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1. UVOD

1.1. Plodnost musSkaraca

Neplodnost ili smanjena plodnost svakodnevno zahvacaju sve ve¢i broj muskaraca,
stoga potreba za pronalaskom uzroka, jasnije dijagnostike i bolje prevencije postaje prioritet.
Otprilike 10-15% parova reproduktivne dobi ne mogu zaleti kroz dvanaest uzastopnih
mjeseci nezasticenog seksualnog odnosa te se zbog toga smatraju neplodnima (Saleh i sur.
2002). Muski ¢imbenik je odgovoran za gotovo 50% takvih slucajeva, samostalno u 20%
slu¢ajeva, a zajedno sa Zenskim ¢imbenikom u 30-40% slu€ajeva. Isto tako, 15% musSkaraca

s normalnim parametrima analize ejakulata imaju smanjenu plodnost (Evgeni i sur. 2014).

Tradicionalne metode analize humanog ejakulata (koncentracija, pokretljivost i
grada) postaju nedovoljne kao dijagnosticki alat odredivanja musSke plodnosti te se
ocuvanosti DNA spermija pridaje velika vaznost kao komplementarne metode i bioloskog
markera reproduktivnog zdravlja i plodnosti. Osim smanjene pokretljivosti i koncentracije te
patoloske grade spermija, oSte¢enje DNA spermija zbog endogenih i egzogenih faktora
pridonosi neuspjesnosti oplodnje, pobacaju i raznim malformacijama ploda. Za razliku od

DNA (Chiisur. 2011).

Mnoge studije su pokazale da postoji odnos izmedu osSteCenja DNA humanog
spermija 1 raznih parametara humanog ejakulata (pokretljivost, grada i koncentracija
spermija) (Chi 1 sur. 2011). Upravo zbog svega prethodno navedenog vazno je razjasniti
odnos izmedu tradicionalne analize ejakulata i fragmentacije DNA spermija, upozoriti
muskarce na moguée probleme uzrokovane nafinom zivota te ih dodatno obrazovati o
njihovoj plodnosti. Isto tako, navedene analize su vazne i1 zbog postupaka medicinske

oplodnje, kako bismo odabrali $to bolju kvalitetu spermija.



1.2. Humani spermij

1.2.1. Spermatogeneza i spermiogeneza

Humani spermij je muska reproduktivna haploidna stanica (23 kromosoma), koja se
spaja sa humanom jajnom stanicom - zZenskom reproduktivnom haploidnom stanicom (23
kromosoma) te zajedno stvaraju diploidnu stanicu, koja se razvija u novi organizam

(Carlson 2013).

Humani spermij nastaje spermatogenezom koja zapocinje u sjemenim kanali¢ima
testisa poCetkom puberteta. Sam proces zapo€inje mitotickom proliferacijom spermatogonija
(Slika 1) (Fox 2004). Na bazi sjemenog epitela nalazi se nekoliko populacija
spermatogonija. Spermatogonije tipa A predstavljaju populaciju mati¢nih stanica koja
mitozom odrzava odredeni broj spermatognija kroz zivot. Tip A diferencira u tip B koji
zavrsava mitoticki ciklus 1 ulazi u mejozu. Zanimljivo je spomenuti da su mnoge
spermatogonije i njihovi potomci povezani medustani¢nim citoplazmatskim mostovima

kako bi ostvarili kvalitetniju komunikaciju (Carlson 2013).

Sve spermatogonije su izdvojene na bazi sjemenog epitela procesom koji obavljaju
Sertolijeve stanice (sloZene stanice pravilno rasporedene na periferiji sjemenog epitela 1
zauzimaju oko 30% volumena) (Slika 1). Upravo ti procesi 1 bliskost Sertolijevih stanica
formiraju imunoloSku barijeru (krv-testis barijera) izmedu nastaju¢ih stanica spermija i

ostatka tijela, ukljucujuci spermatogonije (Carlson 2013).
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Slika 1. (a) Poprecni presjek sjemenih kanalica koji pokazuje okolno intersticijsko tkivo. (b) Stupnjevi

spermatogeneze unutar germinativnog epitela sjemenog kanalica (Fox 2004).

Kad zapo¢nu mejozu, nastajuce stanice spermija su imunoloski razli¢ite od ostatka

tijela. Potomci spermatogonija tipa B su primarne spermatocite, koje su zapocele prvu

mejoticku diobu (traje 24 dana). Nalaze se unutar sloja spermatogonija, duboko ukorijenjene

u citoplazmu Sertolijevih stanica. Nakon zavrSetka prve mejoticke diobe,

primarne

spermatocite stvaraju dvije sekundarne spermatocite koje ulaze u drugu mejoticku diobu bez

odgadanja (traje oko 8 sati). Svaka sekundarna spermatocita stvara dvije nezrele haploidne

gamete - spermatide (Slika 2) (Vander 2001).
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Slika 2. Spermatogeneza, pocevsi od spermatogonija i zavrsivsi sa zrelim spermijem (Vander 2001).

Spermatide se dalje ne dijele, no podlijezu nizu promjena koje ih cine visoko
specijaliziranim stanicama. Taj proces se naziva spermiogenezom ili spermatidnom
metamorfozom (Slika 3) (Fox 2004). Neke od bitnijih promjena su smanjenje jezgre,
znacajna kondenzacija kromosomalnog materijala (povezana uz zamjenu histona
protaminima), reorganizacija citoplazme (udaljavanje od jezgre), kondenzacija Golgijevog
aparata na apikalnom dijelu jezgre (nastajanje akrosoma, strukture pune enzima koja ima
klju¢nu ulogu u oplodnji), dok se na drugom kraju jezgre formira rep iz centriolarne regije;
mitohondriji se slazu spiralno oko proksimalnog dijela repa, a kako se spermiogeneza odvija
ostatak citoplazme se odmice od jezgre i otpada kako se rep razvija (otpad fagocitiraju

Sertolijeve stanice) (Carlson 2013).

U specifi¢nom trenutku razvoja spermatida, adhezija povrSinskih struktura se gubi te
njihovi fragmenti zajedno sa citokinima i proteinazama razaraju krv-testis barijeru, ¢ime
omogucuju odlazak zrelih spermatida u lumen sjemenih kanalia. Testosteron stimulira
sintezu novih proteina koji ponovno stvaraju krv-testis barijeru, a novi set adhezijskih
struktura omogucava ponovno vezanje spermatida na apikalnu povrsinu Sertolijevih stanica.

Spermiogeneza traje otprilike 64 dana od pocetka spermatogeneze. Stanica spermija je



visoko specijalizirana, prilagodena za gibanje i dostavu nasljednog materijala; sastoji se od
glave (2 do 3 pm Sirok 1 4 do 5 um dugacak) koja sadrzi jezgru 1 akrosom; vratnog dijela
koji sadrzi centriole 1 mitohondrijsku zavojnicu; te repa (oko 50 um) (Slika 3) (Carlson
2013).
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Slika 3. Glavni stadiji spermiogeneze, pocevsi sa spermatidom (A) i zavr$ivsi sa zrelim spermatozoonom (I)

(Carlson 2013).

Transport spermija se odvija i u musSkom (strukturalno i funkcionalno sazrijevanje) i
u Zenskom (dolazak do ovulacijskog jajaSca) reproduktivnom traktu (Slika 4). Nakon
spermiogeneze u sjemenim kanali¢ima spermiji su morfoloski zreli, no nepokretni su i u
nemogucnosti oploditi jajaSce. Spermiji se pasivnim transportom pomocu testikularne
tekucine gibaju od sjemenih kanali¢a do glave epididimisa, kroz rete testis 1 izlazne cjevcice.

Usmjeravani su tlakom teku¢ine 1 kontrakcijama glatkih miSi¢a te cilijarnim strujama u



izlaznim cjev€icama. U epididimisu, duZine 6 metara, spermiji prolaze biokemijsko
sazrijevanje (dolazi do promjena u glikoproteinima plazma membrane glave spermija) oko

12 dana (Carlson 2013).
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Slika 4. Transport spermija u (A) muskom i (B) Zenskom reproduktivnom traktu. Broj spermija (B) nadenih

u razli¢itim dijelovima Zenskog reproduktivnog trakta oznaceni crveno (Carlson 2013).

Veli¢ina testisa utjeCe na wukupni broj spermija u ejakulatu, odnosno na
spermatogensku aktivnost, koja utjece na gradu spermija (Holstein i sur. 2003). Ako osoba
nije ejakulirala neko vrijeme (otprilike 5 tjedana), spermiji se nakupljaju u epididimisu te
odlaze u uretru 1 ispiru se urinom te odlaze iz tijela. Obzirom da epididimis nikad nije
potpuno ispraznjen od spermija, neki ostaju od prijasnjih ejakulacija, zbog ¢ega sam ejakulat

varira staro$¢u 1 kvalitetom spermija (Cooper i sur. 1993).

Tijekom ejakulacije, sperma nastaje od koncentrirane suspenzije spermija (u parnim
epididimisima) pomijeSane i razrijedene sa izluCevinama iz sporednih spolnih organa.
Vec¢inu volumena sperme €ine izlu€evine iz prostate 1 sjemenih vezikula (90%), dok ostali
dio ¢ine izlu€evine iz bulbouretralnih Zlijezda 1 epididimisa (10%). Pokretljivost, grada i
koncentracija spermija te sastav sjemene tekuéine iznimno su bitni za funkciju spermija

(Carlson 2013).



1.3. Ostecenja humanog spermija

Podaci dobiveni uobi¢ajenim metodama analize humanog ejakulata mogu dosta toga
re¢i o kvaliteti spermatogenetskih procesa koji odluc¢uju hoce li nastati funkcionalan spermij
sposoban za oplodnju. Koncentracija spermija, pokretljivost i grada povezani su sa
plodnos¢u in vivo 1 in vitro te pokazuju kakav je bio razvoj unutarstanicnih struktura
spermija tijekom spermatogeneze u testisima, sazrijevanja u epididimisu i sadrzaju sjemene
plazme (Evgeni i sur. 2014). Anatomske nepravilnosti spermija povezane su sa nekoliko
problema plodnosti, poput nepravilne grade glave spermija koja je povezana sa gubitkom

trudnoce, nepravilnog vrata ili repa koji mogu utjecati na pokretljivost (Carrel i1 sur. 2003).

Otklon od referentnih vrijednosti jednog ili viSe prethodno navedenih parametara
moze posluziti kao pokazatelj da je muSkarac neplodan (Andrade-Rocha i sur. 2003). Sama
kvaliteta spermija, kao i1 nastanak spermija, ovise o genetskoj pozadini i promjenama,
fizickim traumama te mnogim egzogenim i endogenim ¢imbenicima u testisima i okolnom
tkivu te sporednim organima koji ¢ine dio reproduktivnog trakta (WHO 2010). Usprkos
svemu, prisutnost loSeg spermiograma ne mora nuzno garantirati neplodnost, kao i Sto

normalni spermiogram ne mora garantirati uspjeSnu oplodnju (Nallella i sur. 2006).

Na temelju kvalitete spermija, ejakulat dijelimo prema slijede¢oj nomenklaturi:
aspermija - nema sperme; asthenozoospermija - postotak progresivno pokretnih spermija
ispod referentne granice; asthenoteratozoospermija - postotak progresivno pokretnih i
normalno gradenih spermija ispod donje referentne granice; asthenooligoteratozoospermija -
ukupni broj ili koncentracija te postotak progresivno pokretnih i normalno gradenih spermija
ispod donje referentne granice; azoospermija - nema spermija; kriptozoospermija - nema
spermija u svjeZim uzorcima, no prisutni su u centifugiranim kuglicama; hematospermija -
prisutnost eritrocita; leukospermija - prisutnost leukocita iznad dopusStene granice;
nekrozoospermija - niski postotak zivih 1 visoki postotak nepokretnih spermija;
normozoospermija - ukupni broj ili koncentracija, postotak progresivno pokretnih te
normalno  gradenih  spermija jednak ili iznad donje referentne  granice;
oligoasthenozoospermija - ukupan broj ili koncentracija te postotak progresivno pokretnih
spermija ispod donje referentne granice; oligoteratozoospermija - ukupan broj ili

koncentracija te postotak normalno gradenih spermija ispod donje referentne granice;



oligozoospermija - ukupan broj ili koncentracija spermija ispod donje referentne granice;
teratozoospermija - postotak normalno gradenih spermija ispod donje referentne granice

(WHO 2010).

1.3.1. Ostec¢enja DNA humanog spermija

Ostecenje DNA moZemo povezati sa sljede¢im glavnim mehanizmima (Slika 5):
odsustvo apoptoze tijekom mejoze [ rezultira neispravnim ejakuliranim spermijima;
neispravna kondenzacija kromatina tijekom spermiogeneze koja ukljucuje neispravnu
protaminaciju i nedovoljno pakiranje kromatina (Leduc i sur. 2008); post-testikularni
oksidativni stres nastao zbog neravnoteze izmedu reaktivnih kisikovih radikala 1
antioksidansa (Lin 1 sur. 2008); fragmentacija potaknuta endogenim kaspazama i
endonukleazama; uzajamni ucinci razliCitih patoloskih endogenih ili okoli$nih ¢imbenika
poput raka, lijekova (De Palma i sur. 2000), varicocela (French i sur. 2008), poviSena
tjelesna temperatura (Sergerie 1 sur. 2007), leukocitospermija (Saleh i sur. 2002), izloZenost
toksi¢nim agensima. Osim navedenog, varijacije i1 polimorfizmi u genima koji igraju klju¢nu
ulogu u procesima regulacije cjelovitosti genoma, mejotske rekombinacije, gametogeneze,

dovode do povecane DNA fragmentacije (Evgeni i sur. 2014).
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Slika 5. Glavni uzro¢ni ¢imbenici fragmentacije DNA spermija (Evgeni i sur. 2014).

1.3.1.1. Promjene strukture kromatina

Kromatin spermija je visoko kondenzirana i organizirana struktura koja se sastoji od
haploidne DNA 1 heterogenih proteina (Lin i sur. 2008). Ekstremno zbijene strukture
nastale medudjelovanjem DNA spermija 1 proteina omogucéuju visokostabilni 1
transkripcijski inertni kromatin. Prva biokemijska promjena je zamjena vecine somatskih
histona posebnim oblicima specifi¢nim za testise. Isto tako, vecina histona, ukljucujucéi i one
specifiCne za testise, sintetiziraju se prije i tijekom sastavljanja tranzicijskih proteina i
protamina, a neki su nuzni u procesu kondenzacije kromatina i reorganizacije genoma
(Martianov 1 sur. 2005). Tijekom spermiogeneze vecina histona se zamjenjuje specificnim
proteinima, ukljucujuéi i tranzicijske proteine (TNP), koji se s vremenom zamijene

protaminima. Tranzicijski proteini se veZu za DNA te istovremeno destabiliziraju



nukleosome i odrzavaju normalnu obradu protamina, ¢ime promicu kondenzaciju kromatina.
Tijekom prolaska spermija u epididimis, unakrsno povezivanje cisteinskih krajeva
protaminskih disulfidnih veza pojacava stabilizaciju nukleoprotaminskog kompleksa, koji se
mora dekondenzirati kod zrelog i zdravog spermija tijekom oplodnje i reorganizirati se u
nukleosomalnu strukturu. Dakle, organizacija DNA u jezgri spermija ne omogucéava samo
izvrsno pakiranje geneticke informacije da bi se sigurno prebacila u jajnu stanicu, veé
takoder dopusta preobrazbu u puno otpusteniju konfiguraciju kako bi geneticka informacija
bila pristupacnija zametku u razvoju. Oko 15% DNA spermija je povezano s histonima i
ostalim proteinima u standardnu nukleosomalnu strukturu, dok je 85% u obliku visoko

zbijenog nukleoprotaminskog kompleksa (Angelopoulou i sur. 2007).

Protamini su visokobazi¢ni proteini, otprilike dva puta manji od histona te u ljudi
nalazimo dva tipa - P11 P2 (Evgeni i sur. 2014). Protamini i tranzicijski proteini su produkti
jedinstvene ekspresije gena samo u germinativnim stanicama muskaraca. Ljudi 1 jo§ neki
sisavcl imaju dva tipa protamina - P1 1 P2, a njihov omjer je otprilike 1:1. Odstupanja u
navedenom omjeru, kao 1 odsustvo P2 mogu rezultirati neplodnos¢u (Balhorn i sur. 1999).
Abnormalna ekspresija protamina je povezana sa smanjenom brojnoSéu spermija,
smanjenom pokretljivosc¢u, losijom gradom, smanjenom moguénoscéu oplodnje i pove¢anom

ostecenju DNA (Aoki i sur. 2005).

Tijekom kondenzacije jezgre spermija dogada se mnogo promjena, ukljucujuci
topoloska preslagivanja, tranzicije DNA-vezujucih proteina, promjene u transkripciji te
gubitak nukleosomalne strukture. Endogena nukleaza stvara i1 spaja ureze na DNA lancima
tijekom srednje faze spermiogeneze, dok u zrelim spermijima nije prisutna (Spano i sur.
2005). Isto tako, bilo kakve promjene u epigenetickim mehanizmima, poput selektivnog
zadrzavanja 1 modifikacije histona, modifikacije transkripcijskih faktora i proteosoma, DNA

metilacije, mogu doprinijeti smanjenju funkcije spermija (Evgeni i sur. 2014).

Tijekom pakiranja kromatina aktivnost endogene nukleaze (topoizomeraza II) je bitna
za cijepanje, a zatim i za ligaciju ureza koji promicu protaminozu. Ti urezi smanjuju
torzijski stres i potpomazu preuredivanje kromatina tijekom zamjene histona protaminima
(McPherson 1 Longo 1993). Tranzicijski proteini u sisavaca su eksprimirani u veéim
koli¢inama u srednjim koracima spermiogeneze, $to se podudara s preuredenjem kromatina 1

ukljuéeni su u popravak jednolan¢anih DNA lomova; mogu stimulirati popravak
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jednolan¢anih lomova in vitro, kao 1 popravak UV induciranih DNA ozljeda in vivo;
sudjeluju u popravku nakon genotoksicnog napada te zbog toga imaju bitnu ulogu u
odrZavanju cjelovitosti muske haploidnosti (Caron i sur. 2001). Nakon vezanja tranzicijskih
proteina na DNA, transkripcija prestaje. Upravo taj prestanak transkripcije slijedi nakon
popravka DNA lomova i pocetka vezanja fosforiliranih protamina (male molekularne mase,
jako bazi¢ni, pakiranju DNA u volumen 20 puta smotaniji nego u jezgri somatskih stanica);
njihova fosforilacija omogucava ispravno vezanje na DNA, dok povecana kondenzacija

kromatina spermija slijedi nakon defosforilacije (Wouters-Tyrou i sur. 1998).

1.3.1.2. Apoptoza

Apoptoza (programirana stanicna smrt) je fizioloSki mehanizam kontroliranog
uklanjanja stanica, komplementarna, ali suprotna mitozi, nuzna za razvoj odredene
populacije stanica i odrzavanje homeostaze organizma tijekom odraslog zivota (Kerr i sur.
1972). Smrt zametnih stanica je nuZan proces tijekom normalnog razvoja kako bi na
ispravan nacin nastale gamete te sluzi kako bi se kontrolirao prekomjeran broj zametnih
stanica eliminirajuéi visak. Isto tako, moze se pojaviti kao odgovor na kontrolne tocke diobe
stanica te sudjelovati u uklanjanju oStecenih ili opasnih stanica (Baum i sur. 2005). Smrt
zametnih stanica koja se dogada tijekom normalne spermatogeneze u sisavaca, smatra se
odgovornom za gubitak otprilike 75% mogucéeg broja spermija. Dakle, programirana
stani¢na smrt igra bitnu ulogu u spermatogenezi. Spermiji unutar testisa sadrze manje DNA
oste¢enja, nego oni iz ejakuliranih spermija (Angelopoulou 1 sur. 2007). U ejakuliranim
spermijima opazeni su i apoptoza i nekroza, no nije jasno zadrzavaju li ejakulirani spermiji
mogucnost aktivacije apoptotske kaskade ili su opazeni apoptostski markeri u spermiju
ekspresija apoptostskog procesa koji je zapoceo prije same ejakulacije. Nadalje, tijekom in
vitro obrade, spermiji ne mogu ucéi u apoptotski put te su odstranjeni nekrozom

(Angelopoulou i sur. 2007).
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1.3.1.3. Oksidativni stres

Primarni izvor kisikovih reaktivnih vrsta (ROS) u sjemenoj plazmi su spermiji i
pretece leukocita. Nize razine kisikovih reaktivnih vrsta su potrebne za normalnu funkciju
spermija, sazrijevanje i akrosomalnu reakciju (de Lamirande i Gagnon 1995). U suprotnom
slucaju, neispravni spermiji i infiltriraju¢i leukociti (uglavnom zbog upala u podrucju testisa,
epididimisa ili prostate) proizvode visoke nivoe kisikovih reaktivnih vrsta, prelaze¢i zastitni
kapacitet sjemene tekucine. Posljedi¢ni oksidativni stres poveéava mogucnost DNA
osteCenja, S§to moze rezultirati slabom kvalitetom spermija, gubitkom sposobnosti
akrosomalne reakcije, poteSkocama pri fuziji spermija i oocite te slabijom plodnosti, in vivo
1 in vitro (Erenpreiss i sur. 2002). Peroksidacija nezasi¢enih masnih kiselina u membranama
spermija i DNA fragmentacija su ukljuceni u mehanizam pomocu kojeg kisikove reaktivne
vrste uzrokuju DNA oSteéenje 1 ometaju funkciju spermija (Kuhnert i Nieschlag 2004).
Analiza markera za oksidativni stres i apoptozu pokazuju znacajnu pozitivnu korelaciju
izmedu proizvodnje kisikovih reaktivnih vrsta, oksidativnog stresa i DNA oSte¢enja
(fragmentacija 1 prisutnost jednolancane DNA). Mitohondriji kao osnovni izvor kisikovih
reaktivnih vrsta ukljuceni su u aktivaciju proapoptotskih molekula, DNA fragmentaciju 1
apoptozu. Dok oksidativna oSte¢enja mitohondrijske DNA dovode do smanjene proizvodnje
ATP utjecuci tako na reproduktivnu sposobnost (bitan utjecaj na pokretljivost), oStecenje

jezgrine DNA je Stetno za gradu i funkciju spermija (Angelopoulou 1 Kyriazoglou 2005).

Varicocele (proSirenje vena spermatiénog pleksusa) su bitan uzrok muske neplodnosti,
iako su normalno prisutne u 15% muskaraca reproduktivne dobi (u¢inak na spermatogenezu
je jasan, etioloski mehanizmi jo§ uvijek nisu jasni). Infekcije genitalnog trakta mogu
uzrokovati oSte¢enje DNA spermija i povezane su s visokim razinama kisikovih reaktivnih
vrsta (Marmar 2001). Neplodni musSkarci s varicocelama u usporedbi sa kontrolnim
skupinama koje su prirodnim putem postigli trudnofu pokazuju znacajno viSe razine
osteCenja DNA spermija, zbog visoke razine kisikovih rektivnih vrsta i poviSene
intratestikularne temperature (Saleh 1 sur. 2003). Kisikove reaktivne vrste mogu biti
proizvedene i u sjemenim kanali¢ima pomocu citoplazmatskih kapljica sadrZanih u nezrelim
spermijima (Ollero 1 sur. 2001) te se ¢ini da je to ucestala osobina uzoraka spermija

neplodnih muSkaraca s varicocelama (Fischer i sur. 2003). Dakle, povisenje intratestikularne
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temperature je takoder uzrok DNA oStecenja (povecanje histon/protamin odnosa) (Evenson 1

sur. 2000).

1.4. Cilj istrazivanja

Cilj ovog istrazivanja je utvrditi kako su rezultati uobicajene metode analize
ejakulata (pokretljivost, koncentracija i grada) povezani s rezultatima analize fragmentacije
DNA spermija. Odnosno, utjece li oSteCenje DNA spermija na prethodno navedene

parametre te ako utjece, na koji nacin utjece.

Isto tako, bitno je i povezati Zivotne navike (konzumiranje duhanskih proizvoda,
lakih 1 teSkih droga, alkohola) ispitanika s kvalitetom spermija, kako bismo mogli dodatno
pozitivno utjecati na plodnost muskaraca i djelovati preventivho na moguca oSteCenja

spermija.

Upravo zbog svega prethodno navedenog vazno je razjasniti odnos izmedu
tradicionalne analize ejakulata i DNA fragmentacije spermija, upozoriti musSkarce na

moguce probleme uzrokovane nacinom zivota te ih dodatno obrazovati o njihovoj plodnosti.
U ovom istraZivanju je temeljna znanstvena pretpostavka (hipoteza) da su smanjena

pokretljivost, koncentracija i grada humanih spermija medusobno povezani s poveéanom

DNA fragmentacijom spermija.
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2. MATERIJALI I METODE

Ovo istrazivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu (klasa: 641-01/14-02/01), koje provjerava i nadzire jesu li u predloZzenom
znanstvenom istrazivanju na ljudskim ispitanicima poStivana i1 primijenjena eticka 1

profesionalna nacela kojih se svi istrazivac¢i moraju pridrzavati.

2.1. Ispitanici

Uzorak ejakulata je donirao 41 muSkarac, nakon §to su procitali Obavijest za
ispitanika u kojem je objaSnjena hipoteza, cilj i svrha istrazivanja te njihova uloga i rizici,
kao 1 tko organizira i tko je odgovoran za istrazivanje te u koju svrhu ¢e se rezultati
istrazivanja koristiti. Ispitanici su potpisali Suglasnost za ispitanika u kojoj izjavljuju da su
navedenog dana donirali uzorak, proc€itali Obavijest za ispitanika, dobrovoljno pristupili
istrazivanju, razumiju $to se od njih ocekuje te da zele i pristaju sudjelovati u navedenom

znanstvenom istrazivanju.
Tijekom uzimanja anamneze (konzumiranje alkohola, cigareta, Cannabis, dob)
ispitanici su dobili sterilnu ¢aSicu za uzorak ejakulata sa nasumic¢nim brojem pod kojim ce

se voditi njihov uzorak i podaci, kako bi se zastitio njihov identitet.

Od 41 uzorka, 37 uzoraka je proSlo kompletnu analizu. Jedan uzorak je pao na dno

spermnika za teku¢i dusik, a tri uzorka nismo mogli analizirati komet testom.
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2.2. Analiza ejakulata - spermiogram

Uzorci ejakulata su dobiveni masturbacijom nakon 2-7 dana apstinencije 1 ejakulirani
u Cistu 1 sterilnu plasticnu ¢aSicu (VWR, SAD), Sirokog otvora i netoksi¢nu za spermije.
Nakon sjemene likvefakcije (proces homogeniziranja ejakulata) analizirana je pokretljivost,
koncentracija i grada kroz jedan sat od same ejakulacije, prema napomenama WHO (World
Health Organization) 2010. Neobradeni ejakulat je cuvan u spremniku sa teku¢im dusikom
(MVE-XC3418, SAD) do obrade komet testom kako bismo ustanovili oSte¢enja DNA

spermija.

2.2.1. Odredivanje koncentracija spermija

Kako bi se zadrzala homogenost ejakulata, uzorak se resuspendira nekoliko puta
pomocu Sprice 1 ml (Terumo, Njemacka) 1 igle (0,9 x 50) ml (Tik, Slovenija), prije same
analize. Na DRM-600 (CELL-VU, SAD) predmetno stakalce za brojanje spermija nanese se
mikropipetom (LLG, Njemacka) 20 uL uzorka te se poklopi pokrovnicom sa komoricama
(CELL-VU, SAD) za brojanje (Slika 6). Uzorak se analizira na fazno-kontrastnom
mikroskopu (Nikon, Japan) (povecanje 200x), sa izoliranom koordinatnom mrezom (100
komorica, svaka 0,1 x 0,1 mm, odreduje se broj spermija u deset komorica te se ukupni broj

podijeli sa dva i dobije se koncentracija spermija u milijunima/ml) na pokrovnici.

Slika 6. Predmetno stakalce DRM-600 sa pokrovnicom sa komoricama za brojanje (CELL-VU, SAD).
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Donja granica za koncentraciju spermija iznosi 15 x 10° / ml (5. centil, 95% interval
pouzdanosti 12 - 16 x 10°). Oligozoospermija je stanje pri kojem je koncentracija spermija

manja od donje granice.

2.2.2. Odredivanje pokretljivosti spermija

Kategorije pokretljivosti spermija:

Progresivna pokretljivost (PR) - spermiji se aktivno gibaju, linearno ili u velikim
kruznicama, neovisno o brzini

Neprogresivna pokretljivost (NP) - svi oblici pokretljivosti s odsustvom
napredovanja; titranje glave, trzaji repa, plivanje u malim kruznicama

Nepokretljivost (IM) - bez kretanja

PR + NP - ukupna pokretljivost

Odreduje se kategorija pokretljivosti s prioritetom nepokretljivosti 1 neprogresivne
pokretljivosti jer spermiji s progresivhom pokretljivoS¢u brzo mijenjaju komorice, zbog
cega je iznimno teSko precizno odrediti njihovu brojnost. Nakon Sto se izbroje oni
nepokretni i neprogresivno pokretni, s obzirom da se prethodno izracunala koncentracija, po
formuli %(NP ili IM) = [N(NP) ili N(IM)/konc.] x 100 izra¢unamo postotak nepokretnih 1
neprogresivno pokretnih, nakon ¢ega oduzmemo zbroj tih postotaka od 100% i dobijemo

postotak progresivno pokretnih.

Donja granica za ukupnu pokretljivost (PR + NP) iznosi 40% (5. centil, 95% interval
pouzdanosti 38-42).

Donja granica za progresivnu pokretljivost iznosi 32% (5. centil, 95% interval
pouzdanosti 31-34). Asthenozoospermija je stanje pri kojem je postotak PR spermija ispod

donje granice.
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2.2.3. Odredivanje grade spermija

Kako bi se zadrzala homogenost ejakulata, uzorak se resuspendira nekoliko puta
pomocu Sprice 1 ml (Terumo, Njemacka) 1 igle (0,9 x 50)ml (Tik, Slovenija), prije same
analize. Na prethodno obojano DRM-900 predmetno stakalce (CELL-VU, SAD) za
odredivanje grade spermija nanese se mikropipetom (LLG, Njemacka) 20 puL uzorka te se
poklopi pokrovnicom (Biosigma, Njemacka). Uzorak se analizira na fazno-kontrastnom
mikroskopu (Nikon, Japan) (povecanje x400). Odreduje se broj ukupnih spermija u 400 i

izrazava se postotak normalnih prema formuli %(normalnih) = N(normalnih) x 100 / 400.

DRM-900 prethodno obojana predmetna stakalca sastoje se od uobicajenog
mikroskopskog predmetnog stakalca premazanog metilen plavom i krezil ljubi¢astom bojom

te su dizajnirana za brzo bojanje i odredivanje grade (glava, akromosom, rep) spermija.

Normalan spermij mora imati i glavu i rep normalne, a svaki grani¢ni oblici smatraju
se abnormalnima (Slika 7). Glava mora biti glatka, pravilno oblikovana, ovalnog oblika.
Akrosomalna regija mora biti jasno definirana zauzimajuéi 40-70% glave. Ne smije
sadrzavati velike vakuole, kao niti viSe od dvije male vakuole, koje ne smiju zauzimati vise
od 20% glave. Regija iza akrosoma ne smije sadrzavati vakuole. Srednji dio mora biti vitak,
pravilan 1 otprilike jednake duljine kao i glava. Glavna os srednjeg dijela mora biti
poravnata sa glavnom osi glave, a ostaci citoplazme se smatraju normalnima dok ne prelaze
volumen jedne trecine glave. Rep mora biti pravilan tijekom cijele duljine, tanji od srednjeg
dijela i dugacak otprilike 45 um; moZze biti zaobljen, no bez ostrih kutova koji bi mogli

upucivati na lom.
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10 microns

Slika 7. Obojani spermiji; 1 - normalan spermij, 2 - abnormalan spermij (>2 vakuole u glavi), 3 -

abnormalan spermij (suZena glava), 4 - normalan spermij, 5 - normalan spermij (WHO, 2010).
Donja granica za normalne spermije iznositi 4% (5. centil, 95% interval pouzdanosti

3,0-4,0). Teratozoospermija je stanje pri kojem je postotak normalnih spermija ispod donje

granice.
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2.2.4. Zamrzavanje ejakulata

Uzorci ejakulata od 1 ml su sakupljeni u krio cjev€ice 2ml (Greiner Bio-One, Austrija)
bez krioprotektanta te stavljeni u CryoFlex polietilenske cjevéice (Thermo Scientific Nunc,
SAD), kako bi se osigurala dodatna zaStita od kontaminacije moguéim patogenima (donori
nisu prosli pretrage na zarazne bolesti). Uzorci su zamrzavani bez krioprotektanta kako ne bi
utjecao na to¢nost komet testa (utiSavanje signala). Krio cjev¢ice 2 ml (Greiner Bio-One,
Austrija) se stave u CryoFlex polietilenske cjevéice (Thermo Scientific Nunc, SAD) te
zavare na krajevima termi¢kom obradom pomocu uredaja za zavarivanje plastike (Melag,
Njemacka). Tako osigurani uzorci se ostave 10 min na 10 cm od razine teku¢eg dusika
(-80 °C), nakon cega se urone u tekué¢i dusik (-196 °C) u za to predvidenim nosacima

(MVE, SAD), do potrebe za daljnjom analizom.

2.2.5. Odmrzavanje ejakulata

Prije same analize uzoraka, uzorci se izvade iz tekuceg duSika i ostave na sobnoj
temperaturi 1 min, izvade iz CryoFlex polietilenskih cjevéica (Thermo Scientific Nunc,
SAD) te urone u vodenu kupelj na 37°C dok se potpuno ne odmrznu. Nakon odmrzavanja
uzorci se pomijeSaju sa odredenim volumenom PBS-a kako bismo postigli Zeljeno

razrjedenje potrebno za analize koje slijede.
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2.2.6. Komet test

U ovom istraZivanju za utvrdivanje primarnih oSte¢enja DNA u spermijima koriStena
je izvedba komet testa u alkalnim uvjetima koji omogucuju specificno otkrivanje
jednolancanih lomova i mjesta osjetljivih na luzine (apurinska i apirimidinska mjesta nastala
kao posljedica oSte¢enja molekule DNA), pracenje popravka stanicne DNA te otkrivanje
stanica u apoptozi 1 nekroti¢nih stanica. Sve kemikalije koriStene u ovom komet testu su

proizvodaca Sigma, SAD.

Na bruSena predmetna stakla (Surgipath, SAD) nanese se sloj 1 %-—tne svjeZe
pripremljene otopine agaroze normalnog taliSta [NMP agaroze (od engl. normal melting
point)]. Nakon polimerizacije agaroze nanosi se sljedeci sloj koji se sastoji od 5 pL uzorka
spermija pomijeSanog sa 100 pL 0,5 %—tne agaroze niskog taliSta [LMP agaroze (od engl.
low melting point)]. Nakon desetominutnog hladenja na ledu nanosi se novi sloj 0,5 %—tne
LMP agaroze (100 pL) i ponovno ostavi na ledu 10 minuta. Zatim se uklanja pokrovnica
(Biosigma, Njemacka), a preparati uranjaju u hladnu otopinu za liziranje stani¢nih
membrana [100 mM Na,EDTA; 2,5 M NaCl ; 10 mM Tris—HCIL; 1% natrijev sarkozinat,
podesen na pH 10 s 1% Triton X-100, 10% DMSO (dimetil sulfoksid) i 0,05 mg/ml
proteinaza K dodana neposredno prije upotrebe] i drzi na temperaturi od 37 °C tijekom 24
sata. Nakon zavrSenog liziranja, preparati se posloZe u kadicu za elektroforezu (BIO-RAD,
SAD) napunjenu puferom [300 mM NaOH, 1 mM Na,EDTA], pH 13,5 i inkubiraju 20
minuta. To uzrokuje odmatanje DNA 1 otkrivanje mjesta osjetljivih na luzine. Elektroforeza
se vrsi tijekom 20 minuta u istom puferu istosmjernom strujom stalne jakosti od 300 mA i
napona 24 V. Neutraliziranje preparata nakon elektroforeze vrsi se ispiranjem s 0,4 M Tris—
HCI puferom (pH 7,5), tri puta po pet minuta. Nakon neutralizacije preparati se boje
etidijevim bromidom 20 pg/ml i pregledavaju pod epifluorescencijskim mikroskopom
(Opton, Njemacka) s ekscitacijskim filterom 515 nm — 560 nm uz povecanje 400 x te
koriStenje racunalnog sustava za analizu slike Comet assay IV (Perceptive Instruments Ltd.).
Mjeri se najmanje 50 kometa na kojima se utvrduju tri osnovna parametra: duZina repa
kometa, intenzitet repa i repni moment. Duzina repa kometa predstavlja najvecu udaljenost
na koju su otputovali najkra¢i odlomljeni fragmenti DNA; obi¢no se mjeri od sredine glave
kometa ili od ruba glave i izrazava u mikrometrima. Intenzitet repa oznacava postotak DNA

koja je migrirala u rep, a izrazava se u odnosu na ukupnu koli¢inu DNA u kometu. Repni
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moment se obi¢no definira kao umnoZzak duZine repa i % DNA u repu, a izraCunava ga

prethodno navedeni racunalni program.

Ostecenje DNA spermija <15% smatra se vrlo dobrim rezultatom, 15-30% dobrim

rezultatom, a >30% lo$im rezultatom (loSa kvaliteta spermija).

2.3. StatistiCka obrada

Statisticka obrada provesti ¢e se pomocu statistickog racunalnog softverskog paketa
STATISTICA 9.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, SAD; za Windows). Dobiveni rezultati biti ¢e
opisani parametrima deskriptivne statistike: medijanom, minimalnom i maksimalnom
vrijedno$¢u te standardnom devijacijom. Za normalizaciju rezultata, vrijednosti parametra
komet testa biti ¢e logaritmirane prije daljnje obrade. Za statistiCku obradu rezultata
dobivenih u istrazivanju komet testom koristi se test Break-down Anova analiza sa post hoc

Scheffeovom modifikacijom.

Statisticka obrada parametara utjecaja nafina Zivota na  kvalitetu spermija
(tradicionalna analiza ejakulata), parametara tradicionalne analize ejakulata i DNA
fragmentacije spermija provodi se two-tailed t-testom (p-vrijednost <0,05 smatra se
statisticki znaCajnom), dok se odnos izmedu DNA fragmentacije spermija i parametara

tradicionalne analize ejakulata provodi Pearsonovom korelacijom.
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3. REZULTATI

3.1. Korelacija DFI spermija i sjemenih parametara

Korelacija indeksa fragmentacije DNA (DFI) spermija i sjemenih parametara
istrazena je u 37 razli¢itih uzoraka ejakulata (Tablica 1). Stupanj korelacije je odreden
koeficijentom korelacije (r) i p-vrijednosti. Indeks fragmentacije DNA spermija raste
znacajno kako raste postotak normalne grade (r=0,3539, p=0,031643), dok za ostale sjemene
parametre (progresivna pokretljivost 1=-0,0037, p=0,98594; koncentracija r=0,1607,
p=0,342039; dob r=0,1654, p=0,327917) 1 DFI spermija nije utvrdena znacajna povezanost
(Slika 8).

Tablica 1. Svojstva i vrijednosti nativnog ejakulata ispitanika (n=37).

Med Min
DFI (%) 10,6 3,1
Progresivna pokretljivost (%) 42 0
Normalna grada (%) 22 3
Koncentracija (x10%/ml) 43 7
Dob (godina) 28 21

Med = medijan, Min = minimum, Max = maksimum, AS = aritmeticka sredina, SD = standardna devijacija.
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Slika 8. Korelacija izmedu sjemenih parametara i indeksa DNA fragmentacije (DFI) spermija utvrdena
koristeci alkalni komet test u 37 razli¢itih uzoraka ejakulata. A-povezanost DFI spermija i dobi pacijenta, B-
povezanost DFI spermija i normalne grade spermija, C-povezanost DFI spermija i progresivne pokretljivosti
spermija, D-povezanost DFI spermija i koncentracije spermija. p<0,05 smatralo se statisticki znacajno, r =

koeficijent.
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3.2. Kuvalitativni prag DFI spermija

Na temelju mogucée povezanosti cjelovitosti DNA spermija i tradicionalne analize
ejakulata, koristio se DFI od 15% kao kvalitativni prag oSte¢enja DNA spermija. Podijelivsi
37 uzoraka ejakulata u dvije grupe (<15% 1 >15%), utvrdeno je da nema statisticki znacajne

razlike izmedu sjemenih parametara u grupi <15% i u grupi >15% (Tablica 2).

Tablica 2. Povezanost grupa kvalitativnog praga DFI spermija na temelju sjemenih parametara. p<0,05
smatralo se statisti¢ki znacajnim. Vrijednosti sjemenih parametara su prikazane kao aritmeti¢ka sredina +

standardna devijacija.

. . . DFI spermija <15% | DFI spermija >15%
Sjemeni parametri
grupa grupa
Progresivna pokretljivost (%) 414+17,5 441+12,4
Normalna grada (%) 20,9 +9,0 26,6 £7,0
Koncentracija ( x 10%/ml) 40,3+ 194 473+7,2
Dob (godina) 274 +3,7 30,2 £8,1

NS = nije znacajno, S = znacajno, DFI = indeks fragmentacije DNA spermija.
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3.3. Usporedba normozoospermije sa dijagnozom

astheno/oligo/teratozoospermije

Na temelju moguce povezanosti sjemenih parametara uzoraka ejakulata sa dijagnozom
normozoospermije 1 dijagnozom subfertilnosti (astheno/oligo/teratozoospermija), podijeljeni
su uzorci u dvije grupe. Utvrdeno je da postoji znacajna statisti¢ka razlika izmedu navedenih
skupina kad su u pitanju progresivna pokretljivost i normalna grada, dok za ostale parametre

nije utvrdena statisticki znacajna razlika (Tablica 3).

Tablica 3. Povezanost grupe uzoraka sa astheno/oligo/teratozoospermijom i grupe sa normozoospermijom na
temelju sjemenih parametara. p<0,05 smatralo se statisticki znacajnim. Vrijednosti sjemenih parametara su

prikazane kao aritmetic¢ka sredina + standardna devijacija.

Dijagnoza grupe
. Astheno/oligo/ y
Parametri | Normozoospermija
teratozoospermija
DNA u repu kometa
12,6 + 13,3 13,6 £ 14,0
(%)
Duljina repa kometa
13,4 +£3,6 13,0+ 4,1
(um)
Repni moment (%) 1,1+£14 1,2+1,5

NS = nije znacajno, S = znacajno.
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3.4. Zivotne navike

Na temelju moguée povezanosti Zivotnih navika i1 sjemenih parametara, podijeljeni su
uzorci ejakulata u slijede¢e grupe: osobe koje konzumiraju >10 cigareta dnevno, >2
alkoholna pi¢a dnevno, >10 cigareta i >2 alkoholna pi¢a dnevno, Cannabis >3 puta tjedno.
Navedene grupe su usporedene sa kontrolnim grupama uzoraka ejakulata muSkaraca koji ne
konzumiraju cigarete, alkohol 1 Cannabis (Tablica 4). Utvrdena je statisticki znacajna
razlika izmedu grupe >2 alkoholna pi¢a dnevno i kontrolne grupe na temelju progresivne
pokretljivosti 1 koncentracije; izmedu grupa >10 cigareta dnevno i >2 alkoholna pi¢a dnevno
te kontrolne grupe na temelju progresivne pokretljivosti. Kod ostalih grupa na temelju

sjemenih parametara nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika (Tablica 5).

Tablica 4. Povezanost zivotnih navika i sjemenih parametara (prikazane kao aritmeticka sredina + standardna

devijacija).
Zivotne
navike
CIG grupa 13,0+ 6,4 41,9 +13,1 19,7+9.4 44,7 £14,7 27,4+ 4,3
ALK grupa 14,1 £6,7 34,5+ 16,1 21,7 +8,8 34,6+ 15,7 27,6 £5,2
CIG +ALK
13,3+ 6,6 36,4 £15,8 20,2 9,1 38,7+ 16,8 27,3+ 4,5
grupa
CBS grupa 17,3+ 10,3 42,1 +16,2 26,9+ 7.6 38,4+ 13,5 26,9 £5.6
Kontrolna
12,9+ 9,6 47,9 +£13,8 242 7.7 47,2 £16,6 29,3+ 6,7
grupa

DFI = indeks fragmentacije DNA spermija, CIG=>10 cigareta dnevno, ALK = >2 alkoholna pi¢a dnevno, CIG

+ ALK =>2 cigarete dnevno + >2 alkoholna pi¢a dnevno, CBS = >3 puta tjedno Cannabis.
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Tablica 5. Povezanost grupe odredenih zivotnih navika sa kontrolnom grupom na temelju sjemenih

parametara. p<0,05 smatralo se statisticki zna¢ajnim.

Sjemeni parametri

.. . DFI Progresivna
Zivotne navike y » Normalna grada | Koncentracija | Dob
spermija pokretljivost

CIG grupa /

Kontrolna grupa

ALK grupa /

Kontrolna grupa

CIG + ALK grupa /

Kontrolna grupa

CBS grupa /

Kontrolna grupa

NS = nije znacajno, S = znacajno, DFI = indeks fragmentacije DNA spermija. CIG= >10 cigareta dnevno,
ALK = >2 alkoholna pi¢a dnevno, CIG + ALK = >2 cigarete dnevno + >2 alkoholna pi¢a dnevno, CBS = >3

puta tjedno Cannabis.
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4. RASPRAVA

Muska neplodnost je povezana sa slabom cjelovitosti DNA spermija te je predloZzeno
da takve DNA abnormalnosti mogu utjecati na razmnozavanje parova prirodnim putem, kao
1 medicinskom oplodnjom. Isto tako, fragmentirana DNA je Cesta pojava kod parova koji
imaju ponavljajuce pobacaje (Bungum i sur. 2004; Virro i sur. 2004). Takoder postoji 1 jak
klinicki dokaz da kombinacija povecane fragmentacije DNA spermija zajedno sa
standardnim sjemenim parametrima imaju jasan utjecaj na reproduktivnu moguénost
(Angelopoulou 1 sur. 2007; Li i1 sur. 2005). Nadalje, za vrijednosti DNA fragmentacije
spermija iznad 10% postoji znafajna negativna korelacija sa uspjeSnim oplodnjama
(Benchaib i sur. 2003). Neke studije su pokazale da nema jasnog odnosa izmedu DNA
fragmentacije spermija i reproduktivnog ishoda. S obzirom da genom zametka nije izraZen
sve do nakon druge podjele blastociste, logi¢no je zakljuciti da oSte¢enje DNA spermija ne
utjec¢e na oplodnju ili razvoj embrija do navedenog trenutka. Odnosno, samo oStecenje DNA
spermija ne utjece na nastanak zametka, ve¢ na daljnji razvoj i sudbinu ploda (Benchaib i
sur. 2007; Acharyya i sur. 2005; Angelopoulou i sur. 2007).

U zadnjih nekoliko godina mnoge studije su pokuSale objasniti povezanost DNA
fragmentacije spermija 1 uobicCajenih sjemenih parametara, dovode¢i do dvosmislenih
rezultata. Veéina studija su utvrdile obrnutu povezanost fragmentiranosti DNA 1 kvalitete
spermija za koncentraciju, pokretljivost, gradu i dob (Acharyya i sur. 2005; Wyrobek i sur.
2006). Znacajna obrnuta povezanost je ustanovljena izmedu postotka normalno gradenih
spermija 1 fragmentacije DNA. Nepravilni kromatin i puknuca lanaca DNA povezani su sa
teSkim oblicima nepravilne grade, poput megalocefalije i viSestrukih repova sa disomijom.
Isto tako, specificni uzorci grade, poput suzenih glava koje su povezane sa gubitkom
trudnoce, takoder pokazuju znatnu fragmentiranost DNA spermija (Evgeni 1 sur. 2014). S
druge strane, neke studije nisu utvrdile znacajnu povezanost izmedu tradicionalnih sjemenih
parametara (grada, pokretljivost, koncentracija, dob) i fragmentacije DNA (Lin i sur. 2008;
Xia 1 sur. 2005; Karydis 1 sur. 2005). Spermiji sa normalnim karakteristikama prema WHO
imali su oSte¢enu DNA (Sakkas i Alvarez 2010; Huszar i sur. 2007; Benchaib i sur. 2007).
Isto tako, specificne grupe pacijenata nisu imale loSe tradicionalne sjemene parametre, a
imali su kromosomske aberacije i sli¢no (Sun 1 sur. 2006). U ovome istrazivanju utvrdeno
je da DFI spermija raste znacajno kako raste postotak normalno gradenih spermija, dok za

korelaciju izmedu DFI spermija i progresivne pokretljivosti, koncentracije i dobi pacijenta
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nije utvrdena statisticka znacajnost. OSte¢enje DNA je znacajno povecano kod muskaraca
sa loSom kvalitetom ejakulata naspram onih s normalnim uzorcima ejakulata. Vrijednosti
pokretljivosti, grade i1 koncentracije kod uzoraka sa oSte¢enjem DNA <15% znacajno su
viSe, nego kod uzoraka sa oSte¢enjem >15%. Takve spoznaje su slicne izvjeStajima kod
kojih su spermiji loSije kvalitete karakteristicni za veca oSte¢enja DNA (Caglar 1 sur. 2007,
Kalthur 1 sur. 2008). Izmedu grupa <15% 1 >15% DFI spermija u ovome istraZivanju nema
statisticki znacajne razlike u progresivnoj pokretljivosti, koncentraciji 1 gradi spermija te
dobi pacijenta. Kvalitativne grupe sjemenih parametara (prema WHO smjernicama) nisu
pokazale statisticki znacajne razlike na temelju DFI spermija.

Pacijenti sa subfertilnom dijagnozom, odnosno bilo kojim kombinacijama
astheno/oligo/teratozoospermije, pokazali su statisticki znafajno veéi DFI spermija, u
odnosu prema pacijentima sa normozoospermijom (Chi i sur. 2011; Shamsi 1 sur. 2009); dok
u naSem istrazivanju pacijenti sa subfertilnom dijagnozom nisu pokazali nikakvu statisticki
znacajnu razliku naspram onih sa normozoospermijom na temelju postotka DNA u repu
kometa, a statisticki znacajna razlika je uocena na temelju duljine kometa i repnog
momenta.

Skupine pacijenata koji svakodnevno konzumiraju duhanske proizvode, naspram
skupine koja ne konzumira duhanske proizvode, nisu pokazale statisti¢ki znacajne rezultate
prema sjemenim parametrima niti znacajnu korelaciju prema DFI spermija §to je u skladu sa
nekim istrazivanjima (Wogatzky 1 sur. 2012; Oldereid 1 sur. 1992). S druge strane, neka
istrazivanja pokazuju znacajno smanjenje pokretljivosti, losiju morfologiju te povecanje DFI
spermija za skupine pacijenata koji svakodnevno konzumiraju duhanske proizvode (Mitra i
sur. 2012; Wegner i sur. 2010).

Svakodnevno konzumiranje alkohola nije pokazalo Stetan utjecaj na kvalitetu spermija
niti znacajnu razliku naspram pacijenata koji ne konzumiraju alkohol (Wogatzky i sur. 2012;
Oldereid 1 sur. 1992), dok je znafajno smanjenje kvalitete spermija kod konzumenata
alkohola, smanjenjem pokretljivosti i normalne grade te poveCanjem DFI spermija,
ustanovljeno kod Mitre i sur. (2012) te Wegnera 1 sur. (2010). Ovo istraZivanje je utvrdilo
znacajne razlike izmedu konzumenata i nekonzumenata alkohola prema pokretljivosti i
koncentraciji spermija, odnosno kod konzumenata alkohola progresivna pokretljivost 1
koncentracija spermija su znacajno smanjeni.

Pacey i sur. (2014) su utvrdili da konzumiranje pripravaka biljke Cannabis znatajno
negativno utjeCe na kvalitetu spermija, a Povey 1 sur. (2012) su utvrdili da ne utjeCe

znacajno na kvalitetu spermija. Zanimljivo je da su u oba istrazivanja u grupu korisnika
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pripravaka biljke Cannabis stavljali ispitanike koji su jednom ili svakodnevno u tri mjeseca
koristili isto, Sto je neprihvatljivo zbog neuniformnosti grupe (prevelika je razlika u
frekvenciji konzumiranja, a time i u ucinku na organizam), kao i da su oba voditelja
istrazivanja sudjelovali u oba istrazivanja. Ovo istrazivanje je pokazalo da nema statisticki
znacajnih rezultata sjemenih parametara izmedu skupine konzumenata pripravaka bilje
Cannabis tri ili viSe puta tjedno, naspram skupine koja ne konzumira Cannabis.

Prethodno navedeni rezultati su veoma razliciti i dvosmisleni zbog viSe razloga:

- razliCitost metoda koriStenih za odredivanje cjelovitosti DNA spermija; vecina
studija odreduje oSteenje DNA razliCitim metodama, ¢ime uglavnom utvrduju razlicita
glediSta oSte¢enja DNA 1 ne daju uvijek usporedive rezultate

- razliCitost kriterija i metodologije primijenjene u analizi tradicionalnih sjemenih
parametara; razliCite tehnike se koriste za odredivanje brojnosti spermija (komorice za
brojanje) i za odredivanje grade spermija (ve¢ obojana stakalca ili razli¢ite metode bojenja),
Sto utjeCe na preciznost rezultata; isto tako, koriStenje razli¢itih smjernica (npr. WHO 1999
ili WHO 2010) u mnogim studijama mozZe rezultirati zbunjenoS¢u u referentnim granicama
koje odreduju "normalno"

- kontrola kvalitete pri analizi sjemenih parametara; rijetko se spominje u studijama
analize ejakulata jesu li laboratoriji prosli vanjska testiranja kvalitete, kako bi se osigurala
preciznost, pouzdanost i umanjila subjektivnost rezultata

- nedostatak uniformnosti u kriterijima odabira populacijskih grupa jer razliite
podgrupe pacijenata ne mogu uvijek biti usporedive

U svjetlu znanstvenih podataka akumuliranih tijekom posljednjih desetlje¢a u pogledu
vaznosti cjelovitosti DNA spermija muSkog reproduktivnog potencijala, standardiziran i
detaljan pregled oSteCenja DNA spermija moZe s pravom biti ukljucen u sveobuhvatnu
analizu neplodnosti para. Poznato je kroz klinicko iskustvo i studije da postoje varijacije u
koncentraciji spermija, kako unutar pojedine jedinke, tako i izmedu razli¢itih jedinki iste
vrste. Upravo zbog navedenoga trebalo bi analizirati viSe uzoraka ejakulata pojedine jedinke
kako bismo dobili pouzdaniji rezultat kvalitete spermija (Mallidis i sur. 2009, MacLeod 1
Gold 1956, Carlsen i sur. 2004). Dakako, dogovor o razli¢itim pitanjima koja se odnose na
izbor optimalnog testa te protokole i najvaznije pragove koji ¢e odrediti klini¢ki znacaj 1
prognosticku vrijednost rezultata jo§ treba rijeSiti. Dakle, buduénost dijagnostike muske
neplodnosti lezi na ucinkovitoj kombinaciji informacija dobivenih od tradicionalnih

sjemenih parametara i cjelovitosti genoma spermija.
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5. ZAKLJUCCI

Indeks fragmentacije DNA spermija znacajno raste kako raste postotak normalno

gradenih spermija.

Indeks fragmentacije DNA spermija ne pokazuje znacajnu korelaciju prema

progresivnoj pokretljivosti i koncentraciji spermija te dobi ispitanika.

Indeks fragmentacije DNA spermija ne utjece na progresivnu pokretljivost, normalnu
gradu i koncentraciju spermija te nema znacajne razlike u DFI spermija kad je u pitanju dob

ispitanika. Isto tako, navedeni sjemeni parametri na utje¢u na DFI spermija.

Dob ispitanika ne utjece na kvalitetu sjemenih parametara.

Konzumiranje viSe od dva alkoholna pi¢a dnevno znafajno smanjuje progresivnu
pokretljivost 1 koncentraciju spermija, dok na normalnu gradu i indeks fragmentacije DNA

spermija ne utjece znacajno.

Konzumiranje viSe od deset cigareta dnevno, kao i konzumiranje pripravaka biljke

Cannabis vise od tri puta tjedno, ne utjece znacajno niti na jedan od sjemenih parametara.
Istovremeno konzumiranje vise od dva alkoholna pi¢a dnevno i viSe od deset cigareta

dnevno znacajno smanjuje progresivnu pokretljivost spermija, dok na ostale sjemene

parametre ne utjeCe znacajno.
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7. PRILOZI

7.1. Obavijest za ispitanika

SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI FAKULTET

ETICKO POVJERENSTVO
Prilog T1: Obavijest za ispitanika

Postovani/postovana,

Pozivamo Vas da u svojstvu ispitanika sudjelujete u znanstvenom istrazivanju ¢iji je glavni
cilj istraziti medusobnu povezanost DNA fragmentacije humanih spermija s gradom,
pokretljivos¢u 1 koncentracijom. To istrazivanje se provodi u sklopu diplomskog rada.
Voditelji projekta su izv. prof. dr. sc. Vesna Benkovi¢, Zavod za animalnu fiziologiju,
Bioloski odsjek, Prirodoslovno-matematicki fakultet SveuciliSte u Zagrebu 1 dr. sc. Patrik
Stani¢, Odjel za metode pomognute oplodnje, Zavod za humanu reprodukciju, Klinike za
zenske bolesti 1 porode, KBC Zagreb, a predvideno trajanje projekta je od 15.6.2014. do
15.8.2014. Projekt se provodi u Poliklinici "Skvorc" i na Zavodu za animalnu fiziologiju
Bioloskog odsjeka Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta (PMF) SveuciliSta u Zagrebu, a

financiran je od strane Poliklinike "Skvorc" i PMF-a.

Vase sudjelovanje u istrazivanju treba se temeljiti na jasnom razumijevanju ciljeva
istrazivanja 1 nacina i postupaka za njegovo provodenje te mogucih koristi ili rizika za Vas
kao ispitanika. Stoga Vas molimo da, prije donoSenja odluke, pazljivo procitate i proucite
ovu obavijest, a ako u njoj naidete na bilo kakve nejasnoce ili nepoznate rijeci i izraze da o
tome pitate istrazivace 1 lijecnike koji u istrazivanju sudjeluju i duZni su Vam 1 spremni

odgovoriti na svako pitanje.
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OPIS KLJUCNOG PROBLEMA 1 HIPOTEZE ISTRAZIVANJA

U ovom radu se istrazuje plodnost u muskaraca, odnosno istraZzuje se kako su uobicajene
metode analize ejakulata povezane s analizom DNA fragmentacije spermija, kao i povezati
zivotne navike ispitanika s kvalitetom spermija.

Stoga je u ovom istrazivanju temeljna znanstvena pretpostavka (hipoteza) istraZivaca da je
smanjena pokretljivost, koncentracija i grada humanih spermija medusobno povezana s

povecanom DNA fragmentacijom spermija.

CILJ I SVRHA ISTRAZIVANJA
Istrazivati ¢e se kvaliteta humanog ejakulata, a VaSe osobno sudjelovanje je bitno jer ¢e i
parametri analize VaSeg uzorka ejakulata pridonijeti pouzdanijim rezultatima ovog

istrazivanja. Osobno Cete saznati i neSto viSe o svojoj plodnosti.

ULOGA VAS KAO ISPITANIKA U ISTRAZIVANJU

Vasa uloga je dati uzorak ejakulata (vrijeme apstinencije 2-7 dana) i odgovoriti na nekoliko
pitanja kako bismo saznali za istraZivanje bitne specificnosti vaseg nacina Zivota. Odnosno,
student koji radi diplomski rad ispitat ¢e Vas o nacinu zivota, dati Vam caSicu za uzorak
ejakulata te se dogovoriti kad ¢ete uzorak donijeti na analizu. Vasim podacima i uzorku ¢e
biti dodijeljen nasumi¢ni broj kako bi se zastitio Va§ identitet, a povezanost tog broja i Vas
¢e znati samo voditelji diplomskog rada te ovisno o VaSim Zeljama obavijestiti Vas o
rezultatima 1 tijeku istraZzivanja. Na uzorku ejakulata ¢e se odrediti grada, pokretljivost 1
koncentracija spermija u Poliklinici Skvorc, a DNA fragmentacija spermija na Zavodu za

animalnu fiziologiju BioloSkog odsjeka PMF-a.

KOJE SU ZA VAS MOGUCE PREDNOSTI I KORISTI OD SUDJELOVANIJA?

Rezultati analiza ¢e Vam biti pokazatelj stanja VaSe plodnosti. U slu¢aju smanjene plodnosti
mozete zatraziti pomo¢ strucnjaka i povecati vjerojatnost uspjeSne oplodnje, kao i1 izbjeci
mogucée dodatno iznenadenje i stres pri pokuSavanju zaceca. Analize ¢e se obaviti 0 naSem

trosku, ¢ime nemate financijskog opterecenja.
KOJI SU ZA VAS MOGUCI RIZICI SUDJELOVANIJA U ISTRAZIVANJU?

Ovo istrazivanje ne donosi nikakav rizik za VaSe zdravstveno stanje. Jedino moze izazvati

stres ako rezultati analize ne budu kakve biste o¢ekivali.
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POSTOJE LI DRUGI LIJEKOVI, DRUGE DIJAGNOSTICKE METODE ILI DRUGI
OPERATIVNI PRISTUPI?

Grada, koncentracija i pokretljivost spermija ¢e se obavljati prema WHO smjernicama o
analizi humanih spermija, a DNA fragmentacija pomocu komet testa koji je pouzdan i

uéinkovit.

MORATE LI SUDJELOVATI U ISTRAZIVANJU?

Vi ¢ete u potpunosti slobodno i1 samostalno odluciti hocete li u ovom istrazivanju sudjelovati
ili ne. Vase sudjelovanje je dragovoljno i u bilo koje vrijeme, bez navodenja razloga, imate
se pravo bez ikakvih posljedica povuéi iz istrazivanja. Ako odlucite prekinuti svoje
sudjelovanje u istraZivanju, lijepo Vas molimo da o tome na vrijeme obavijestite voditelja

projekta i njegove suradnike.

POVIJERLJIVOST I PRAVO UVIDA U DOKUMENTACIJU

Svi Vasi osobni podaci biti ¢e pohranjeni i obradivani u elektroni¢kom obliku, a voditel;
projekta 1 njegovi suradnici su duzni u potpunosti postivati propisane postupke za zastitu
osobnih podataka. U bazu podataka Vi Cete biti uneseni prema inicijalima imena i
prezimena i1 pomocu nasumicnog broja (koda). VaSu medicinsku dokumentaciju ¢e
pregledavati samo voditelji ovog istrazivanja u svrhu diplomskog rada, a Vase ime nikada
nece biti otkriveno tre¢im osobama. Pristup VaSoj dokumentaciji mogu imati i predstavnici
Etickog povjerenstva u ustanovi u kojoj se lijecite (lokalno eticko povjerenstvo) te
predstavnici Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta, koje je odgovorno za odobravanje

1 nadzor nad provodenjem ovog istrazivanja.

ZA STO CE SE KORISTITI PODACI DOBIVENI U OVOM ZNANSTVENOM
ISTRAZIVANJU?

Podaci dobiveni u ovom znanstvenom istrazivanju koristiti ¢e se u svrhu izrade diplomskog
rada, ali 1 u svrhu daljnjeg razvoja i unapredenja znanosti. Stoga se ocekuje da se ti podaci
objave u odgovaraju¢im znanstvenim ¢asopisima i publikacijama. Pri tome ¢e Va$ identitet

ostati u potpunosti anoniman i zasti¢en.
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TKO ORGANIZIRA I FINANCIRA OVO ISTRAZIVANJE?
Ovo istrazivanje financira Poliklinika "Skvorc" i Prirodoslovno-matematicki fakultet

Sveucilista u Zagrebu.

TKO JE ODOBRIO OVO ISTRAZIVANIJE?

Ovo istrazivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta SveuciliSta u
Zagrebu, nakon temeljite analize dostavljenog prijedloga istrazivanja 1 pratece
dokumentacije. Istrazivanje se provodi u skladu sa svim primjenljivim smjernicama ciji je
cilj osigurati pravilno provodenje istraZivanja te sigurnost osoba koje u njemu sudjeluju,

ukljucujuci «Osnove dobre klinicke prakse» i1 «Helsinsku deklaraciju».

KOGA MOZETE KONTAKTIRATI ZA DODATNE OBAVIJESTI I UPITE?
Ako su Vam potrebne bilo kakve dodatne informacije, ili imate dodatnih pitanja, slobodno

se obratite voditelju projekta ili njegovim suradnicima, kako slijedi:

izv. prof. dr. sc. Vesna Benkovi¢
SveuciliSte u Zagrebu
Prirodoslovno-matematicki fakultet
Bioloski odsjek

Zavod za animalnu biologiju
Rooseveltov trg 6, 10000 Zagreb
Tel: 385 (01) 4877-708

Dr. sc. Patrik Stani¢, dipl. inZ. biol.
Zavod za humanu reprodukciju
Klinike za Zenske bolesti i porode
Klini¢kog bolni¢kog centra Zagreb
Petrova 13, 10 000 Zagreb

Tel: 385 (01) 4604-765

Fax: 385 (01) 2376 267
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Ante Sevo

‘Bioloski odsjek
Prirodoslovno-matematicki fakultet
Sveuciliste u Zagrebu

Tel: 385 (098) 9033-645

TKO CE JOS BITI OBAVIJESTEN O OVOM ISTRAZIVANJU?
O VaSem sudjelovanju u ovom znanstvenom istraZivanju biti ¢e obavijeSten 1 Vas obiteljski
lijecnik (ako je rije¢ o ispitaniku koji je psihijatrijski pacijent, obavijest o sudjelovanju mora

dobiti 1 odrasli ¢lan obitelji).

O VASOJ PISANOJ SUGLASNOSTI ZA SUDJELOVANIJE U OVOM ISTRAZIVANJU
Preslik dokumenta (potpisne stranice) koji trebate potpisati ako pristajete sudjelovati u ovom
istrazivanju dobit ¢ete Vi i1 voditelj istrazivanja. Izvorni primjerak dokumenta ¢e zadrzati 1

cuvati voditelj istraZivanja.

Hvala Vam §to ste procitali ovaj dokument i1 razmotrili moguénost VaSeg sudjelovanja u

ovom znanstvenom istrazivanju.

Oba obavijest je sastavljena u skladu s odredbama Zakona o zdravstvenoj zastiti Republike

Hrvatske (NN 121/03) 1 Zakona o pravima pacijenata Republike Hrvatske (NN 169/04).

Napomena: Prilikom predaje dokumentacije za Eti¢ko povjerenstvo Medicinskog fakulteta,
ovu Obavijest za ispitanika 1 Potpisnu stranicu njegove Suglasnosti za sudjelovanje u

istrazivanju MORA potpisati voditelj istrazivanja.
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7.2. Suglasnost za ispitanika

SVEUCILISTE U ZAGREBU
MEDICINSKI FAKULTET
ETICKO POVJERENSTVO

Prilog T2:

Suglasnost za sudjelovanje odraslog ispitanika u istraZivanju humanog ejakulata

1. Potvrdujem da sam dana u procitao/procitala Obavijest za

ispitanika za gore navedeno znanstveno istrazivanje te sam imao/imala priliku

postavljati pitanja.

2. Razumijem da je moje sudjelovanje dragovoljno i da se iz sudjelovanja u istrazivanju

mogu povuci u bilo koje vrijeme, bez navodenja razloga i bez ikakvih posljedica za

moje zdravstveno stanje ili pravni status.

3. Razumijem da mojoj medicinskoj dokumentaciji pristup imaju samo odgovorne

osobe, to jest voditelj istrazivanja 1 njegovi suradnici te ¢lanovi Eti¢kog povjerenstva

ustanove u kojoj se istrazivanje obavlja i Eti¢kog povjerenstva koje je odobrilo ovo

znanstveno istrazivanje. Tim osobama dajem dopuStenje za pristup mojoj

medicinskoj dokumentaciji.

4. Pristajem da moj obiteljski lije¢nik (odnosno ¢lan obitelji) bude upoznat s mojim

sudjelovanjem u navedenom znanstvenom istrazivanju.

5. Zelim i pristajem sudjelovati u navedenom znanstvenom istrazivanju.

Ime 1 prezime ispitanika:
Vlastoruéni potpis:

Mjesto 1 datum:
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Ime 1 prezime osobe koja je vodila postupak Obavijesti za ispitanika 1 Suglasnosti za

sudjelovanje:
Ime 1 prezime voditelja projekta:

Vlastoruéni potpis:

Mjesto 1 datum:
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8. ZIVOTOPIS

Osobni podaci: Ante Sevo, 19.7.1985
Zumberacka 15, 10430 Samobor (Croatia)
+385989033645

sevoan@me.com

Obrazovanje: 03.10.2012. - 24.09.2014. Magistar Molekularne Biologije
PMF (Biologija), Zagreb (Croatia)
14.07.2008. - 14.09.2012. Prvostupnik Molekularne Biologije
PMF (Biologija), Zagreb (Croatia)
19.07.2005. - 11.10.2007. Doktor Medicine
Medicinski Fakultet, Zagreb (Croatia)
13.07.2004. - 18.07.2005. Profesor Matematike i Fizike
PMF (Matematika), Zagreb (Croatia)
04.07.2000. - 18.05.2004.

Gimnazija A. G. MatoSa, Samobor (Croatia)

Osobne vijestine:

- hrvatski (materinski), engleski (C1), njemacki (A2), talijanski (A1)

- timski rad, komunikativnost, kreativnost, upornost, organizacijske sposobnosti

- Windows i MacOS

- tenis, standardni i latinsko-americki plesovi, crossfit, kyokushin karate, shotokan karate,
odbojka, teretana, plivanje, glazbena skola (saksofon)

- vozacka dozvola B kategorije
Ostalo:

- demos kolegija Animalne fiziologije i Laboratorijskih Zivotinja u bioloSkim istrazivanjima

- "No¢ biologije", "Case study competition", "App start contest"
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