanje navedenog zracenja na reproduktivni sustav, 0dnosno nije uo¢ena promjena vezana

za tezinu testisa te pomo¢nih zlijezda, kao ni negativha promjena vezana za broj spermija.

2.6. Morfometrija

Za utvrdivanje plodnosti te dijagnostiku naruSene plodnosti i neplodnosti Zivotinja,
procjena kvalitete sjemena od velike je vaznosti (HIDALGO i sur., 2006.). Procjena gibljivosti
i morfologije bitne su karakteristike u odredivanju kvalitete sjemena ¢ija se procjena bazirala
na upotrebi klasi¢nih metoda subjektivnih procjena pokazatelja poput gibljivosti, morfologije
te koncentracije sjemena (VERSTEGEN i sur.,, 2002.). Razlicite subjektivne tehnike
ocjenjivanja sjemena prouzroéile su velike varijacije u mjerenjima, $to se moze pripisati
nedostatku standardizacija metoda u laboratorijima te neobjektivnim pristupima tehnic¢ara
(JEQUIER i UKOMBE, 1983.; ZAINI i sur., 1985.; OMBELET i sur., 1997.). Uoc¢eno je da su
subjektivne procjene morfologije spermija varijabilne te da ih karakterizira nedostatak
preciznosti i ponovljivosti (HIDALGO i sur., 2006.). S obzirom na sve veée varijacije u
rezultatima prilikom koristenja subjektivnih metoda procjene morfologije, bilo je nuzno uvesti
objektivnije metode u svrhu vjerodostojnije procjene muske plodnosti, stoga je doslo do
razvoja racunalne analize morfometrije spermija (ASMA) (KATZ i sur., 1986.). Pojavom
racunalno potpomognute analize spermija (CASA) doslo je do pomaka u procjeni kvalitete
sjemena, omogucivsi procjenu pokazatelja poput gibanja, brzine i morfologije (VERSTEGEN
i sur., 2002.). Poznato je da rezultati racunalne analize morfometrije spermija uvelike ovise o
nacinu uzorkovanja te metodi bojanja spermija odredenih vrsta zivotinja (HIDALGO i sur.,
2006.). Racunalno potpomognutom analizom morfometrije spermija uvelike se poboljsala
procjena morfologije spermija (HIDALGO i sur., 2005.) te je navedena tehnika omogucila

objektivniju 1 pouzdaniju metodu mjerenja u svrhu rutinske analize sjemena kao i u svrhu
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izuCavanja muske neplodnosti (JAGOE i sur., 1987.). Koristenjem ASMA sustava dobio se
uvid u morfometrijske razlike dimenzija glava spermija izmedu fertilnih i subfertilnih pastuha
(CASEY i sur., 1997.). Morfologija spermija jedan je od najbitnijih pokazatelja u odredivanju
potencijala muske plodnosti (COETZEE i sur., 1998.) te se njena procjena u humane svrhe
zbog heterogenosti spermija, odreduje udjelom morfoloskih nedostatka spermija, dok ejakulat
u zivotinja odlikuje homogenost u pojedinih vrsta (MENKVELD, 2010.). Uzorak sjemena je
potrebno fiksirati i obojati kako bi uzorak sjemena bio pogodan za mikroskopsku analizu te
procjenu morfologije (LACKA i sur., 2016.). Takoder, primjenom ASMA tehnologije i
multivarijantne analize uo¢eno je da u ejekulatu nerasta postoje subpopulacije spermija koje
posjeduju razli¢ita morfometrijska obiljezja koja konvencionalnim subjektivnim metodama
nisu uocljiva (PEN"A i sur., 2005.). Primjena CASA sustava zapocela je u humanoj medicini
(DAVIS i sur., 1992.; BONDE i sur., 1996.; KRAUSE i VIETHEN, 1999.; HIDALGO i sur.,
2005.; HIDALGO i sur., 2006.) prvenstveno u svrhu umjetne oplodnje kako bi se procjenila
kvaliteta sjemena (VERSTEGEN i sur., 2002.). CASA sustavi s vremenom su se poceli
upotrebljavati i u veterinarskoj medicini (GRAVANCE i sur., 1995.; GRAVANCE i sur.,
1996.; CASEY i sur., 1997.; SANCHO i sur., 1998.; VERSTEGEN i sur., 2002.; HIDALGO i
sur., 2005.; PEN"A i sur., 2005.; HIDALGO i sur., 2006.), ¢ija upotreba kao i u humanoj
medicini, najviSe prevladava u dijagnostici plodnosti kako bi se procijenila kvaliteta sjemena,
medutim mali udio zauzima 1 u eksperimentalne svrhe kako bi se uvidio ucinak lijekova na
plodnost (VERSTEGEN i sur., 2002.). Standardizacija specifiénih metoda za svaku vrstu poput
pazljive pripreme uzorka, fiksacije te bojanja, od iznimne su vaznosti za pravilno
fukncioniranje i preciznost ASMA sustava kako u humanoj tako i u veterinarskoj medicini
(DAVIS i GRAVANCE, 1993.; GRAVANCE i sur., 1995.; GAGO i sur., 1998.; BOERSMA
i sur., 2001.; VERSTEGEN i sur., 2002.; HIDALGO i sur., 2005.; GARCIA-HERREROS i
sur., 2006.; HIDALGO i sur., 2006.). Razli¢iti ¢imbenici mogu utjecati na rezultate
morfometrije, stoga u svrhu to¢nosti rezultata, metode moraju biti standardizirane te potom
navedena tehnika moZe pruZiti relevantne informacije u studijama usmjerenim na evolucijsku
biologiju, spermatogenezu, procjenu kvalitete sperme, odnosno procjenu plodnosti muzjaka,
postupak o€uvanja sjemena, odnosno krioprezervaciju sjemena ili u¢inak toksi¢nih tvari na
reproduktivni sustav (YANIZ i sur., 2015.). Razli¢ite metode pripreme i bojanja uzoraka koje
se koriste u svrhu procjene morfometrije sjemena za odredenu vrstu (WY SOKI"'NSKA i sur.,
2021.) otezavaju usporedbu morfometrije spermija izmedu vrsta pomoéu ASMA metoda,
odnosno rezultati dobiveni tijekom provedenih istrazivanja ne mogu se usporediti (YANIZ i

sur., 2015.). Spermiji pojedinih vrsta neravnomjerno upijaju boju $to takoder otezava
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usporedbu morfometrije spermija izmedu vrsta putem CASMA metoda (GARCIA-
HERREROS i sur., 2006.; YANIZ i sur., 2012.). Medutim, esto su pogreske sastavni dio ovog
sustava s obzirom na obradu premalog broja spermija te na postojece razlike izmedu ASMA
sustava (HIDALGO i sur., 2005.; HIDALGO i sur., 2006.). Morfometrijski rezultati mogu
varirati ovisno o unutarnjim ¢imbenicima poput individualne varijabilnosti, vrste, pasmine,
genetskih ¢imbenika, spolne zrelosti te dobi i vanjskim ¢imbenicima u koje spadaju okolisni
¢imbenici, priprema uzorka kao i morfometrijska analiza sjemena (YANIZ i sur., 2015.).
KONDRACKI i sur. (2005.) proveli su morfometijska mjerenja na dvijema skupinama nersta
(mladima od 14 mjeseci i starijima od 18 mjeseci) te su dosli do zakljucka da su u starijih
nerasta mjere sjemena bile vece. Za procjenu morfometrije spermija najcesée koristena metoda
je svjetlosna mikroskopija u kombinaciji sa specificnim softverom, medutim koriste se i druge
metode poput elektronske mikroskopije, fazno-kontrastna pozitivna te negativna mikroskopija
i fluorescentna mikroskopija (YANIZ i sur., 2015.).

Morfometrijske pokazatelje mozemo svrstati u primarne, pokazatelje oblika te ostale
pokazatelje. Primarni pokazatelji morfometrije spermija obi¢no ukljucuju povrsinu, opseg,
duljinu, $irinu, minimalni polumjer, maksimalni polumjer te se izrazavaju kao jedini¢ne
vrijednosti. Pokazatelji oblika odnose se na pravilnost (engl. regularity), naboranost (engl.
rugosity) te elipti¢nost (engl. ellipticity) i elongacija ili izduljenost (engl. elongation) koji se
odnose na omjer duZine i Sirine. Ostali pokazatelji u koje spadaju razli¢ite mjere i omjeri poput
duljine spermija (duljina glave + duljina repa); duljina glave / duljina spermija, duljina glave /
duljina repa, duljina repa / duljina spermija, opseg glave / duljina spermija, povrsina glave /
duljina spermija, duljina glave x S$irina glave / duljina spermija (HIDALGO i sur., 2005.;
RAKIC, 2018.).

Morfometrija je ra¢unalna verzija planimetrije, ujedno i najjednostavniji oblik slikovne
citometrije, koja se odnosi na mjerenje razli¢itth stani¢nih struktura 1 njihov prikaz u
dvodimenzionalnom obliku. Slikovna citometrija i morfometrija od velike su vaznosti za
dijagnostiku jer detektiraju odredene stani¢éne abnormalnosti ako postoje te ih potom svrstavaju
u odredene skupine, odnosno kategorije pomocu statisticke analize. Sustav za analizu slike
sastoji se od mikroskopa, visokokvalitetne video kamere, monitora u boji te mikroracunala s
plo¢om za obradu slike (Slika 6.). Svjetlosna mikroskopska slika se video kamerom pretvara u
analogni elektroni¢ki signal koji se potom digitalizira pomocu ploce za snimanje u

mikrorac¢unalu te potom koristi za analizu (RUSSACK, 1994.).
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Slika 6. Sustav za analizu slike. Sastoji se od mikroskopa, visokokvalitetne video kamere,

monitora u boji te mikroracunala s plo¢om za obradu slike (Prema: MAYALL, 1988.).



3. MATERIJALI I METODE ISTRAZIVANJA

Temeljem clanka 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:640-01/17-17/9[1ZZ1], ur. br.: 251-
61-44-20-02).

3.1. Zivotinje, smjestaj i hranidba

U istrazivanju je sudjelovalo sveukupno 12 nerasta pripadaju¢ih pasmina landras i
pietrain, smjestenih u Veterinarskoj stanici d.d. Varazdin (Stocar d.o.o., Trg 1. Perkovca 24,
42000 Varazdin) Cija se starost kre¢e od jedne i pol do tri i pol godine. Uzorci svjeZe
razrijedenog sjemena nerasta su prikupljeni u sklopu izrade doktorske disertacije te provodenja
neeksperimentalnog klini¢kog rada. Veterinarska stanica d.d. Varazdin izdala je odobrenje o

koriStenju navedenih uzoraka za potrebe doktorskog rada kao i1 objavu krajnjih podataka.

Nerasti su bili smjesteni pojedinaéno u boksevima povrsine od 12 m? (4m x 3m) &iji su
podovi prekriveni slamnatom steljom i osvijetljeni prirodnim svjetlom. Hranidba nerasta
obavlja se dva puta dnevno, oko Sest sati ujutro prije naskakivanja te oko dva sata poslijepodne
sa smjesom proizvedenom u Veterinarskoj stanici d.d. Varazdin (Tablica 1.) (Stocar d.o.o.,
Trg 1. Perkovca 24, 42000 Varazdin). Dnevne potrebe nerasta iznose otprilike dva kilograma

smjese.

Krv se nerastima uzimala jednom godi$nje u skladu sa Naredbom o mjerama zastite
zdravlja Zivotinja od zaraznih 1 nametnickih bolesti i njihovom financiranju u 2020. godini (NN
7/2020). Jednom godisnje nerasti su se tretirali Dectomaxom u sklopu suzbijanja parazitoza

¢iji je put aplikacije parenteralan, kao i Vit AD3E koji se takoder primjenjuje jednom godi$nje.
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Tablica 1. Sastav krmne smjese za neraste (BUTKOVIC, 2021.)

sirovi proteini 17,15%
sirova mast 3,13%
sirova celuloza 6,29%
Pepeo 5,30%
metaboli¢ka energija 12,49 MJ/kg
Lizin 1,24 %
Metionin 0,47 %
Triptofan 0,18 %
metionin + cistin 0,76 %
Cink 126 mg/kg
Magnezij 56 mg/kg
probavljivi proteini 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

3.2. Dizajn pokusa i postupci sa Zivotinjama

Prikupljanje uzoraka sjemena dvanaest nerasta od kojih osam ¢ine pasminu pietren, a
cetiri pasminu njemackog landrasa, starosti od jedne i1 pol do tri i pol godine, vlasniStva
Veterinarske stanice d.d. Varazdin (Stocar d.o.o., Trg I. Perkovca 24, 42000 Varazdin)
provodilo se u jutarnjim satima, to¢nije oko 7.00 sati ujutro. U transportnim kutijama tijekom
prijevoza uzoraka sjemena do Klinike za porodnistvo i reprodukciju Veterinarskog fakulteta
SveuciliSta u Zagrebu kontrolirala se temperatura pomocu digitalnog termometra. U navedenoj

veterinarskoj stanici, sjeme se prikupljalo jednom tjedno radi umjetnog osjemenjivanja krmaca
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i to svakom nerastu na odredeni dan u tjednu. Sjeme nerasta ozraceno je RF-EMZ na frekvenciji

od 2500 MHz i jakosti elektromagnetskog polja od 10 V/m tijekom 2 sata.

3.3. Poludivanje i postupak sa ejakulatom

3.3.1. Polucivanje ejakulata

Postupak polucivanja ejakulata izvodio se metodom manualne fiksacije penisa na nacin
da se ruka osobe koja izvodi postupak, postavila na ventralni dio abdomena kranijalno od
orificijuma prepucija te se penis nerasta postavio u ruku radi jaceg pritiska. Za stimulaciju
polucivanja koje se obavljalo jednom tjedno U svakog nerasta, koristili su se fantomi krmaca
koji su rezultirali pojavom spolnih refleksa. Refleks priblizavanja nastupio je zbog same
prisutnosti fantoma u odjeljku, u koji su se nerasti dovodili jedan po jedan, odnosno stimulacije
osjetila vida, sluha i njuha. Nakon navedenog nastupio je refleks erekcije kojeg slijedi refleks
opasivanja. Refleks je opasivanja rezultirao naskakivanjem nerasta na na¢in da je prednjim
ekstremitetima, odnosno prednjim dijelom tijela obuhvatio vecinski dio fantoma. Nakon
refleksa opasivanja uslijedio je niz spolnih pokreta te ejakulacija, potpomognuta manualnom

fiksacijom, koja je trajala u prosjeku oko sedam minuta.

3.3.2. Postupak sa ejakulatom i ocjena ejakulata

Sjeme se tijekom ejakulacije nerasta hvatalo u staklene posude Sirokog grla. Nakon
navedenog postupka, volumen je ejakulata odredivan pomoc¢u menzure, a zatim koncentracija
spermija u ejakulatu nerasta pomocu ,,Accucell photometer tip 60CI0394 (IMV technologies,
Normandija, Francuska). Masovna gibljivost se odredivala u nativnom ejakulatu pomocu
,Olympus BX50F“ (Olympus, Tokyo, Japan) mikroskopa sa ugradenim spermotermom.
Nakon odredivanja koncentracije spermija te masovne gibljivosti u ejakulat je dodana koli¢ina
Cronos razrjedivac¢a (Medi-Nova, Italija) koja je bila odredena fotometrom tako da u svakoj
dozi bude koncentracija spermija od 2,5 milijuna/mL. Nakon dodavanja razrjedivaca sjeme se
prebacilo u plasticne boce volumena 80 mL. Nakon navednih postupaka uzorci svjeze
razrijedenog sjemena transportirani su na Klinike za porodni$tvo i reprodukciju Veterinarskog

fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

18



3.4. Izlaganje uzoraka radiofrekvencijskom eletromagnetskom zracenju u
laboratorijskim uvjetima

Prije izlaganja sjemena radiofrekvencijskom elektromagnetskom zracenju uzorci su
svakog nerasta bili razdijeljeni u Petrijeve zdjelice. Uzorci su sjemena ozracivani pomocu
gigahercne transverzalne elektromagnetske komore (GTEM) (Slika 7.) tijekom 2 sata, izradene
na Zavodu za radiokomunikacije i visokofrekvencijsku elektroniku Fakulteta elektrotehnike i
racunarstva SveuciliSta u Zagrebu, unutar koje se nalazio i digitalni termometar ¢ija je uloga
bila mjerenje temperature uoci nestanka toplinskog ucinka. Uz komoru, koristili su se HP
8657A generator signala i RFGA0101-05 linearno pojacalo kako bi se postigla veéa jakost

elektromagnetskog polja.

GTEM-komora je prijenosna linija koja je temeljena na TEM-komorama. GTEM-
komora je prilagodljivi, odnosno piramidalni dio TEM-komore impedancije iznosa 50 Q. Uz

komoru potrebno je koristiti generator, pojacalo i Petrijeve zdjelice (MALARIC, 2016.).

Slika 7. GTEM komora. Prikaz GTEM komore u kojoj su smjesteni uzorci spermija nerasta

zajedno sa digitalnim termometrom. (fotografirao dr.sc. Ivan Butkovi¢, dr. vet. med.).
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3.5. Postupak bojenja razmaza ejakulata

Nakon ozra¢ivanja uzoraka sjemena, ozraceno i neozraceno Se sjeme koristilo za izradu
razmaza na stakalcu te potrebe bojanja Spermac metodom za dijagnosti¢ko bojanje stanica
spermija koje se generalno koristi za vizualizaciju glave, akrosoma, ekvatorijalnog podrucja,
srediSnjeg dijela te repa spermija kako bi eventualne morfoloSke abnormalnosti navedenih
dijelova mogle identificirati. Na prethodno oc¢is¢eno i odmasceno stakalce ucinjen je tanki
razmaz koji je potom stavljen u fiksator u trajanju od 5 minuta. Nakon ucinjene fiksacije,
stakalca su stavljena na grija¢u ploc¢u na 37 °C u trajanju od 15 minuta (Slika 8.). Zatim su se
stakalca ispirala destiliranom vodom te je uslijedilo bojanje na nacin da se razmaz: a) uronio u
50 mL crvene tekucine (Spermac "A") u trajanju od 1 minute, b) nakon toga ispirao
destiliranom vodom, c) uronio u 50 mL blijedozelene tekuéine (Spermac "B") u trajanju od 1
minute, d) ispirao destiliranom vodom, e) uronio u 50 mL tamnozelene tekucine (Spermac "C")
takoder u trajanju od 1 minute te f) ispiranje destiliranom vodom. Nakon bojanja uslijedilo je

zavr$no susenje preparata na grijacoj ploci pri temperaturi od 37 °C.

Slika 8. Grijaca ploca i fiksator sa pripadaju¢im razmazima. Lijevo na slici prikazana je
prozirna posudica sa fiksatorom u koju su uronjeni uzorci nakon u¢injenog razmaza u trajanju
od 5 minuta. Desno na slici prikazana je grijaca ploca gdje su nakon ucinjene fiksacije stavljena
stakalca u trajanju od 15 minuta na prikazanoj temperaturi od 37 °C (fotografirala studentica
Paulina Martinec).
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3.6. Morfometrijska analiza spermija

Analizirano je 24 obojanih razmaza ozra¢enih i neozrac¢enih uzoraka sjemena, s time da
je po svakom razmazu izmjereno cca 70 spermija. Morfometrijska analiza spermija provedena
je uz pomo¢ kompjuterskog programa za obradu i analizu slika, ,,SFORM*“ (VAMSTEC,
Zagreb, Hrvatska). Mjerenje spermija bilo je bazirano na onima koji nisu bili grupirani te koji
nisu imali nedostatke prouzrofene manipulacijom tijekom izrade razmaza. Manualnom
metodom, pomocu racunalnog misa, oznacavali su se dijelovi spermija, glava, sredisnji dio te
rep (Slika 9.) to¢no tim redosljedom te su potom izracunati podaci ispisani u tablici programa.
Povrina (um?), opseg (um), minimalni polumjer (um), maksimalni polumjer (um),
ispupCenost (um), duljina (um) te Sirina (wm) morfometrijski su pokazatelji izmjereni za glavu
i sredisnji dio spermija, dok je za rep izmjerena samo duljina. Elipti¢nost (engl. ellipticity;
duljina/§irina), naboranost (engl. rugosity; 4n x povrsina/opseg?), elongacija (engl. elongation;
duljina — Sirina)/(duljina + $irina) i pravilnost (engl. regularity; = x duljina x S$irina/4 x
povrsina) morfometrijski su pokazatelji glave izracunati prema HIDALGO i sur. (2005.) uz
pomo¢ duljine, Sirine, povrSine te opsega, odnosno primarnih pokazatelja. Takoder su
izraunati 1 razli¢iti odnosi morfometrijskih pokazatelja poput ukupne duljine spermija koja
iznosi zbroj duljine glave te duljine repa spermija, zatim duljina glave/ukupna duljina, duljina
glave/duljina repa, duljina repa/ukupna duljina, opseg glave/ukupna duljina, povrSina

glave/ukupna duljina te duljina glave x $irina glave/ukupna duljina.

Slika 9. Spermij nerasta obojen SPERMAC metodom. Prikaz spermija nerasta obojenog
SPERMAC metodom u svrhu jasne vizualizacije dijelova spermija, odnosno glave, sredisnjeg
dijela repa te repa spermija. Obojani spermiji bili su podvrgnuti morfometrijskog analizi
pomoc¢u racunalnog programa ,,SFORM®, u kojem su bili izmjereni morfometrijski pokazatelji

glave, sredisnjeg dijela repa te repa spermija.
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3.7. Statisticka obrada podataka

Statisticka naliza podataka napravljena je pomocu programskog paketa SAS 9.4
(Statistical Analysis Software 2002—2012 by the SAS Institute Inc., Cary, USA). Deskriptivna
analiza podataka ucinjena je pomocu procedura MEANS 1 FREQ. Neki primarni
morfometrijski pokazatelji veli¢ine glave spermija su iskoriSteni kako bi se izracunali
mormometrijski pokazetelji oblika glave spermija pomocu sljede¢ih formula: elipti¢nost =
duljina/Sirina; elongacija = [(duljina — Sirina)/(duljina + S$irina)]; naboranost = [4m X

povrsina/opseg?]; pravilnost = [r x duljina x §irina/4 x povrsina].

Zavisni parametri izmedu skupina analizirani su multivarijantnom analizom varijance
(MANOVA) temeljene na kriteriju Wilksove lambde pomo¢u GLM procedure. Rezultati su
izrazeni kao srednje vrijednosti najmanjih kvadrata (LSM - least squares means) i 95%-tni
interval pouzdanosti. Za usporedbu srednjih vrijednosti koriStena je Tukey-Kramer-ova metoda

viSestrukih usporedbi na razini statisticke znacajnosti P<0,05.

Multivarijantne analize grupiranja (CLUSTERI) podataka radene su kroz nekoliko
koraka kako bi se dobile subpopulacije spermija na osnovu podataka glavnih morfometrijskih
pokazatelja glave i repa spermija. Prvi korak je bila analiza glavnih komponenata (PROC
FACTOR) kako bi se dobile karakteristicne vrijednosti (eigenvalues) morfometrijskih
pokazatelja koriste¢i Kaiserov kriterij (A> 1) pomocéu kojih se odredio broj glavnih
komponenata. U odredivanju broja subpopulacija koristile su se K-srednje vrijednosti, analize
najvaznijih pokazatelja svake komponente pomoc¢u HPCLUS procedure, koja odabire najbolju
k-vrijednost (broj subpopulacije) koriStenjem vrijednosti izjednac¢enog box kriterija (Slika 10.).
Treci korak je bio da se nacini grupiranje podataka pomocu nehijerarhijske analize (metoda K-
srednjih vrijednosti i Euklidove udaljenosti) najvaznijih pokazatelja za svaku komponentu iz
prethodne analize koriste¢i FASTCLUS proceduru. Kako bi se bolje interpretirali podatci
dobivenih subpopulacija spermija ucinjena je postupna diskriminacijska analiza (PROC
STEPDISC) i testiranje netipicnih vrijednosti (PROC FASTCLUS). Testiranje razlika u
distribuciji subpopulacija spermija izmedu kontrolne i ozracene skupine ejakulata ucinjeno je

koristenjem Hi-kvadrat i Mantel-Haenszel Hi-kvadrat testa (PROC FREQ).
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4. REZULTATI

4.1. Pojedina¢ni morfometrijski pokazatelji glave i repa spermija

Morfometrijska analiza odredena je na sveukupno 1691 spermija, od kojih na

kontrolnoj (neozracenoj) skupini 839 spermija (49,6%) te 852 spermija pokusne (ozracene)

skupine (50,4%). Deskriptivna analiza provedena je na svim pojedina¢nim mofometrijskim

pokazateljima glave, spojnog dijela i repa spermija te razli¢itim odnosima morfometrijskih

pokazatelja bez obzira na skupinu (Tablica 2, 3 i 4).

Tablica 2. Deskriptivni pokazatelji morfometrijskih osobitosti glave spermija nerasta

Raspon
MORFOMETRIJSKI . . P . Raspon 95%  Koeficijent
Srednja B Standardna minimalne i ) T
POKAZATELJI . Medijan o . intervala varijacije
vrijednost devijacija maksimalne .
SPERMIJA B ] pouzdanosti (%)
vrijednosti
Povriina (um?) 1691 46,77 46,03 4,74 35,49-65,78 46,55-47,00 10,14
Opseg (Um) 1691 27,28 27,15 1,49 23,59-33,67 27,21-27,36 5,48
Minimalni polumjer
1691 2,48 2,48 0,19 1,85-3,09 2,47-2,49 7,76
> (um)
K
2 Maksimalni
5 . 1691 5,34 5,34 0,38 4,45-6,99 5,32-5,36 7,09
= polumjer (um)
N
i’; Ispupéenost (um) 1691 47,41 46,68 4,85 35,77-66,62 47,18-47,64 10,23
Q
X Duljina (um) 1691 10,31 10,27 0,7 8,42-13,33 10,27-10,34 6,82
'z
E Sirina (um) 1691 5,45 5,44 0,38 4,29-6,7 5,43-5,47 6,91
o
"g Elipti¢nost 1691 1,89 1,9 0,17 1,44-2,55 1,89-1,91 8,96
b
Naboranost 1691 0,79 0,79 0,03 0,66-0,88 0,787-0,789 4,08
Elongacija 1691 0,31 0,31 0,04 0,18-0,44 0,306-0,309 13,2
Pravilnost 1691 0,94 0,94 0,02 0,87-1,03 0,942-0,944 2,18

Elipti¢nost = duljina / Sirina
Naboranost = [47 x povrsina / opseg?]
Elongacija = [(duljina — $irina) / (duljina + Sirina)]

Pravilnost = [n x duljina x §irina / 4 x povrSina]
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Tablica 3. Deskriptivni pokazatelji morfometrijski osobitosti spojnog dijela repa i repa

spermija
Raspon Raspon L
MORFOMETRIJSKI . o . Koeficijent
Srednja B Standardna  minimalne i 95% T
POKAZATELJI . Medijan o . . varijacije
vrijednost devijacija  maksimalne intervala
SPERMIJA . . . (%)
vrijednosti  pouzdanosti
Povrsina
spojnog 1691 19,45 19,24 1,87 12,73-29,36  19,36-19,54 9,61
dijela (um?)
Opseg
spojnog 1691 30,39 30,33 1,72 21,99-40,47 30,31-30,48 5,66
©
E‘ dijela (um)
S Minimalni
w
s polumjer
o . 1691 0,39 0,4 0,18 0-0,84 0,38-0,40 46,3
— spojnog
©
i’; dijela (um)
g Maksimalni
= polumjer
S . 1691 6,77 6,75 0,44 4,64-9,20 6,75-6,79 6,43
cCT Spojnog
% dijela (um)
?L; Ispupcenost
_£<N° spojnog 1691 24,75 24,48 3,83 13,86-43,70 24,57-24,93 15,49
o
8 .
3 dijela (um)
:g' Duljina
g spojnog 1691 13,23 13,19 0,84 8,98-17,78  13,19-13,27 6,32
o
5 dijela (pum)
= Gis
Sirina
spojnog 1691 2,07 2,03 0,42 1,2-4,23 2,05-2,09 20,18
dijela (um)
Duljina repa
(um) 1691 33,98 34,1 3,07 21,37-43,07 33,83-34,13 9,04
pm
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Tablica 4. Deskriptivni pokazatelji razli¢itih morfometrijskih odnosa glave i repa spermija

nerasta
Raspon Raspon L
MORFOMETRIJSKI . o . Koeficijent
Srednja B Standardna  minimalne i 95% L
POKAZATELJI N . Medijan o . . varijacije
vrijednost devijacija  maksimalne intervala
SPERMIJA . . . (%)
vrijednosti  pouzdanosti
Ukupna
. 1691 44,29 44,38 3,42 31,64-54,53 44,13-44,45 7,71
duljina
Duljina
glave/ukupna 1691 0,23 0,23 0,02 0,18-0,32  0,233-0,234 7,01
duljina
£ Duljina
D
8 glave/duljina 1691 0,31 0,3 0,03 0,22-0,48 0,30-0,31 9,29
5]
é repa
g Duljina
:;_T repa/ukupna 1691 0,77 0,77 0,02 0,68-0,82  0,766-0,767 2,14
g duljina
T
g Opseg
2 glave/ukupna 1691 0,62 0,61 0,04 0,49-0,83  0,616-0,620 6,47
= .
s duljina
§§ Povrsina
E glave/ukupna 1691 1,06 1,05 0,09 0,80-1,46 1,05-1,06 8,61
duljina
Duljina glave
X §irina
1691 1,27 1,26 0,11 0,95-1,76 1,27-1,28 8,75

glave/ukupna

duljina

Ukupna duljina=duljina glave + duljina repa

StatistiCkom analizom pojedina¢nih morfometrijskih pokazatelja spermija izmedu
pokusne skupine ejakulata koja je bila izloZena radiofrekvencijskom zracenju frekvencije od
2500 MHz i kontrolne skupine (Tablica 5, 6 1 7) nije uo€ena statisticki zna¢ajna razlika. Jedini
morfometrijski pokazatelj ¢ija je vrijednost bila blizu statisticke znacajnosti je ispup&enost

spojnog dijela (P=0,06).

Gibljivost spermija odredena pomocu kompjuterski potpomognute analize spermija
izmedu pokusne 1 kontrolne skupine nije bila statisticki znacajno razlicita. Ipak, uocena je
smanjena gibljivost pokusne skupine (74,7 %) u odnosu na kontrolnu skupinu spermija (85,7
%). Progresivna gibljivost spermija je bila statisticki znac¢ajno smanjena (p<0,001) u pokusne

skupine spermija (35,0 %) u odnosu na kontrolnu skupinu (60,1 %).
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Tablica 5. Deskriptivni pokazatelji morfometrijskih osobitosti glave spermija nerasta izmedu

kontrolne i pokusne skupine

SKUPINA
MORFOMETRIJSKI KONTROLNA POKUSNA =
POKAZATELJI
95% Vrijednost
SPERMIJA Srednja 95% Interval ~ Srednja U
. . . Interval
vrijednost  pouzdanosti  vrijednost ]
pouzdanosti
Povriina (um?) 46,79 46,47-47,11 46,75 46,43-47,07 0,84
Opseg (um) 27,31 27,21-27,41 27,26 27,16-27,36 0,49
Minimalni
] 2,48 2,47-2,49 2,48 2,47-2,49 0,81
polumjer (um)
o Maksimalni
3 ] 5,34 5,32-5,37 5,34 5,32-5,37 0,93
=) polumjer (um)
§
I Ispupcenost
g 47,39 47,06-47,72 47,43 47,11-47,76 0,85
3 (Hm)
<
= Duljina (um) 10,31 10,26-10,36 10,3 10,26-10,35 0,86
B
E Sirina (um) 5,45 5,42-5,47 5,45 5,42-5,47 0,89
1
o
= Elipti¢nost 1,9 1,89-1,91 1,89 1,89-1,91 0,78
Naboranost 0,79 0,785-0,789 0,79 0,787-0,791 0,27
Elongacija 0,31 0,305-0,311 0,31 0,30-0,31 0,8
Pravilnost 0,94 0,941-0,944 0,94 0,94-0,95 0,26

Elipti¢nost = duljina / §irina
Naboranost = [47 x povrsina / opseg?]
Elongacija = [(duljina — Sirina) / (duljina + §irina)]

Pravilnost = [n x duljina x §irina / 4 x povrsina]
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Tablica 6. Deskriptivni pokazatelji morfometrijskih osobitosti spojnog dijela repa i repa

spermija nerasta izmedu kontrolne i pokusne skupine

SKUPINA
MORFOMETRIJSKI p
POKAZATELJI KONTROLNA POKUSNA )
vrijednost
SPERMIJA Srednja 95% Interval  Srednja 95% Interval
vrijednost pouzdanosti vrijednost pouzdanosti
Povrsina
spojnog dijela 19,42 19,29-19,55 19,48 19,35-19,60 0,52
(um?)
Opseg spojno
p 9 sponog 30,44 30,32-30,56 30,35 30,23-30,46 0,27
dijela (um)
< Minimalni
Q' -
L polumjer
= . . 0,39 0,37-0,39 0,39 0,38-0,40 0,66
s spojnog dijela
[}
© (um)
2
-§7 Maksimalni
c% polumjer
= . . 6,78 6,75-6,81 6,76 6,73-6,78 0,25
= spojnog dijela
)
IS (Hm)
3
X
g Ispupcenost
é spojnog dijela 2458 24,32-24,84 24,92 24,67-25,18 0,06
S
2 (um)
L
S Duljina spojno
b= ' peIneg 13,25 13,19-13,30 13,2 13,15-13,26 0,27
dijela (um)
Sirina spojnog
B 2,05 2,03-2,08 2,08 2,05-2,11 0,21
dijela (um)
Duljina repa
34,05 33,84-34,26 33,92 33,71-34,12 0,37

(um)




Tablica 7. Deskriptivni pokazatelji razli¢itih morfometrijskih osobitosti glave i repa spermija

nerasta izmedu pokusne i kontrolne skupine

SKUPINA
MORFOMETRIJSKI b
POKAZATELII KONTROLNA POKUSNA )
vrijednost
SPERMIJA Srednja 95% Interval Srednja 95% Interval
vrijednost pouzdanosti vrijednost pouzdanosti
Ukupna duljina 44,36 44,13-44,59 44,22 43,99-44,45 0,4
Duljina glave /
= 0,23 0,232-0,234 0,23 0,23-0,24 0,52
Ukupna duljina
£
2 ..
< Duljina glave /
N . 0,31 0,30-0,31 0,31 0,30-0,31 0,53
= Duljina repa
="
= .
= Duljina repa/
= = 0,77 0,766-0,768 0,77 0,765-0,767 0,52
*}} Ukupna duljina
g
S
= Opseg glave /
g = 0,62 0,615-0,621 0,62 0,616-0,621 0,78
- Ukupna duljina
2
=
° Povrsina glave /
= = 1,06 1,05-1,06 1,06 1,05-1,07 0,75
= Ukupna duljina
:

Duljina glave x
Sirina glave / 1,27 1,26-1,28 1,27 1,27-1,28 0,53
Ukupna duljina

Ukupna duljina=duljina glave + duljina repa

Gledajué¢i sveukupno sve morfometrijske pokazatelje glave, spojnog dijela i repa
spermija izmedu skupina, sva Cetiri pokazatelja koriStenih statistickih multivarijantnih analiza
varijance (Wilks' Lambda, Pillai's Trace, Hotelling-Lawley Trace i Roy's Greatest Root)

pokazuju statisti¢ku znacajnost (P<0,05) (Tablica 8).
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Tablica 8. Multipla analiza varijance — testni kriterij i egzaktna F statistika za hipotezu da nema

ukupnog uc¢inka skupine

Statistika Vrijednost F vrijednost Broj stupnjeva slobode P vrijednost
Wilks' Lambda 0.9754 1,75 24 0,0134
Pillai's Trace 0.0246 1,75 24 0,0134
Hotelling-Lawley Trace 0.0253 1,75 24 0,0134
Roy's Greatest Root 0.0253 1,75 24 0,0134

4.2. Subpopulacije spermija na osnovu morfometrijskih pokazatelja glave i repa

spermija

Analizom glavnih komponenata prije grupiranja zadrzane su 4 komponente (faktor 1,

2, 3 14) s karakteristicnom vrijednosti (A> 1). Sve 4 komponente ukupno objasnjavaju 84,6 %

varijance morfometrijskih pokazatelja glave, spojnog dijela i repa spermija (Tablica 9).
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Tablica 9. Karakteristi¢ne vrijednosti (eigenvalues) morfometrijskih pokazatelja glave 1 repa
spermija u analizi glavnih komponenata. Zadrzane su Cetiri komponente (faktor 1, 2, 3, 4) s

karakteristi¢nim korijenom 2> 1 - Kaiserov Kriterij.

Parametri
. Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3 Faktor 4
spermija

Duljina glave 0,93*
Sirina glave 0,97*
Povrsina glave 0,62
Opseg glave 0,83
Elipti¢nost 0,72
Naboranost -0,69
Elongacija 0,72
Pravilnost 0,89*
Duljina spojno
! ] pojnog 0.70
dijela
Sirina spojno
! pojnog 0.39
dijela
Povrs$ina spojno
° pojnog 0.65
dijela
Opseg spojno
D g spojnog 072
dijela
Duljina repa 0,39

Karakteristi¢ni
korijen (V) 1

) 4,78 (36,8) 3,66 (28,2) 1,53 (11,8) 1,01 (7,8)
objasnjena

varijanca (%)

* Najvazniji pokazatelji za svaki faktor

Iz prethodne tablice iz svake komponente odabran je najvazniji pokazatelj (duljina
glave, Sirina glave, opseg spojnog dijela repa i pravilnost glave spermija). Konacan broj
subpopulacija dobiven je pomocu vrijednosti ,,izjednacenog box kriterija““. Ovom analizom je
utvrdeno da su dvije subpopulacije najoptimalnije jer je vrijednost ,,izjednacenog box kriterija“

najveca (Slika 10.).
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Slika 10. Dvije subpopulacije spermija nerasta. Na slici je vidljivo da su pomocu vrijednosti

izjednacenog box kriterija dobivene dvije optimalne subpopulacije.

Analizom grupiranja dobivene su dobro definirane razlike izmedu duljine, Sirine 1
pravilnosti glave te opsega spojnog dijela repa u dvije subpopulacije spermija (S1
subpopulacija — spermiji manje duljine i pravilnijeg oblika glave te manjeg opsega spojnog
dijela repa te S2 subpopulacija — spermiji vece duljine i izduljenijeg oblika glave te veceg

opsega spojnog dijela repa) (Tablica 10).
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Tablica 10. Subpopulacije spermija nerasta (S1 — S2) dobivene pomocu analize grupiranja
morfometrijskih pokazatelja glave i spojnog dijela spermija (podaci su izrazeni kao srednja
vrijednost i standardna devijacija).

Pokazatelji glave i spojnog dijela spermija
Subpopulacije

spermija Duljina } Opseg spojnog _
N % Sirina glave (um) N Pravilnost
glave (um) dijela (um)
942
S1 10,16+0,65 5,44+0,38 29,67£1,17 0,943+0,02
(55,71)
749
S2 10,77+0,68 5,45+0,35 32,66+1,09 0,941+0,02
(44,29)

S1 - Spermiji manje duljine i pravilnijeg oblika glave te manjeg opsega spojnog dijela repa

S2 - Spermiji vece duljine i izduljenijeg oblika glave te veceg opsega spojnog dijela repa

Statistickom analizom dobivenih subpopulacija izmedu kontrolne i pokusne skupine
spermija ustanovljeno je da je pokusna skupina imala neSto veéi postotak spermija S1
subpopulacije (68,2% vs 64,4%) te manji postotak pozeljnije S2 subpopulacije (31,8% vs
35,6%) Sto je blizu statisticke znacajnost (P=0,09) (Slika 11).
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Slika 11. Udio subpopulacija spermija izmedu kontrolne i pokusne skupine. Na slici je vidljivo
da pokusna skupina ima veci postotak spermija S1 subpopulacije (68,2% vs 64,4%), a manji
postotak pozeljnije S2 subpopulacije (31,8 vs 35,6%) Sto je blizu statistiCke znacajnost
(P=0,09).
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5. RASPRAVA

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da izlaganje sperme rasplodnih nerasta in vitro
RF-EMZ na frekvenciji od 2500 MHz i jakosti elektricnog polja od 10 V/m u trajanju od 2 sata
ne uzrokuje morfometrijske promjene spermija i gibljivost spermija, dok nasuprot tomu

uzrokuje statisti¢ki znacajno smanjenu progresivnu gibljivost spermija.

Premda je poznato da RF-EMZ stetno utjece na reproduktivni sustav, odnosno smanjuje
broj Leydigovih stanica, smanjuje gibljivos i broj spermija te mijenja morfologiju spermija u
ljudi i Zivotinja (AGARWAL i sur., 2008.; DE IULIIS i sur., 2009.; AGARWAL i sur., 2011;
SAYGIN i sur., 2011.; GYE i PARK, 2012.; AL-BAYYARI, 2017.; KIVRAK i sur., 2017.),
rezultati dobiveni u ovom radu tesko su usporedivi s njima. Razlog tomu je, prije svega,
primjena razli¢itih dizajna (protokola) tijekom izvodenja eksperimenta, razlicitih vrsta i dobi
Zivotinja te upotrebe razli¢itih metoda analize. Tako, primjerice, WYSOKINSKA i sur. (2009.)
su na uzorcima spermija prikupljenih od 35 nerasta pasmine poljskog landrasa u dobi od 7 do
8 mjeseci koriste¢i Bydgosku metodu bojanja prema KONDRACKI i sur. (2006.) proveli
morfometrijsku analizu spermija pomocu paketa za kompjutersku analizu slike (Screen
Measurement v. 4.1, Laboratory Imaging S.r.o. LIM Republika Ceska, Prag) te su pokazali
manju izmjerenu srednju vrijednost za duljinu, Sirinu, povrSinu i opseg glave spermija te vecu
srednju vrijednost za ukupnu duljinu spermija kao i duljinu repa spermija u odnosu na dobivene
rezultate kontrolne skupine ovog istrazivanja (podebljane vrijednosti): duljina glave 9,07-9,27
vs. 10,31 (um), Sirina glave 4,67-4,75 vs. 5,45 (um), povrSina glave 39,94-41,53 vs. 46,79
(um?), opseg glave 23,36-23,79 vs. 27,31 (um), duljina repa 44,92-45,71 vs. 34,05 (um) te
ukupna duljina 54,01-54,98 vs. 44,36 (um). Obzirom da je u ovom istraZivanju za provedbu
morfometrijske analize koriSten kompjuterski program naziva SFORM (VAMSTEC, Zagreb,
Hrvatska) o kojem u dostupnoj literaturi nema podataka o koristenju u svrhu morfometrijske
analize spermija nerasta, moguce je da je razlici u navedenim vrijednostima doprinijela razlika
u programima za morfometrijsku analizu kao i razlike u metodama bojenja, dobi te pasmini

nerasta.

Nadalje, GORSKI i sur. (2017.) takoder su pokazali manju srednju vrijednost za
duljinu, Sirinu, povrSinu i1 opseg glave spermija te vecu srednju vrijednost za ukupnu duljinu
spermija i duljinu repa spermija nerasta u odnosu na dobivene rezultate kontrolne skupine ovog
istrazivanja (podebljane vrijednosti): duljina glave 9,30-9,39 vs. 10,31 (um), Sirina glave 4,66-
4,74 vs. 5,45 (um), opseg glave 23,72-23,90 vs. 27,31 (um), povrSina glave 40,03-40,43 vs.
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46,79 (um?), duljina repa 44,13-44,86 vs. 34,05 (um) te ukupna duljina 53,49-54,16 vs. 44,36
(um). Navedeni autori u svom istrazivanju proveli su morfometrijsku analizu spermija na
uzorcima ejakulata prikupljenih od 12 nerasta pasmine Duroc, obojanih metodom prema
KONDRACKI i sur. (2005.), koriste¢i racunalni sustav za analizu slike Screen Measurement
v. 4.1.u svrhu morfometrijskih mjerenja spermija te su podaci bili analizirani pomocu Statistica
10 PL (StatSoft, SAD). Uzrok razlikama dobivenih rezultata nase kontrolne skupine spermija
1 rezultata istrazivanja opisanih autora tesko je re¢i. No, jedan od razloga moze svakako biti

razlika u metodi bojenja, pasmini zivotinja te koriStenoj metodi analize.

Rezultati progresivne gibljivosti spermija u ovom radu tj. nakon izlaganja ejakulata
nerasta in vitro RF-EMZ na frekvenciji od 2500 MHz pokazali su statisti¢ki znacajan pad. U
skladu s ovim rezultatima donekle su 1 rezultati istrazivanja MAILANKOT i sur. (2009.). Oni
su, naime, pokazali da ozracivanje Stakora RF-EMZ 1 h dnevno tijekom 28 dana na frekvenciji
od 900 i 1800 MHz podrijetlom od mobilnih uredaja uzrokuje pad broja gibljivih spermija kao
I Smanjenu progresivnu gibljivost spermija. Nadalje, ONI i sur. (2011.) i GORPINCHENKO i
sur. (2014.) istrazuju¢i pak ucinak elektromagnetskog zracenja na frekvenciji mobilne
telekomunikacije (900/1800 MHz) i prijenosnog rac¢unala (2,45 GHz) na in vitro uzorcima
ljudskog sjemena, pokazali su da ozra¢ivanje navedenim frekvencijama takoder smanjuje broj

gibljivih te progresivno gibljivih spermija.

S druge pak strane, postoje rezultati istrazivanja koji ne pokazuju promjenu gibljivost
spermija nakon dugotrajnog izlaganja RF-EMZ frekvencije 2,4 GHz-a (DASDAG i sur.,
2015.).

Rezultati nacinjenog pokusa pokazali su da radiofrekvencijsko zracenje na frekvenciji
od 2500 MHz-a mogao bi negativno utjecati i na uspjesnost oplodnje. Navedenu pretpostavku
temeljim na dobivenim postocima subpopulacije spermija nakon izlaganja RF-EMZ-u. Naime,
analizom grupiranja obivenih morfometrijskih pokazatelja spermija utvrdene su dvije
subpopulacije spermija te je ustanovljeno da je pokusna skupina imala veci postotak
nepozeljnijie subpopulacije koje karakteriziraju spermiji manje duljine i pravilnijeg oblika
glave te manjeg opsega spojnog dijela repa (S1 subpopulacija) u odnosu na pozeljniju (S2
subpopulaciju) koju karakteriziraju spermiji vece duljine i izduljenijeg oblika glave te veceg
opsega spojnog dijela repa. S obzirom da u dostupnoj literaturi ne postoje istrazivanja o utjecaju
RF-EMZ-a na subpopulacija spermija nerasta dobivene prema morfometrijskim pokazateljima

te su generalno istrazivanja na temu morfometrije spermija nerasta oskuda, nije moguca
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usporedba dobivenih rezultata. Medutim, BARQUERO i sur. (2021.) istrazuju¢i morfometriju
spermija nerasta bez izlaganja RF-EMZ-u, su pomoc¢u analize glavnih komponenti i klaster

analize ustanovili Cetiri subpopulacije spermija.

Mehanizam koji dovodi do smanjenja gibljivosti spermija nakon izlaganja sperme RF-
EMZ-u je naruSena vitalnosti spermija, odnosno snizeni potencijal mitohondrija ili oksidativni
stres (DE TULIIS i sur. 2009.; GHANBARI i sur., 2013.). Naime, rezultati brojnih istrazivanja
0 utjecaju RF-EMZ, koji se, doduSe, ne odnose na neraste, ukazuju da elektromagnetsko
zracenje na frekvenciji mobilne telefonije moze uzrokovati nastanak reaktivnih kisikovih
spojeva te time i oksidacijski stres. Naime, poznato je da je u aerobnih organizama za
oksidativno-redukcijsku ravnoteZzu potrebna ravnoteza antioksidativnih procesa i nastalih
reaktivnih spojeva jer u suprotnom, pri oksidacijskom stresu visak reaktivnih kisikovih spojeva
dovodi do oSte¢enja brojnih molekula. U skladu s ovim rezultatima donekle su i rezultati
istrazivanja KUMAR i sur. (2011.) i MEENA i sur. (2014.). Oni su, naime, pokazali da
ozrativanje Stakora RF-EMZ frekvencijama od 2,45 GHz-a i 10 GHz-a 2 sata na dan tijekom
45 dana dovodi do ostecenja stanica posredovanog oksidativnim stresom, odnosno uzrokuje
povecanje koncentracije reaktivnih kisikovih spojeva, poveéanje postotka apoptoze u testisima

1 spermatozoida te uzrokuje oste¢enje DNK-a.

Prema tome, moze se pretpostaviti da radiofrekvencijsko elektromagnetsko zracenje na
frekvenciji od 2500 MHz tijekom izloZenosti u trajanju od 2 sata, negativno utjee na
morfometrijske pokazatelje spermija, gibljivost spermija te samim time i na uspjeSnost
oplodnje. No, bitno je naglasiti da su daljnja istrazivanja o u¢inku RF-EMZ na razli¢ite pasmine
nerasta, kao i na razliite zivotinjske vrste, posebno domace zivotinje, od iznimne vaznosti

kako za kvalitetu sjemena i oplodnje, tako i za daljnju proizvodnju te uzgoj domacih Zivotinja.
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6.ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata dobiveni su sljedeci zakljucci:

1. Radiofrekvencijsko elektromagnetsko zracenje frekvencije od 2500 MHz tijekom 2
sata ne uzrokuje statisticki znacajne promjene morfometrijskih pokazatelja spermija nerasta.

2. Radiofrekvencijsko elektromagnetsko zracenje frekvencije od 2500 MHz tijekom 2
sata ne utjece na gibljivost spermija, dok statisticki znacajno smanjuje progresivnu gibljivost
spermija.

3. Natemelju primjenjene analiticke metode grupiranja dobivene su dvije subpopulacije
spermija i u kontrolnoj i u pokusnoj skupini.

4. Tako nema statisticki znacajne razlike u postotku subpopulacija spermija izmedu
kontrolne i pokusne skupine, pokusna skupina pokazala je ipak nesto veci postotak spermija

S1 subpopulacije, a manji postotak S2 subpopulacije.
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8. SAZETAK

UCINAK RADIOFREKVENCIJSKOG ELEKTROMAGNETSKOG ZRACENJA
FREKVENCIJE 2500 MHz NA GIBLJIVOST | MORFOLOGIU IN VITRO OZRACENOG
SJIEMENA NERASTA

Radiofrekvencijsko elektromagnetsko zra¢enje (RF-EMZ) mozZe utjecati na kvalitetu
sjemena u ljudi te plodnost. No, rezultati istrazivanja RF-EMZ-a na reproduktivni sustav
razli¢itih vrsta domacih zivotinja, osobito nerasta su vrlo oskudna. Stoga cilj ovog istrazivanja
bio je utvrditi u¢inak elektromagnetskog radiofrekvencijskog zracenja frekvencije 2500 MHz-
a na in vitro ozracene uzorke sjemena rasplodnih nerasta, odnosno na gibljivost spermija te na
udio subpopulacija spermija primjenom analize glavnih komponenti i klaster analize prema
morfometrijskim pokazateljima glave i repa. Polucivanje ejakulata, odnosno prikupljanje
uzoraka izvodilo se metodom manualne fiksacije penisa od sveukupno 12 nerasta te su uzorci
sjemena svakog nerasta potom bili rasporedeni u Petrijeve zdjelice na pokusnu i kontrolnu
skupinu. Sjeme nerasta ozraceno je u gigahercnoj transverzalnioj elektromagnetskoj (GTEM)
komori na frekvenciji od 2500 MHz-a i jakosti elektricnog polja od 10 V/m u trajanju od dva
sata. Nakon ozraCivanja, razmazi sjemena obojani su Spermac metodom u svrhu jasnije
vizualizacije morfoloskih djelova spermija. Morfometrijska analiza provedena je uz pomoc¢
kompjuterskog programa SFORM. Razlika izmedu pojedinacnih morfometrijskih pokazatelja
spermija kao i gibljivost spermija pokusne i kontrolne skupine nisu bili statisticki znac¢ajni.
Ipak, uoc€ena je smanjena gibljivost pokusne skupine (74,7 %) u odnosu na kontrolnu skupinu
spermija (85,7 %). Progresivna gibljivost spermija je bila statisticki znacajno smanjena
(p<0,001) u pokusnoj skupini spermija (35,0 %) u odnosu na kontrolnu skupinu (60,1 %).
Analizom glavne komponente otkrivene su 4 komponente (duZina i Sirina glave, pravilnost
glave te opseg srednjeg dijela), dok su klaster analizom otkrivene 2 subpopulacije spermija (S1
subpopulacija) koju karakteriziraju spermiji manje duljine i pravilnijeg oblika glave te manjeg
opsega spojnog dijela repa te (S2 subpopulacija) koju karakteriziraju spermiji veée duljine i
izduljenijeg oblika glave te ve¢eg opsega spojnog dijela repa. Pokusna skupina imala je veci
udio S1 subpopulacije spermija (51,83 %) u usporedbi sa kontrolnom skupinom (48,7 %), kao
1 manji udio S2 subpopulacije (47,54 %) naspram kontrolne skupine (52,47 %). Ucinak
radiofrekvencijskog zracenja frekvencije od 2500 MHz-a moze negativno utjecati na gibljivost

spermija kao i na uspjesnost oplodnje.
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9. SUMMARY

EFFECT OF RADIO FREQUENCY ELECTROMAGNETIC RADIATION WITH A
FREQUENCY OF 2500 MHz ON THE MOBILITY AND MORPHOLOGY OF IN VITRO
IRRADIATED SEMEN OF BOAR

Radiofrequency electromagnetic radiation (RF-EMZ) can affect semen quality and
fertility in humans. However, the results of RF-EMZ research on the reproductive system of
different species of domestic animals, especially boars, are very scarce. Therefore, the aim of
this study was to investigate the influence of electromagnetic radiofrequency radiation at 2500
MHz on in vitro exposed semen samples of breeding boars, ie on spermatozoa motility and on
the share of spermatozoa subpopulations using principal component and cluster analysis
according to morphometric parameters of head and tail. Ejaculation, ie collection of samples,
was performed by the method of manual fixation of the penis from a total of 12 boars, and
semen samples of each boar were then distributed in Petri dishes to the experimental and
control groups. Boar semens were irradiated in a gigahertz transverse electromagnetic (GTEM)
chamber at a frequency of 2500 MHz and an electric field strength of 10 VV / m for two hours.
After irradiation, semen smears were stained with the Spermac method for the purpose of
clearer visualization of morphological parts of spermatozoa. Morphometric analysis was
performed with the computer program SFORM. The difference between individual
spermatozoa morphometric parameters as well as spermatozoa motility of the experimental and
control groups were not statistically significant. However, reduced motility of the experimental
group (74.7%) compared to the control group of spermatozoa (85.7%) was observed.
Progressive spermatozoa motility was statistically significantly reduced (p<0.001) in the
experimental group of spermatozoa (35.0%) compared to the control group (60.1%). The
analysis of the principal component revealed 4 components (head length and width, head
regularity and middle circumference), while cluster analysis revealed 2 spermatozoa
subpopulations (S1 subpopulation) characterized by spermatozoa of smaller length and more
regular head shape and smaller midpiece circumference and (S2 subpopulation) characterized
by spermatozoa of longer and more elongated head shape and higher circumference of the
spermatozoa midpiece. The experimental group had a higher share of S1 subpopulation of
spermatozoa (51.83%) compared to the control group (48.7%), as well as a lower share of S2

subpopulation (47.54%) compared to the control group (52.47%). The effect of radiofrequency
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radiation at a frequency of 2500 MHz can negatively affect spermatozoa motility as well as the
success of fertilization.

Keywords: boars, electromagnetic radiofrequency radiation, morphometric analysis,
spermatozoa subpopulations
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