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Popis oznaka i kratica 

 

DNA – deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid) 

TP – tranzicijski proteini 

P1/P2 – protamin 1/protamin 2 

MPO – medicinski potpomognuta oplodnja 

RNA – ribonukleinska kiselina (engl. ribonucleic acid) 

GlcNAc – N-acetilglukozamin 

Asn – asparagin 

Man – manoza 

ER – endoplazmatski retikulum 

GA – Golgijev aparat 

Glc – glukoza  

HH – hipogonadotropni hipogonadizam 

SZO – Svjetska zdravstvena organizacija 

FSH – folikulostimulirajući hormon 

LH – luteinski hormon 

IVF – izvantjelesna oplodnja (engl. in-vitro fertilization) 

ICSI – intracitoplazmatsko injektiranje spermija (engl. intracytoplasmic sperm injection) 

ROS – reaktivni kisikovi radikali (engl. reactive oxygen species) 

SDF – fragmentacija DNA spermija (engl. sperm DNA fragmentation) 

SCSA – esej strukture kromatina spermija (engl. sperm chromatin structure assay) 

SCD – kromatinska disperzija spermija (engl. sperm chromatin dispersion) 

TUNEL – engl. terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick-end labeling 

ED – endokrini disruptori 

CASA – računalno potpomognuta analiza sjemena (engl. computer-aided sperm analysis) 

AB – anilin-plavo (engl. aniline blue) 

PBS – fosfatni pufer (engl. phosphate buffered saline) 

ACN - acetonitril 

BMI – indeks tjelesne mase (engl. body mass index) 

DFI – indeks fragmentacije DNA (engl. DNA fragmentation index) 

HILIC-UPLC – tekućinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti temeljena na hidrofilnim 

interakcijama (engl. hydrophilic interaction liquid chromatography - ultra-high-performance 

liquid chromatography) 



    
 

 

rpm – okretaji u minuti (engl. revolutions per minute) 

SPGP – glikanski pik sjemene plazme (engl. seminal plasma glycan peak) 

N – normozoospermija  

PAT – skupina s patološkim parametrima sjemena 

A – astenozoospermija  

O – oligozoospermija  

OA – oligoastenozoospermija  

CI – interval pouzdanosti (engl. confidence interval) 

LC-MS – tekućinska kromatografija spregnuta sa spektrometrijom masa (engl. liquid 

chromatography–mass spectrometry) 
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1. UVOD 

 

1.1. Spermatogeneza 

 

Testis je parni reproduktivni organ smješten u skrotumu koji ima endokrinu funkciju 

proizvodnje spolnih hormona te egzokrinu otpuštanja zrelih spermija ili spermatozoida. Sastoji 

se od sjemenih kanalića u kojima se odvija spermatogeneza te intersticijskog odjeljka građenog 

od rahlog vezivnog tkiva s mnogo krvnih i limfnih žila te živčanih vlakana. Unutar 

intersticijskog odjeljka nalaze se još i mnogobrojne Leydigove stanice, koje provode proces 

steroidogeneze odnosno proizvodnje glavnog muškog hormona testosterona. 

S druge strane, sjemeni kanalići čine 60-80 % volumena testisa, a okružuju ih kolagenska 

vlakna i miofibroblasti zvani lamina propria te peritubularne stanice. Unutar kanalića nalaze 

se spolne stanice u svim fazama razvoja ako je spermatogeneza normalna te potporne somatske 

Sertolijeve stanice koje stupaju u izravan kontakt sa spolnim stanicama, odvojene bazalnom 

membranom od lamine proprie (1). Muška plodnost i reprodukcija su izravno ovisni o 

spermatogenezi koja predstavlja složen proces diobe i sazrijevanja muških spolnih stanica 

unutar sjemenih kanalića testisa. 

Tijekom tog procesa, iz prekursorskih diploidnih matičnih stanica spermatogonija nastaju 

haploidne stanice spermija u tri faze: faza prije mejoze, mejoza i faza nakon mejoze (Slika 1). 

Mejoza je proces stanične diobe tijekom kojeg se broj kromosoma u novonastaloj stanici 

reducira na pola te je karakterističan za spolne stanice – spermije i jajne stanice. Ukratko, proces 

započinje replikacijom DNA, nakon čega dolazi do dvije diobe stanica, mejoze I koja je 

karakteristična za spolne stanice i stvara haploidni broj kromosoma te mejoze II, koja je sličnija 

klasičnoj diobi stanica, mitozi (2).  

Spermatogonije su smještene uz rub bazalne membrane kanalića gdje proliferiraju 

procesom mitoze uz nepotpunu citokinezu tako da tvore lanac nediferenciranih spermatogonija. 

Postoje tri glavna pod-tipa spermatogonija s obzirom na izgled njihova heterokromatina; tip A 

tamni, tip A svijetli i spermatogonije B. Spermatogonije tipa A tamne su u mirovanju, služe kao 

rezerva matičnih spolnih stanica, dok su tip A svijetle aktivne, proliferirajuće i 

samoobnavljajuće ili proizvode spermatogonije tipa B (3, 4). Daljnjom mitozom 

spermatogonija tipa B nastaju primarni spermatociti. Te stanice su odvojene krvno-testisnom 

barijerom od ostalih stanica sjemenih kanalića koja im omogućuje izolaciju od imunološkog 

sustava. Primarni spermatociti zatim ulaze u proces mejoze kada se mogu razlikovati njihove 4 
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vrste sukladno fazama mejoze: preleptotenski, leptotenski, zigotenski i pahitenski (5). Tijekom 

navedenih faza mejoze I odvija se i proces razmjene genetičkog materijala između sličnih 

sljedova nukleotida kromatida dvaju homolognih kromosoma odnosno homologna 

rekombinacija DNA krosingoverom. Taj proces omogućuje stvaranje novih svojstava unutar 

spolnih stanica koja se prenose na potomke, stoga je mejoza izuzetno pažljivo regulirana. 

Mejozom I nastaju dva haploidna sekundarna spermatocita koji potom ulaze u mejozu II i daju 

četiri haploidne okrugle spermatide. Nakon toga slijedi proces spermiogeneze tijekom kojega 

se okrugle spermatide diferenciraju u spermatozoide (3).  

 

 

Slika 1. Shematski prikaz procesa spermatogeneze. Kod čovjeka proces mitoze od svijetlih 

spermatogonija tipa A do spermatogonija tipa B traje 16 dana. Mitoza te nastanak primarnih 

spermatocita traje dodatnih 16 dana. Prva mejoza u kojoj nastaju sekundarni spermatociti također traje 

16 dana, dok mejoza II koja daje okrugle spermatide traje nekoliko sati. Zatim je potrebno 26 dana kako 

Mitoza (16 dana): od spermatogonija 

A (svijetlih) do spermatogonija B  

Mitoza (16 

dana): od 

spermatogonija 

B do primarnih 

spermatocita  

Prva mejoza (16 dana): od 

primarnih spermatocita do 

sekundarnih spermatocita 

Druga mejoza (nekoliko sati): 

od sekundarnih spermatocita 

do okruglih spermatida 

Spermiogeneza (26 dana): od 

okruglih spermatida do 

spermatida 
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bi se dovršio proces spermiogeneze u kojemu iz okruglih spermatida nastaju zrele spermatide. (Preuzeto 

i prilagođeno: Tournaye i sur., The Lancet Diabetes & Endocrinology, 2017 (6)) 

 

1.2. Spermiogeneza 

 

Spermiogeneza je proces sazrijevanja, odnosno diferencijacije, haploidnih okruglih 

spermatida u zrele izdužene spermatide, spremne za otpuštanje iz lumena sjemenog kanalića. 

Ukratko, tijekom spermiogeneze dolazi do izduživanja okruglih spermatida te formiranja repa, 

vrata i glave spermija u kojoj se nalazi izuzetno kondenzirani kromatin s vrlo malo citoplazme. 

Nakon otpuštanja iz lumena spermatide dodatno sazrijevaju u spermije (3). 

Histoni su bazični proteini koji u somatskim stanicama vežu molekulu DNA i tvore 

nukleosome. Nukleosomi su ponavljajuće podjedinice koje omogućuju pakiranje DNA u 

kromatin i njegovo sažimanje. Budući da je kromatin u zrelim spermatidama kompaktniji te 

drugačijih svojstava nego u somatskim stanicama, potrebna je zamjena histona proteinima koji 

omogućuju efikasniju kondenzaciju, odnosno sažimanje kromatina (7). Proteini koji omogućuju 

navedena svojstva se nazivaju protamini (3) te će u ovom poglavlju biti detaljnije opisane 

modifikacije i karakteristike kromatina koje nastaju sazrijevanjem okruglih spermatida uslijed 

procesa spermiogeneze. 

 

1.2.1. Promjene kromatina tijekom spermiogeneze 

 

Proces zamjene histona protaminima ne odvija se izravno, već je olakšan tranzicijskim 

proteinima (TP). To su mali bazični proteini koji se nalaze u spermatidama tijekom prijelaznog 

stadija te olakšavaju zamjenu histona. Kod sisavaca razlikujemo tranzicijske proteine TP1, TP2 

i TP4. Pojavom TP1 i TP2 u spermatidama, kromatin započinje sažimanje u jezgri od apikalnog 

do kaudalnog dijela. Tranzicijski proteini sudjeluju također u inicijaciji utišavanja transkripcije 

gena vežući se na regulatorne dijelove genoma, a pomažu i pri dodatnim popravcima DNA (8).  

U kasnijoj fazi razvoja spermatida, tranzicijski proteini zamjenjuju se pozitivno nabijenim 

proteinima protaminima. Protamini se eksprimiraju neposredno nakon dovršetka mejoze u 

okruglim spermatidama nakon čega se transkript pohranjuje, a njegova se translacija odgađa do 

izduženih spermatida (9). Specifična svojstva zbog kojih su protamini ključni za ispravno 

sazrijevanje spermatida jesu mala molekulska masa i obilje aminokiselina arginina, cisteina 

lizina i histidina. Bočni ogranci navedenih aminokiselina su izrazito bogati pozitivnim nabojem 

pa čvrsto vežu molekulu DNA neutralizirajući negativan naboj uzvojnice. Također, 
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aminokiselina cistein omogućuje stvaranje disulfidnih mostova između protamina radi 

dodatnog učvršćivanja i sažimanja protamin-DNA strukture (10). Čvrsto vežući DNA, 

protamini u jezgri tvore super-uzvojne strukture zvane toroidi kromatina (Slika 2). Te strukture 

mogu biti do 6 puta kompaktnije od kromatina u somatskim stanicama što upućuje na efikasnije 

pakiranje DNA u glavu spermatide. Nadalje, protamini se mogu podijeliti u dvije skupine, 

protamin P1 kodiran genom PRM1 i protamin P2 kodiran genom PRM2 koji se nalaze na 

kromosomu 16 (8, 11). Iako obnašaju istu ulogu, između ove dvije skupine protamina postoje 

određene razlike. Tako je P1 evolucijski rašireniji te prisutan kod svih sisavaca, dok se P2 nalazi 

samo kod nekih podrazreda sisavaca poput primata, većine glodavaca i dijela viših sisavaca 

(10). Razlike se očituju i pri sintezi P1 i P2 gdje se P1 odmah sintetizira u funkcionalni, zreli 

protein, dok P2 sazrijeva nakon obrade prvotno sintetizirane prekursorske molekule. Također, 

omjer P1 i P2 je prilično varijabilan kod raznih vrsta, ali i kod čovjeka gdje omjer P1/P2 u 

zdravoj populaciji varira od 0,54 do 1,43 (12). 

Prema svemu navedenome, protamini imaju jasno definiranu ulogu u pakiranju i sažimanju 

kromatina, dok ostale funkcije ovih proteina nisu razjašnjene u potpunosti. Ipak, predloženo je 

nekoliko vrlo važnih uloga sažimanja kromatina protaminima u oplodnji i očuvanju genetičkog 

materijala kod prijenosa na potomke. Jedna od predloženih uloga protamina je stvaranje manje, 

hidrodinamičke jezgre koja omogućuje brže i efikasnije kretanje spermija. Takvo kretanje 

doprinosi većoj vjerojatnosti da će spermij doputovati do jajne stanice i oploditi je. Također, 

kondenzacija kromatina štiti DNA spermija od fizičkih, vanjskih i unutarnjih kemijskih 

oštećenja u vrijeme kada popravak DNA nije moguć. U sažetom kromatinu do svojih veznih 

mjesta na DNA također teže dopiru proteini poput raznih enzima i transkripcijskih faktora koji 

sudjeluju u transkripciji i/ili aktivaciji gena. Stoga se genom spermija nalazi u transkripcijski 

utišanom stanju, kakvo je potrebno za ispravnu oplodnju i ponovnu aktivaciju gena u ranom 

razvoju embrija (13, 14). Kako bi se razjasnila važnost spermiogeneze i sažimanja kromatina 

spermija, provedene su studije gdje je jajna stanica oplođena okruglom spermatidom koja nije 

prošla proces spermiogeneze. Na mišjem modelu je pokazano kako je ovakva oplodnja moguća 

bez većih posljedica na zdravlje potomaka (15). S druge strane, studije na čovjeku ipak ukazuju 

na nisku uspješnost oplodnje i razvoj embrija dobivenih oplodnjom okruglim spermatidama 

(16). Također se kod čovjeka jako malo zna o ishodima ovakvog procesa na potomke te se 

postupak ne preporučuje u svrhu medicinski potpomognute oplodnje (MPO) (17). 

Iako se otprilike 90 % histona u zrelim spermatidama čovjeka zamijeni protaminima, dio 

njih ipak ostane vezan na DNA u obliku tzv. solenoidnih nukleosoma (Slika 2). Histoni se 

zadržavaju i nakon otpuštanja spermatida u lumen kanalića te njihovog konačnog sazrijevanja 
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u spermije spremne za oplodnju. Regije bogate takvim nukleosomima se nerijetko nalaze u 

blizini regulatornih regija gena bitnih za rani razvoj embrija nakon oplodnje (18). Također, 

histoni ostaju vezani na dijelovima heterokromatina poput centromera i telomera (19).  

Važnost prisutnosti histona u spermijima vezana je za njihove post-translacijske 

modifikacije poput metilacije bočnih ogranaka aminokiselina. Modifikacija histona 3 koja 

uključuje dodavanje metilne skupine na bočne ogranke aminokiseline lizin (K) na poziciji 4 i 

27 (H3K4me, H3K27me) često se nalazi u spermijima (20). Varijante metiliranog histona 

H3K4me pronađene su u promotorskim regijama gena te se mogu zadržati na genomu u ranom 

razvoju embrija. Na mišjem modelu je pokazano kako narušeni obrazac H3K4me u spermijima 

može negativno utjecati na ekspresiju gena u embrijima, a time i na ishod razvoja potomka (21). 

Histonska varijanta H3K27me je također pronađena u spermijima blizu promotorskih regija 

gena koji imaju zatvoreni kromatin do kojeg transkripcijski enzimi teže dopiru. Takav obrazac 

je pronađen i u ranom embriju gdje se pretpostavlja da histonska oznaka H3K27 pridonosi 

regulaciji transkripcije određenih razvojnih gena (22). 

Organizacija kromatina unutar jezgre uslijed spermiogeneze ima također svoje 

specifičnosti. U jezgri zrelog spermija, kromatin je pričvršćen na proteinske nosače povezane s 

jezgrom ili na matriks jezgre. Matriks jezgre su gusto složena proteinska vlakna koja se vežu 

za periferiju jezgre zvanu lamina. Unutar jezgre, DNA je vezana u obliku omči za matriks preko 

posebnih regija kromatina koje se nazivaju nosači ili regije pridružene matriksu (engl. matrix 

attachment region) (Slika 2). Ova organizacija kromatina vjerojatno pridonosi transkripcijskoj 

regulaciji i DNA replikaciji prije spermiogeneze, u zrelom spermiju sažimanju DNA 

protaminima, a pri oplodnji ponovnoj brzoj reaktivaciji genoma spermija (7, 22, 23). 



    
 

6 

 

 

Slika 2. Shematski prikaz organizacije kromatina unutar spermija. Kromatin spermija se sastoji od 

protamina vezanih na DNA i sažetog u toroide te preostalih histona vezanih na DNA koji čine solenoide. 

Toroidi su pričvršćeni za dijelove stanične membrane spermija kako bi se stabilizirala struktura. 

Spermiji sadrže još razne proteine, nekodirajuće RNA te mikro RNA kojima uloga još nije razjašnjena. 

(Preuzeto i prilagođeno: Schagdarsurengin i sur., Nature Reviews Urology, 2012 (23)) 

 

Vrijedno je spomenuti i preostale molekule RNA koje zaostaju u izduženim spermatidama, 

a kasnije i zrelim spermijima, usprkos tomu što je transkripcija sažimanjem kromatina utišana. 

Preostale molekule RNA nalaze se u raznim dijelovima zrelog spermija poput jezgre ili u 
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citoplazmatskim kapljicama (Slika 3). Većina preostalih molekula RNA su nekodirajuće te se 

pretpostavlja da sudjeluju u regulaciji ekspresije (24, 25). 

 

 

Slika 3. Spermiji vizualizirani konfokalnim mikroskopom nakon bojenja bojom akridin oranž. 

Zelena fluorescencija označava dvolančanu, ispravnu DNA, a crvena fluorescencija jednolančanu DNA 

ili RNA. Crvene točkice u predjelu vrata spermija prikazuju najvjerojatnije RNA (25). (Izvor: vlastite, 

nepublicirane slike). 
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1.2.2. Promjene citoplazme i organela tijekom spermiogenze 

 

Tijekom formiranja izduženog oblika glave spermatide Golgijevo tijelo se mijenja te 

formira strukturu zvanu akrosom. Struktura se smješta na vrh glave budućeg spermija te pokriva 

50 – 75 % prednje strane jezgre koja se nalazi ispod njega. Akrosom na vrhu glave izdužene 

spermatide sadrži polisaharide kao zalihe stanične energije i enzime što služe spermiju da se 

dođe do jajne stanice te ju oplodi (26).  

Na novoformiranu izduženu glavu spermatide nastavlja se središnji dio koji je ujedno 

karakteristika zrelog spermija. Nastaje od preostale citoplazme i staničnih organela okrugle 

spermatide tijekom njezina sazrijevanja. Centrioli, stanični organeli koji služe kao potpora 

staničnom skeletu, imaju važnu ulogu u stvaranju središnjeg dijela spermija. Oni migriraju od 

stanične membrane do stražnjeg dijela jezgre, gdje će nastati dio bogat filamentima koji 

povezuje glavu i središnji dio. Sa suprotne strane centriola će se inicirati formacija repa 

spermija. Mitohondriji, drugi važni organeli vrata, će migrirati zajedno s preostalom 

citoplazmom okrugle spermatide u središnji dio spermija. Tamo će tvoriti energetski pogon za 

pokretanje spermija. Centrioli također iniciraju i rast aksoneme, sastavljene od mikrotubula, 

koja prolazi centralnom osi središnjeg dijela spermija te nakon njega tvori bazu tzv. repa 

spermija (Slika 4). Mikrotubuli aksoneme organizirani su u formaciju u kojoj 2 središnja 

okružuje 9 vanjskih mikrotubula. Mikrotubule aksoneme okružuju vanjska gusta vlakna i ploča 

od fibroznog tkiva. Preostala citoplazma u stanici spermija migrira prema distalnom dijelu gdje 

tvori rezidualna tjelešca koja naposljetku fagocitiraju potporne Sertolijeve stanice. Tijekom 

cijelog procesa spermatogeneze i spermiogeneze spolne stanice su u kontaktu s potpornim 

Sertolijevim stanicama koje potpomažu cijeli proces. Nakon što je spermatida u potpunosti 

diferencirana, odvaja se od Sertolijeve stanice te se otpušta u lumen u procesu koji se naziva 

spermacija. Nakon otpuštanja iz lumena kanalića, prolaskom kroz ostale dijelove muškog 

reproduktivnog sustava završava konačno sazrijevanje spermija (3, 27, 28). 
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Slika 4. Anatomija spermija. Na slici je shematski prikaz glavnih dijelova spermija. Na prednjem 

dijelu glave spermija nalazi se akrosom, dok ostatak zauzima jezgra u kojoj se nalazi sažeti kromatin. 

Nakon glave se nastavlja središnji dio u kojem se nalaze mitohondriji i centrioli od kojih se pruža 

aksonema središnjim dijelom i repom spermija. Terminalna pločica odvaja središnji dio od repa, a 

cijelim repom se pruža aksonema sve do završnog dijela. (Preuzeto i prilagođeno: 

https://biologydictionary.net/sperm-cell/ (29)) 
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1.3. Sjemena plazma 

 

Nakon otpuštanja zrelih spermatida u lumen sjemenih kanalića, one dalje putuju muškim 

reproduktivnim sustavom pri čemu završno sazrijevaju u spermije. Peristaltičkim 

kontrakcijama putuju u tubularni dio zvan rete testis iz kojeg kanalići vode u pasjemenik, 

odnosno epididimis. Na njega se nastavljaju sjemenovodi koji vode do sjemenih vezikula, iz 

kojih spermiji dalje ulaze u mokraćovod te se naposljetku ejakuliraju. U sklopu muškog 

reproduktivnog sustava nalaze se još i pomoćne žlijezde poput prostate, bulbouretralnih i 

periuretralnih žlijezda. Tijekom procesa ejakulacije, organi muškog reproduktivnog sustava 

luče kompleksnu biološku tekućinu zvanu sjemena plazma, koja služi kao medij za zaštitu, 

prijenos i hranidbu spermija u muškom, a kasnije i ženskom reproduktivnom sustavu. Sjemena 

plazma i spermiji zajedno čine ejakulat (sjeme) gdje sjemena plazma pridonosi 90 %, dok 

spermiji čine svega 10 % ejakulata (30).  

 

1.3.1. Molekularni sastav sjemene plazme 

 

Molekularni sastav sjemene plazme je raznolik te obuhvaća razne lipide, glikane, 

anorganske ione, male molekule metabolita, ali i biopolimere poput peptida, proteina, 

oligosaharida, nestanične DNA i RNA, nekodirajuće RNA, itd. Sjemenu plazmu luči nekoliko 

organa muškog reproduktivnog sustava uključujući testise i epididimis (oko 10 %), sjemene 

vezikule (oko 65 %), prostatu (oko 25 %) te bulbouretralne i periuretralne žlijezde (oko 1 %) te 

time pridonosi njenom konačnom sastavu (Slika 5) (30).  

Detektirane molekularne sastavnice sjemene plazme porijeklom iz testisa su većinom 

proteini. Mogu imati ulogu u zaštiti spermija poput proteina epina, laktoferina i klasterina. Ovi 

proteini tvore kompleks u predjelu repa spermija, a uloga im je najvjerojatnije da sudjeluju u 

stvaranju površinske mreže koja štiti spermije od mikroba tijekom transporta kroz muški i 

ženski reproduktivni sustav (31). Nadalje, u sjemenoj plazmi su pronađeni proteini 

karakteristični za Leydigove, Sertolijeve i spolne stanice. Primjer je TEX101 (engl. Testis 

Expressed 101), membranski glikoprotein u staničnim membranama spolnih stanica koji 

dospije u sjemenu plazmu tijekom procesa sazrijevanja spermija nakon što napuste testis. 

Postoji i mnoštvo drugih primjera testikularnih proteina u sjemenoj plazmi, no većini uloga nije 

u potpunosti razjašnjena (32).  
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Za komponente sjemene plazme porijeklom iz epididimisa se smatra kako im je glavna 

uloga u završnom sazrijevanju spermija funkcionalnim modificiranjem membrane spermija. U 

epididimisu se luče izvanstanične vezikule zvane epididimosomi koji se mogu detektirati u 

sjemenoj plazmi nakon ejakulacije. Bogate su proteinima za koje je pretpostavljena uloga u 

zaštiti spermija od štetnih djelovanja tijekom njihova boravka i maturacije u epididimisu (33). 

Nadalje, metabolit karnitin porijeklom je iz epididimisa i nalazi se u sjemenoj plazmi, gdje ima 

važnu ulogu kao nutrijent spermijima. Epididimis u sjemenu plazmu luči i 

glicerilfosfatidilkolin, fosfolipid važan za pravilno sazrijevanje i kasniju pokretljivost spermija. 

U maternici enzim diesteraza hidrolizira ovaj fosfolipid koji potom služi kao dodatni nutrijent 

spermijima (30).  

Sjemenoj plazmi većinski doprinose komponente koje luče sjemene vezikule. Njihova 

glavna izlučevina u sjemenoj plazmi je fruktoza, šećer koji služi kao supstrat za proces 

razgradnje glikolizom i dobivanje energije u spermijima. Nadalje, proteini poput semenogelina 

i fibronektina su također porijeklom iz sjemenih vezikula. Vrlo su obilni u sjemenoj plazmi, a 

nakon ejakulacije se koaguliraju i tvore gelozni matriks sjemena. Navedeni proteini koji tvore 

gelozni matriks se tijekom procesom likvefakcije dalje razgrađuju. Likvefakcija se odvija 30 – 

60 minuta nakon ejakulacije pri čemu proteaze iz prostate razgrađuju ove proteine i ejakulat 

poprima više tekuću strukturu. Sjemene vezikule luče još i prostaglandine koji imaju ulogu u 

transportu spermija (30, 34, 35).  

Prostata također doprinosi sastavu sjemene plazme, lučeći svoje produkte kada sjemenovodi 

potaknu otpuštanje spermija. U sjemenoj plazmi se tako nalaze izvanstanične vezikule prostate 

zvane prostasomi koji nose lipide, proteine, glikoproteine i molekule RNA (36). Ipak, glavni 

doprinos prostate sjemenoj plazmi jesu proteaze, enzimi koji cijepaju druge proteine, među 

kojima i antigen specifičan za prostatu (PSA), fosfataze poput prostatične kisele fosfataze 

(PAP) te fibrinolizin. Ovi proteini sudjeluju u procesu likvefakcije sjemena. Nadalje, prostata 

sadrži neuroendokrine stanice koje luče kalcitonin i neuropeptide u sjemenu plazmu, no uloga 

im nije u potpunosti razjašnjena. Poliamini se također mogu naći u sjemenoj plazmi u velikim 

količinama. Izrazito su pozitivno nabijeni te se pretpostavlja da štite spermije od kiselosti u 

ženskom reproduktivnom traktu. Prostata doprinosi i glavnini iona cinka izlučenih u sjemenoj 

plazmi. Ioni cinka su izrazito važni za očuvanje spermija te djeluju kao inhibitori proteolitičkih 

enzima uključenih u koagulaciju, likvefakciju i antibakterijsko djelovanje. Osim cinka, selen i 

bakar su također bitni elementi za funkciju spermija jer služe kao kofaktori antioksidacijskih 

enzima (37). Prostata još luči i citrate koji kelatiraju različite metale (38).  
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Bulbouretralne žlijezde u sjemenu plazmu luče proteine mucine, galaktozu i sijalinsku 

kiselinu čija uloga je olakšavanje prolaska sjemena kroz muški reproduktivni sustav. Uz 

sjemene vezikule i prostatu, ove žlijezde također luče lužnate pufere koji omogućavaju 

preživljenje spermija pri ulasku u ženski reproduktivni trakt. Bulbouretralne žlijezde još luče i 

proteaze koje sudjeluju u likvefakciji sjemene plazme (30).  

 

 

Slika 5. Shematski prikaz komponenta sjemene plazme i organa koji ih luče. (Izvor: vlastita shema). 

 

1.3.2. Uloga sjemene plazme 

 

Budući da je sjemena plazma bogata raznim anorganskim, organskim i makromolekulama 

(Slika 4), ključna je u obavljanju raznih uloga u zaštiti spermija i olakšavanju oplodnje. Jedna 

od glavnih uloga sjemene plazme je osiguravanje energije odnosno nutrijenata za spermije 

tijekom boravka u muškom ili nakon ejakulacije u ženskom reproduktivnom sustavu (30). 

Nadalje, sjemena plazma pomaže pri održavanju funkcije spermija tijekom njihove pohrane u 

epididimisu gdje se odvija završno sazrijevanje spermija. Tu se dodatno koncentriraju te bivaju 

izloženi promjenama okolišnih uvjeta uslijed lučenja komponenti sjemene plazme uključujući 

povećanu kiselost okoline i pojačanu koncentraciju elektrolita (39).  

Ostale uloge sjemene plazme su u samom reproduktivnom traktu žene gdje je potrebno 

osigurati kretanje i opstanak spermija. Jedna od uloga komponenti sjemene plazme je zaštita 

spermija od imunoloških odgovora u maternici koji bi mogli uzrokovati njihovo propadanje te 

time onemogućiti oplodnju. Stoga, spermiji i sjemena plazma moraju biti spremni izbjeći 

imunološku reakciju ženskog reproduktivnog trakta i osigurati pogodan okoliš za opstanak 

spermija. Pokazano je kako sjemena plazma obiluje citokinima, kemokinima i čimbenicima 

BULBOURETALNE 
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rasta koji uzrokuju procese slične upalnom u ženskom reproduktivnom traktu. Ovi procesi 

međutim ne uništavaju spermije i svrha im je potpomoći oplodnju i začeće. Također, sukladno 

signalima sjemene plazme aktiviraju se one komponente imunološkog sustava koje imaju 

antimikrobno djelovanje kako bi se osiguralo preživljenje spermija i kasniji potencijalni razvoj 

embrija (40).  

U sjemenoj plazmi se također nalaze čimbenici koji sprječavaju preuranjenu kapacitaciju, 

posljednji korak sazrijevanja spermija koji se odvija neposredno prije kontakta s jajnom 

stanicom. Omogućava spermijima prodor i oplodnju jajne stanice te je veoma bitno da se odvije 

u pravilnom vremenskom okviru. Kod čovjeka je definiran glikoprotein glikodelin koji 

sudjeluje i potpomaže navedeni proces. Postoji nekoliko izoformi ovog proteina i kod 

muškaraca i žena od kojih svaka ima specifičnu ulogu. Tako se izoforma glikodelin S nalazi u 

sjemenoj plazmi gdje se veže na svoje receptore koji se nalaze na spermijima te im pomaže 

prijeći mukus cerviksa. Nakon ulaska u maternicu, glikodelin S se cijepa što daje signal za 

početak procesa kapacitacije (41). 

 

1.4. Glikozilacija  

 

Ugljikohidrati su jednostavni ili kompleksni organski spojevi koji sadrže atome ugljika (C), 

vodika (H) i kisika (O). Zastupljeni su u obliku monosaharida, poput glukoze, oligosaharida 

koji uključuju npr. saharozu i laktozu te kompleksnih polisaharida kao što su škrob, celuloza, 

životinjski glikozaminoglikani, itd. Mogu se kovalentno vezati na proteine, peptide ili lipide 

glikozidnim vezama u procesu koji se naziva glikozilacija. Tako vezani ugljikohidrati nazivaju 

se glikani, a stvorena makromolekula glikokonjugat koji može biti proteinski - poput 

glikoproteina ili proteoglikana i lipidni koji daje glikolipide. Glikoproteini najčešće sadrže na 

svojim aminokiselinskim bočnim ograncima kovalentno vezane oligosaharide, odnosno duže 

lance monosaharida. Glikozilacija proteina vrši se tijekom ili nakon procesa translacije, 

odnosno sinteze proteina na ribosomima iz molekule RNA (42). Jedna je od najčešćih i vrlo 

raznovrsnih posttranslacijskih modifikacija proteina te je više od polovice proteina sisavaca 

glikozilirano. Broj glikana vezanih na glikoproteine iznosi od dva do pet, što tvori izrazito 

složen skup glikoproteina koji je nerijetko veoma karakterističan za pojedine vrste stanica, 

tipove tkiva, organe i organizme (43). Budući da glikani pojedine stanice nisu direktno kodirani 

genomom, izrazito su dinamični i podložni okolišnim utjecajima, što otežava njihovu potpunu 
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karakterizaciju (44). Razlikuje se nekoliko vrsta glikozilacije s obzirom na glikozidnu vezu:   

N-, O-, C- i P-glikozilacija, od kojih su O- i N-glikozidne veze najzastupljenije (42, 45, 46).  

 

1.4.1. N-glikozilacija proteina 

 

N-glikozilacija proteina označava kovalentno dodavanje glikana N-acetilglukozamina 

(GlcNAc) na atom dušika (N) bočnog ogranka aminokiseline asparagin (Asn) glikozidnom β1N 

vezom. Glikokonjugati vezani na Asn sadrže središnju zajedničku sekvencu glikana koja se 

sastoji od 2 molekule GlcNAc i 3 molekule manoze (Man) u slijedu                                            

Manα1-3(Manα1-6)Manβ1-4GlcNAcβ1–4GlcNAcβ1–Asn-X-Serin (Ser)/Treonin (Thr), gdje 

je X bilo koja aminokiselina osim prolina. Zbog interakcije glikana i aminokiselinskih bočnih 

ogranaka, identitet aminokiseline X iz središnjeg slijeda N-glikana može poboljšati ili smanjiti 

efikasnost N-glikozilacije. Tako prisustvo aromatske aminokiseline fenilalanina pospješuje                           

N-glikozilaciju, dok aminokiseline negativnog naboja bočnog ogranka poput asparaginske ili 

glutaminske kiseline čine okoliš nepovoljnijim.  

N-glikani se najčešće dodaju na membranske i sekretorne proteine, a oko 70 % proteina koji 

sadrže proteinski slijed Asn-X-Ser/Thr ima i modifikaciju N-glikanima. Svaki slijed               

Asn-X-Ser/Thr nije nužno glikoziliran zbog različitih svojstava proteina koja uzrokuju 

konformacijske ili druge smetnje prilikom smatanja glikoproteina u krajnju trodimenzionalnu 

strukturu. Glikoproteini mogu biti izrazito heterogeni, budući da jedan protein često ima više 

sljedova Asn-X-Ser/Thr te da svaki slijed može imati različiti N-glikan. Također, različite 

molekule iste populacije mogu sadržavati različite vezane glikane. Glikoproteini iste 

aminokiselinske sekvence koji se razlikuju jedino u sastavu N-glikana nazivaju se glikoforma. 

Moguće je još pronaći N-glikane vezane na slijed Asn-X-Cistein (Cys), dok iznimno rijetko na 

drugačiji aminokiselinski slijed (42). 

Na navedenu središnju sekvencu glikana se dalje enzimski dodaju razni monosaharidi koji 

određuju klasifikaciju glikana u tri glavne skupine. One uključuju: 1) oligomanozni tip kod 

kojih se manoza (Man) nastavlja i nakon središnje sekvence, 2) kompleksni tip gdje antena, 

razgranati dio glikana, započinje glikanom GlcNAc i 3) hibridni u kojem Man produžuje 

nastavak središnjeg Manα1-6 te jedan ili dva GlcNAc na (Slika 6) (47).  
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Slika 6. Shematski prikaz tri glavna tipa N-glikana na glikoproteinima eukariota. S lijeva na desno: 

oligomanozni, kompleksni i hibridni. Svaki tip N-glikana sadrži središnju sekvencu od 3 manoze i            

2 N-acetilglukozamina vezanih na aminokiselinu asparagin (Asn). (Preuzeto i prilagođeno: Varki A i 

sur., Essentials of Glycobiology. Cold Spring Harbor (NY): Cold Spring Harbor Laboratory Pres, 2015-

2017 (42))  

 

1.4.2. Biosinteza N-glikana  

 

Biosinteza N-glikana je izuzetno složen proces koji se može podijeliti u dva glavna koraka. 

Prvi korak je izuzetno evolucijski očuvan i smješten u endoplazmatskom retikulumu (ER), a 

drugi vrlo specifičan za svaki pojedini glikan i odvija se u Golgijevom aparatu (GA). Proces 

biosinteze započinje na citoplazmatskoj strani ER-a još tijekom translacije proteina. Na lipidni 

nosač lipid dolikol dodaju se šećerne jedinice pomoću nekoliko različitih enzima iz skupine 

monosaharidnih transferaza. Monosaharidne podjedinice koji sudjeluju u sintezi glikana moraju 

biti aktivirane što znači da su vezane na nukleotid i dolikolni nosač. Glavni nukleotidni šećeri 

sinteze su uridin-5'-difosfat-glukoza (UDP-Glc) i gvanozin-5'-difosfat-manoza (GDP-Man), 

dok ostali prekursori nastaju pretvorbom istih. Zatim se monosaharidne podjedinice na nosaču 

dolikolu prebacuju na luminalnu stranu ER-a pomoću enzima flipaze. Na luminalnoj strani   

ER-a se potom sintetizira prekursorska molekula svih N-glikana koja sadrži karakteristični 

slijed monosaharida od 3 Glu, 9 Man i 2 GlcNAc (Glc3Man9GlcNAc2) vezan na nosač dolikol 

fosfat. Zatim se prekursorska molekula prebacuje na aminokiselinu asparagin u proteinskom 

Oligomanozni tip Kompleksni tip Hibridni tip 
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slijedu Asn-X-Ser/Thr enzimom oligosaharil-transferaza. Nakon prijenosa slijedi daljnja 

obrada N-glikana u ER-u nizom enzimskih reakcija. Molekularna provjera ispravnosti procesa 

sinteze prekursorskog N-glikana Glc3Man9GlcNAc2 uključuje enzimsko uklanjanje viška 

glukoznih i manoznih podjedinica iz slijeda. Dio N-glikana se zatim premješta u cis-GA na 

daljnju obradu, a dio ostaje u ER-u tvoreći oligomanozni tip glikana sa slijedom                       

Man5-9GlcNAc2 (42, 47, 48).  

Glikoproteine premještene u cis-GA-a cijepa enzim manozidaza te nastaje glikanska jezgra 

monosaharidnog slijeda koji sadrži 5 Man i 2 GlcNac jedinice (Man5GlcNAc2). Daljnja obrada 

se odvija u središnjem dijelu GA zvanom medial-GA. Tu se N-glikani dodatno modificiraju i 

dobivaju karakteristične nastavke zvane antene kojih može biti od dvije do četiri. Završno 

sazrijevanje glikana u njihov krajnji oblik se odvija u dijelu GA koji se proteže prema 

plazmatskoj membrani, trans-GA. Ovdje se modificira glikanska jezgra, a terminalnom dijelu 

N-glikana se produžuju antene kojima se stavljaju završni šećeri. Ovim procesima proizvode 

se hibridni i kompleksni tipovi N-glikana, najčešće dodavanjem monosaharida GlcNAc, 

galaktoze (Gal), sijalinske kiseline (Neu5Ac) i fukoze (Fuc) (Slika 7). Konačni sastav                 

N-glikana proteina ovisi o dostupnosti glikozilacijskog slijeda na proteinu, vremenu koje 

glikoprotein ostaje u ER i GA te razini i lokalizaciji glikoziltransferaza unutar podjedinica GA 

(42, 47, 48). 

 

Slika 7. Strukture i oznake monosaharida koji se najčešće nalaze u sastavu N-glikana sisavaca. 

Glukoza (Glc), galaktoza (Gal), manoza (Man), N-acetilglukozamin (GlcNAc), sijalinska kiselina 

(Neu5Ac) i fukoza (Fuc). (Preuzeto i prilagođeno: Wang S i sur., The Royal Society of Chemistry, 2019 

(49)) 
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1.4.3. Uloga glikozilacije 

 

Glikani mogu imati različite funkcije koje se mogu podijeliti u tri sveobuhvatne kategorije: 

strukturna i modulatorna uloga, prepoznavanje specifičnih sljedova glikana od strane drugih 

molekula te glikanska mimikrija i specifična interakcija glikana različitih vrsta, npr. patogen-

domaćin (42). 

Glikoproteini svoju konačnu trodimenzionalnu strukturu postižu nakon N-glikozilacije, 

gdje se očituje uloga glikana u postizanju pravilnog smatanja glikoproteina. Takvo pravilno 

smatanje glikoproteina nakon glikozilacije često pospješuje funkciju proteina. Međutim, kod 

nekih faktora rasta glikozilacija može i izravno utjecati na aktivnost glikoproteina pa je funkcija 

ovisna o glikozilaciji proteina unutar Golgijevog aparata (GA) (50). Također, glikani na 

proteinima mogu štiti sami protein od razgradnje proteazama, blokirati vezanje antitijela ili čak 

priječiti prodor patogena na tkivima (51, 52). Nadalje, stanične membrane svih eukariota 

obavijene su glikokaliksom, mrežom membranskih i izvanstaničnih molekula među kojima se 

nalaze i glikanske komponente, najčešće u sklopu raznih proteoglikana. Glikokaliks stanične 

membrane pomaže održavanju strukture, poroznosti i integriteta stanica odnosno tkiva (53). U 

glikokaliksu se očituje modulatorna uloga glikana koja se odnosi na zaštitu i pohranu biološki 

važnih molekula poput određenih faktora rasta. Naime, oni se vežu na glikozaminoglikane, 

duge polisaharide vezane na proteine izvanstaničnog matriksa, u blizini stanica na koje će 

djelovati. Ovakva pohrana sprječava difuziju faktora rasta od mjesta na kojem trebaju vršiti 

svoju ulogu te time glikani moduliraju stanični odgovor na njih (54, 55).  

Glikani imaju važne uloge u međustaničnim interakcijama kao i interakcijama stanica i 

izvanstaničnog matriksa. Primjer je obitelj proteina selektina, adhezivnih molekula koje 

prepoznaju glikane na ligandima čime posreduju u interakciji krvnih stanica i stanica stijenke 

krvnih žila (56). Glikani mogu specifično stupiti u interakciju s molekulama matriksa, s drugim 

glikanima iste stanice kao i s glikanima drugih stanica te time potaknuti nizvodni stanični 

odgovor i signalizaciju (57).  

Modifikacije šećernih podjedinica glikana mogu također djelovati mimikrirajuće, odnosno 

spriječiti prepoznavanje specifičnog glikana proteinima koji ih vežu. Sijalinska kiselina je 

primjer šećera koji djeluje kao površinska zaštita stanicama od imunološkog odgovora (58). 

Glikani također mogu posredovati interakcije između različitih vrsta poput vezanja 

patogena, toksina ili simbionta na stanice domaćina. Primjerice, hemaglutinini virusa specifično 

prepoznaju sijalinsku kiselinu i njene modifikacije na glikanima domaćina, a neke vrste 

bakterija i parazita posredovanjem glikana napadaju stanice domaćina (59). Budući da samom 
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domaćinu ne pogoduje ovakva interakcija, razvijeni su biološki mehanizmi obrane gdje se 

maskiraju, odnosno sakrivaju glikani domaćina kako ih patogeni ne bi prepoznali (59). Glikani 

patogena se također često služe molekularnom mimikrijom, pri čemu patogen razvija strukture 

glikana vrlo slične domaćinskim kako bi izbjegli imunološki odgovor domaćina. Takve 

strukture kod patogena mogu i potencijalno modulirati imunološki odgovor domaćina što 

patogenu omogućuje efikasniji napad na domaćina (60, 61). S druge strane, glikani u organizmu 

mogu potaknuti toleranciju na simbiotske mikroorganizme, ali ne i patogene. Tako specifičnim 

glikanima posreduje se simbioza između mikroorganizma i domaćina (62). 

 

1.4.4. Glikoproteini sjemene plazme 

 

Tjelesne tekućine, poput krvi, sline ili sjemene plazme, bogate su proteinima s visokim 

stupnjem glikozilacije. Ti proteini obnašaju niz funkcionalnih uloga, a djeluju i kao tekući medij 

pridonoseći topivosti raznih bioloških makromolekula u plazmi (57). Sjemena plazma sadrži 

preko 2000 različitih proteina te mnogi od njih mogu biti potencijalni biomarkeri raznih 

urogenitalnih poremećaja muškarca (63). Biomarkeri su mjerljive biološke karakteristike koje 

sa sigurnošću mogu ukazati na određeni fiziološki i patološki proces ili služiti za praćenje 

farmakoloških odgovora organizma na terapiju (64). Nadalje, pronađeno je oko 70 proteina u 

sjemenoj plazmi koji imaju mogućnost vezanja glikozaminoglikana heparina, što upućuje na 

potencijalne interakcije tih proteina i ugljikohidrata (65). Mnogi od tih proteina su glikozilirani, 

što je inače česta karakteristika sekretornih proteina. Nedavna studija opširno je karakterizirala 

glikoproteine sjemene plazme uključujući utvrđivanje slijeda glikopeptida, mjesta glikozilacije, 

sastava glikana te su predložene strukture identificiranih glikana. Opisano je ukupno 243 

glikopeptida koja imaju svom u slijedu 73 N-glikozilacijska mjesta, a nalaze se na ukupno 50 

glikoproteina (66). Mnogi od identificiranih glikoproteina imaju važne uloge tijekom 

sazrijevanja spermija, u očuvanju pravovremene kapacitacije kao i kod same interakcije 

spermija i jajne stanice (67). Jedan od primjera je i glikodelin S koji sudjeluje u kapacitaciji, a 

opisan je u poglavlju 1.3.2. Važno je reći da njegova uloga izravno ovisi o sastavu glikana koji 

je uvjetovan porijeklom proteina, odnosno je li iz muškog ili ženskog reproduktivnog sustava 

(68). 

 

 



    
 

19 

 

1.5. Muška neplodnost 

 

Prema smjernicama Svjetske Zdravstvene Organizacije (SZO, engl. World Health 

Organization), neplodnost se definira kao nemogućnost začeća unutar 1 godine nezaštićenog 

spolnog odnosa, a nakon tog perioda pacijenti se upućuju na obradu zbog neplodnosti (69). 

Neplodnost je danas rastući globalni problem koji prema zadnjim procjenama zahvaća ukupno 

9 % parova (70). Muška neplodnost predstavljena je nemogućnošću začeća kod zdrave 

partnerice te zahvaća otprilike 7 % muške populacije, dok u nekim regijama može zahvatiti i 

do 30 % muške populacije (70). Prema podacima istraživačkog programa GBD (engl. Global 

Burden of Disease) skupljenim između 1990 i 2017 godine prevalencija neplodnosti raste 

godišnje oko 0,370 % kod žena te 0,291 % kod muškaraca (71). Otprilike 10 – 15 % neplodnih 

parova zahvaća idiopatska neplodnost, odnosno ne nalazi se adekvatno objašnjenje neplodnosti 

(69). Nadalje, smatra se da muškarci i žene podjednako doprinose problemu neplodnosti, koja 

je često uzrokovana s više čimbenika (72, 73). Čimbenici koji mogu uzrokovati neplodnost u 

oba spola uključuju dob, akutne ili kronične upale, okolišnu i/ili radnu izloženost toksinima, 

infektivne bolesti, nezdrave životne navike, genetske abnormalnosti i specifične reproduktivne 

poremećaje (74).  

U muškaraca, neplodnost uzrokuju nepravilna proizvodnja i/ili funkcija spermija koja može 

biti posljedica urođenih ili stečenih čimbenika. Ti čimbenici mogu djelovati na spermije pre-

testikularno, post-testikularno ili izravno na testise te će biti podrobnije opisani u narednim 

poglavljima (75).  

 

1.5.1. Pre-testikularni čimbenici muške neplodnosti 

 

Pre-testikularni uzroci neplodnosti najčešće odnose se na poremećaje hormonske 

signalizacije hipotalamusa i/ili hipofize. Uključuju patološko stanje hipogonadotropnog 

hipogonadizma (HH) ili probleme s ejakulacijom. Erektilna disfunkcija i poremećaji ejakulacije 

poput anejakulacije ili retrogradne ejakulacije, rijetko dovode do neplodnosti (75).  

U patogenezi HH sudjeluju spolni hormoni gonadotropin-oslobađajući hormon (GnRH, 

engl. Gonadotropin-releasing hormone) kojeg otpuštaju neuroni hipotalamusa i gonadotropini 

FSH (folikulostimulirajući hormon) i LH (luteinizirajući hormon) koji se otpuštaju uslijed 

signalizacije hormonom GnRH iz neurona prednjeg režnja hipofize. Hormoni FSH i LH potom 

djeluju direktno na reproduktivni sustav muškarca, odnosno testise gdje potiču stvaranje 
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testosterona i spermatogenezu. Njihova nedovoljna razina vodi do nastanka HH, a može biti 

uzrokovana urođenim ili stečenim stanjima (76). Urođeni HH je iznimno rijetka i heterogena 

bolest, nastaje kao posljedica genetskih poremećaja te je pubertet često nepravilan i kasni. 

Genetske anomalije utječu na razvoj GnRH-otpuštajućih neurona te mogu izazvati tzv. 

Kallmannovim sindrom (77). Neki od gena koji uzrokuju urođeni HH su KAL-1, KAL-2, 

PROK2/PROK2R, FGF8, KISS1, GPR54, TAC3 te TAC3R. Također, mutacije u genima koji 

kodiraju hormone FSH i LH mogu uzrokovati deficijenciju ovih hormona te time i HH. Iako 

popis gena uključenih u patologiju HH raste, veliki dio slučajeva ostane bez genetskog 

objašnjenja podloge bolesti (75).  

Stečeni HH u odrasloj dobi utječe na lučenje gonadotropina u prekomjernoj ili premaloj 

količini. Simptomi su blaži no kod urođenog HH, a uključuju smanjen volumen ejakulata, 

sporiji rast brade, narušen libido ili iscrpljenost. Može nastati zbog operativnih zahvata, 

radioterapije, malignih i benignih tumora centralnog živčanog sustava, raznih infekcija, upala 

te autoimune bolesti hipofize. Nadalje, stečeni HH mogu inducirati endogeno unošeni pripravci 

poput anaboličkih steroida, nadomjesne terapije testosteronom te zloupotrebe opijata i njihovih 

analoga (75-80). 

 

1.5.2. Post-testikularni čimbenici muške neplodnosti 

 

Post-testikularni uzroci neplodnosti obuhvaćaju sve proksimalne ili distalne opstrukcije 

sjemenih kanalića, infekcije i upale popratnih žlijezda muškog reproduktivnog sustava kao i 

neplodnost uzrokovanu autoimunim bolestima. Post-testikularne promjene se najčešće očituju 

kroz smanjen volumen, narušenu pH vrijednost i viskoznost ejakulata, povećan broj leukocita 

u ejakulatu te prisutnost smanjenog broja spermija ili čak nepostojanje spermija u ejakulatu što 

se naziva azoospermija (75). Nadalje, opstrukcija može biti i urođena gdje je uzrokovana 

anatomskim nedostatkom sjemenovoda i sjemenih vrećica u muškarca, a prepoznaje se po 

izrazito smanjenom volumenu ejakulata, kiselom pH te azoospermiji. Također, opstrukcija 

može biti genetskog porijekla gdje je jedan od najpoznatijih uzroka mutacija gena CFTR, i to 

najčešće delecija aminokiseline fenilalanin zvana delta F508 (p.Phe508del) (81). Namjerne ili 

slučajne ozljeda testisa, poput vazektomije, blokade epididimisa ili prethodnih operacija bruha, 

također mogu dovesti do opstrukcije sjemenih kanalića te zapriječiti izlazak ejakulata i time 

izazvati neplodnost (82). 
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1.5.3. Testikularni čimbenici muške neplodnosti 

 

Testikularni čimbenici djeluju izravno na testis, odnosno na spermatogenezu, a time i na 

kvalitetu i kvantitetu nastalih spermija. Primarni uzročnici disfunkcije testisa mogu nastati zbog 

genetskih poremećaja, urođenih anomalija testisa, upale, traume i torzije testisa, 

gonadotoksičnih lijekova, kemo- ili radio- terapije i operacija u području prepona (75). Zbog 

njihove heterogenosti, te važnosti u procjeni muške neplodnosti, podrobnije će se opisati u 

sljedećim potpoglavljima. 

 

1.5.3.1. Genetski poremećaji 

 

Najčešći genetski poremećaji koji uzrokuju teže oblike muške neplodnosti su mikrodelecije 

Y-kromosoma, Klinefelterov sindrom, 46,XX muški sindrom i izocentrični Y kromosom. Tako 

muškarci s izuzetno niskim brojem spermija u ejakulatu kao i oni azoospermični pokazuju 

najveću incidenciju genetskih aberacija odgovornih za neplodnost. Y kromosom je ključan za 

razvoj muških spolnih karakteristika, stoga je očekivano da će njegove anomalije uzrokovati 

neplodnost. Regija gena faktora azoospermije AZF na dugom kraku Y kromosom sadrži tri pod-

regije, AZFa, AZFb i AZFc koje sadrže gene važne za pravilnu funkciju testisa. Ako dođe do 

delecije u jednoj ili više od podregija gena AZF, pojavit će se specifični fenotipi neplodnosti 

muškarca. Stoga se analiza navedenih regija koristi u rutinskoj kliničkoj obradi neplodnih 

pacijenata koji imaju izuzetno nisku koncentraciju spermija ili azoospermiju gdje posjeduje 

važnu dijagnostičku i prognostičku vrijednost (83). Ponekad, podregija AZFc može biti tek 

djelomično deletirana te je tada riječ je o klinički zasebnoj deleciji zvanoj gr/gr. Takva 

djelomična delecija utječe na gene koji se nalaze u više kopija, tako da su uslijed delecije 

eksprimirani u količinama nedostatnim za normalno odvijanje spermatogeneze. Ako se delecija 

gr/gr dalje prenese na potomke, može doći do pogoršanja fenotipa i potpune delecije podregije 

AZFc (84).  

Klinefelterov sindrom je kromosomska anomalija koja utječe na razvoj i funkciju mnogih 

organskih sustava sve od embrionalnog razvoja do odrasle dobi. Odnosi se na muške osobe 

(46,XY) rođene s viškom X kromosoma, najčešćeg kariotipa 47,XXY. Simptomi uključuju 

visoki rast, smanjen udio mišićne mase, smanjene testise, hipogonadotropni hipogonadizam 

(HH), kašnjenje puberteta, ginekomastiju te gubitak sekundarnih muških spolnih karakteristika. 

Pogađa jednog na 660 novorođenih muškaraca, a često se dijagnosticira tek u odrasloj dobi što 
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može biti prekasno za adekvatno liječenje te uzrokovati nepovratni gubitak spermatogeneze 

(85, 86). 

Jedna od patoloških dijagnoza muške neplodnosti može biti uzrokovana abnormalnošću 

gena na X kromosomu koji kodira androgeni receptor (AR). AR veže produkte steroidogeneze, 

pogotovo testosteron, a u jezgri signalizira transkripciju gena važnih za normalnu funkciju 

testisa. Tako mutacije u AR uzrokuju sindrom neosjetljivosti na androgen (AIS) koja može biti 

potpuna, djelomična ili nepotpuna. Ipak, frekvencija ovih mutacija je niska u neplodnoj muškoj 

populaciji (0 – 1,7 %) stoga se na testiranje šalju pacijenti ovisno o vrijednostima 

reproduktivnih hormona (87).  

Rijetka genetska anomalija koja pridonosi neplodnosti je muški XX sindrom kod kojeg 

osoba razvije sekundarne muške karakteristike s kariotipom 46,XX. Učestalost sindroma je 1 

na 20000 muške novorođenčadi. Ova anomalija najčešće nastaje tijekom spermatogeneze, u 

procesu mejoze, kada se homologna rekombinacija pseudoautosomne regije kromosoma X i Y 

neispravno odvije. Gen koji je primarni okidač razvoja testisa, SRY, se tako može translocirati 

na X kromosom. Iako u takvih pacijenata nije prisutan cijeli Y kromosom već samo gen SRY, 

dolazi do razvoja muškog fenotipa, ali ne i do pravilne funkcije testisa što naposljetku uzrokuje 

neplodnost (88).  

Mogući su i razni drugi genetički uzroci neplodnosti, uključujući ostale strukturalne 

promjene Y kromosoma, kao i mnogi novi geni koji se otkrivaju brzim razvojem metoda NGS 

(engl. next generation sequencing) (89). 

 

1.5.3.2. Ostali uzročnici 

 

Razni drugi čimbenici koji nemaju nužno poznatu genetičku podlogu, također uzrokuju ili 

djelomično utječu na pojavu neplodnosti.  

Varikokela, proširenje vena skrotuma i unutarnje sjemenske vene, može biti povezana s 

neplodnošću i abnormalnostima spermatogeneze. Klinička slika pacijenata koji imaju 

dijagnosticiranu varikokelu nije uvijek jednoznačna jer ju mogu imati i pacijenti s normalnom 

funkcijom testisa. Stupanj jačine varikokele također utječe na funkciju testisa, a predstavlja veći 

problem u kombinaciji sa ženskim čimbenicima neplodnosti (90). 

Nespušteni testisi ili kriptorhizam je čest pedijatrijski poremećaj, zahvaća 2 – 9 % muške 

populacije pri rođenju, te se smanjuje na 1 – 2 % u prvom tromjesečju života. Izvan skrotuma, 

odnosno nespušteni mogu biti jedan ili oba testisa. Utvrđeno je kako muškarci s obostranim 

nespuštenim testisima imaju značajno smanjenu plodnost naspram onih s jednostranim (91). 
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Nadalje, muškarci koji imaju kriptorhizam, često pokazuju manji broj spermija u ejakulatu od 

zdravih muškaraca (92). Predložena etiologija kriptorhizma je mješavina genetičkih i okolišnih 

čimbenika pojedinačno ili kombinirano (93). 

Prethodna liječenja malignih bolesti citotoksičnom kemoterapijom ili radioterapijom 

također imaju negativan utjecaj na plodnost muškarca koji može biti kratkotrajan ili dugotrajan. 

Budući da su navedeni tretmani izuzetno toksični za spermatogenezu i ispravnu funkciju testisa, 

jedini način očuvanja plodnosti u ovom slučaju je prethodno smrzavanje reproduktivnog tkiva 

ili spermija (94). 

 

1.5.4. Idiopatska muška neplodnost 

 

Muška neplodnost nepoznate etiologije odnosno idiopatska neplodnost, zahvaća čak 30 – 

40 % pacijenata koji dolaze na obradu radi nemogućnosti začeća zdrave partnerice. Takvi 

pacijenti često nemaju povijest bolesti povezanih s neplodnošću te pokazuju normalne 

parametre laboratorijskih, hormonskih, genetičkih testova. Parametri sjemena također mogu 

biti normalni. Ovakvi slučajevi zahtijevaju dodatne genetičke i molekularne analize kako bi se 

što preciznije dijagnosticirao uzrok i daljnja terapija (95). 

 

1.6. Dijagnostika muške neplodnosti 

 

Prema smjernicama Američkog društva za reproduktivnu medicinu i Europskog društva za 

urologiju, osnovna evaluacija neplodnosti vrši se skupljanjem informacija o povijesti bolesti 

vezanih za reproduktivni sustav i barem jednom analizom sjemena, spermiogramom. Ako je 

rezultat spermiograma abnormalan, pacijent se šalje dalje na pregled kod specijalista te mu se 

uzima potpuna medicinska anamneza (96).   

 

1.6.1. Spermiogram 

 

Spermiogram je osnovna laboratorijska metoda analize sjemena kojom se procjenjuje 

kvaliteta spermija u muškarca. Spermiogram uključuje kvantitativnu analizu broja, 

pokretljivosti, morfologije i vitalnosti spermija u nativnom ejakulatu, prema smjernicama SZO. 

Na temelju spermiograma se tako postavljaju sljedeće dijagnoze: astenozoospermija - smanjen 

broj pokretnih spermija; oligozoospermija - smanjen broj spermija; teratozoospermija - 
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narušena morfologija spermija. Također je moguće postaviti i kombinaciju dvije ili sve tri 

navedene dijagnoze (oligoasteno-, oligoterato-, oligoastenoteratozoospermija) čemu se potonja 

definira kao sindrom oligoastenoteratozoospermije (OAT). Postoje i teže dijagnoze, kao 

nekrozoospermija, koja označava stanje kada je u ejakulatu vrlo mali broj živih, ali većinski 

nepokretnih spermija. Ako su spermiji prisutni u izuzetno malom broju, radi se o 

kriptozoospermiji, a potpuna odsutnost spermija naziva se azoospermija (97, 98). Sama analiza 

ejakulata nije dovoljna kako bi se objasnio muški čimbenik neplodnosti te predvidio ishod 

medicinski potpomognute oplodnje (MPO) (99).  

 

1.6.2. Analiza hormona 

 

Kod muškaraca rizičnih za HH klinički se radi i analiza hormonskog profila koja najčešće 

uključuje određivanje vrijednosti spolnih hormona FSH, LH i testosterona. Hormonski profil je 

izuzetno važan kod azoospermičnih muškaraca budući da može imati prognostičku vrijednost. 

Ponekad se može raditi dodatna analiza hormona poput prolaktina, globulina koji veže spolne 

hormone, anti-Müllerovog hormona, inhibina B ili hormona štitnjače (100).  

 

1.6.3. Genetičko testiranje 

 

Oko 15 % muške neplodnosti može se objasniti genetičkim anomalijama. Usprkos brzom 

rastu istraživanja i sve većem broju novootkrivenih gena koji uzrokuju mušku neplodnost, još 

uvijek se u kliničkoj obradi pacijenata koriste standardni genetski testovi. Ti testovi uključuju 

kariotipizaciju za određivanje numeričkih i strukturalnih abnormalnosti, ispitivanje 

mikrodelecija regije AZF i mutacija gena CFTR. Na genetički probir indiciraju se pacijenti s 

azoospermijom i teškom oligozoospermijom u kojoj se u nativnom ejakulatu nalazi manje od 5 

milijuna spermija po mililitru (96, 101). 

 

1.6.4. Ultrazvuk skrotuma 

 

Muškarci kod kojih se sumnja na opstrukciju sjemenovoda se indiciraju na ultrazvuk 

skrotuma, neinvazivnu metodu kojom se određuju volumen i veličina testisa, prisutnost 

varikokele i anatomija epididimisa. Iako se i samim pregledom kod liječnika mogu utvrditi 

anatomske anomalije, ultrazvukom se takav nalaz potvrđuje (96). 
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1.6.5. Mikrobiološka analiza ejakulata 

 

Indikacija za mikrobiološku analizu ejakulata uključuje abnormalan uzorak urina, infekcije 

urinarnog trakta, prostatitis, epididimitis, upalu muških spolnih žlijezda i seksualno prenosive 

bolesti. Ako muškarac ima smanjen volumen ejakulata, mikrobiološka analiza je korisna budući 

da uzrok može biti opstrukcija sjemenovoda uslijed infekcije. Inače, sama mikrobiološka 

analiza ima manju ulogu u dijagnostici neplodnosti, a pronalazak leukocita u ejakulatu nema u 

potpunosti razjašnjeno značenje (102).  

 

1.6.6. Dodatne analize kvalitete sjemena 

 

Uobičajeni parametri sjemena dobiveni spermiogramom često ne daju informaciju vezanu 

za njihovu ispravnu funkciju, stoga su razvijeni dodatni testovi kvalitete sjemena (103). Velika 

važnost dodatnih testova funkcije spermija došla je do izražaja sve većim korištenjem 

postupaka medicinski potpomognute oplodnje (MPO) poput izvantjelesne oplodnje (engl. in 

vitro fertilization, IVF) i intracitoplazmatske injekcije spermija (engl. intracytoplasmic sperm 

injection, ICSI) koje se primjenjuju u liječenju muške neplodnosti (104). Sam spermiogram ima 

ograničenu sposobnost predviđanja uspješnosti ishoda postupaka MPO ovisno o dijagnozi 

stupnja muške neplodnosti, a dodatni funkcionalni testovi bi mogli dati odgovor (104, 105). 

Iako su dodatni testovi prema smjernicama SZO još uvijek kategorizirani kao istraživački, 

njihova mogućnost predviđanja ishoda MPO i trudnoće usmjerava ih sve više prema kliničkoj 

primjeni u budućnosti (96, 105). Također, 2021. godine izašla je nova verzija priručnika      

SZO-a za obradu neplodnih pacijenata koja detaljno opisuje postupke dodatnih testova i kod 

kojih pacijenata bi se takvi testovi mogli primijeniti (106). Naglasak se trenutno stavlja na 

testove koji određuju kvalitetu kromatina spermija, odnosno integritet genoma spermija. 

Analizom integriteta genoma utvrđuje se postotak spermija koji su fragmentirani, odnosno 

imaju lomove ili modifikacije nukleotida DNA (105). Usporedba spermiograma i dodatnih 

funkcionalnih testova prikazana je na slici 8.  
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Slika 8. Laboratorijske metode određivanja muške neplodnosti. A) Shema prikazuje standardnu 

analizu sjemena spermiogramom koja služi kao inicijalna provjera sjemena kod svakog muškarca kod 

kojeg postoji sumnja na mušku neplodnost. Analize uključuje određivanje makroskopskih svojstava 

volumena, pH, izgleda i viskoznosti sjemena te mikroskopska svojstva spermija koja uključuju 

koncentraciju, pokretljivost, morfologiju, aglutinaciju, vijabilnost i prisutnost okruglih stanica.                

B) Shema pokazuje dijelove spermija koji se mogu ispitivati funkcionalnim testovima. Fragmentacija 

DNA spermija se može testirati i govori o integritetu genoma. Također, može se odrediti prisutnost i 

količina reaktivnih kisikovih radikala (engl. reactive oxygen species, ROS) u spermijima testovima na 

bazi kemiluminiscencije, dok se funkcija mitohondrija spermija provodi testovima koji ispituju 

membranski potencijal mitohondrija. Može se ispitati i efikasnost vezanja spermija na zonu pelucidu 

jajne stanice testom hemizone te akrosomska reakcija specifičnim bojanjima. (Preuzeto i prilagođeno: 

Agarwal i sur., The Lancet, 2021 (96)) 

 

1.6.6.1. Fragmentacija DNA spermija 

 

Glavna uloga spermija je prijenos ispravnog genetičkog materijala na potomke stoga 

narušeni integritet DNA spermija može utjecati na oplodnju, rani razvoj embrija kao i na 

vjerojatnost trudnoće prirodnim putem (107). Narušavanje integriteta DNA, odnosno oštećenje 

DNA spermija može biti uzrokovano različitim vanjskim i unutrašnjim čimbenicima. Neki od 

vanjskih čimbenika su izlaganje toplini, pušenje, kemoterapeutici i okolišno zagađenje, dok 

unutarnji uzroci uključuju nepravilno sazrijevanje spermija, apoptozu spolnih stanica, 
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poremećaje urogenitalnog trakta, ali i starosnu dob muškarca (Slika 9) (108). Navedeni 

čimbenici mogu u testisima ili čak post-testikularno potaknuti akumulaciju reaktivnih kisikovih 

radikala (engl. reactive oxygen species, ROS), odnosno proces oksidacijskog stresa koji dovodi 

do oštećenja bioloških makromolekula, pa tako i DNA u stanicama (109). Najčešći tipovi 

oštećenja DNA su neispravno sparivanje, gubitak ili modifikacije dušičnih baza, stvaranje 

adukta DNA i drugih molekula, dimeri pirimidinskih dušičnih baza te jednolančani i dvolančani 

lomovi molekule DNA. Sva navedena oštećenja mogu uzrokovati fragmentaciju DNA 

spermija, (engl. sperm DNA fragmentation, SDF) te utjecati na kvalitetu i ishod MPO-a (110). 

Nekoliko različitih molekularnih mehanizama sudjeluje u nastanku oštećenja DNA i pojave 

SDF-a u spermijima unutar samih testisa (Slika 9). Oštećenja DNA su moguća tijekom svih 

faza spermatogeneze i spermiogeneze, a nekoliko je najčešćih uzroka. Tako tijekom procesa 

spermiogeneze može doći do oštećenja DNA budući da zamjenu histona protaminima, 

potpomaže enzim topoizomeraza II. Taj enzim stvara lomove na DNA kako bi se minimalizirao 

torzijski stres uslijed sažimanja kromatina. Ako ovi lomovi nisu sanirani mehanizmima 

popravka lomova, doći će do neispravnog sazrijevanja spermija i SDF-a (110, 111). Idući 

mehanizam koji može potaknuti SDF je prekinuta apoptoza stanica tijekom spermatogeneze. 

Naime, tijekom normalne spermatogeneze, apoptoza se fiziološki odvija kako bi se uklonile 

eventualne abnormalne spolne stanice. Ako se proces apoptoze poremeti ili aktivira zbog pojave 

oksidativnog stresa, moguća posljedica je pojava SDF-a (112). Nadalje, do oštećenja može doći 

i nakon što spermiji napuste testis, post-testikularno, zbog okolišnog oksidacijskog stresa. 

Oštećenje uslijed oksidacijskog stresa potiče stvaranja adukta DNA na mjestima gdje molekula 

nije zaštićena protaminima što dalje potiče lomove i fragmentaciju. Također, može doći i do 

aktivacije različitih molekularnih signalnih puteva koji potiču apoptozu i narušavaju proces 

sazrijevanja spermija te vode nastanku SDF-a (113, 114).  
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Slika 9. Molekularni mehanizmi nastanka DNA fragmentacije spermija unutar i izvan testisa te 

najčešći čimbenici rizika. Unutar testisa tijekom spermatogeneze može doći do prekinute apoptoze 

neispravnih spermatocita aktivacijom Fas-liganda koji se zadrži na zrelom spermiju. Signalni put 

apoptoze može se pokrenuti u mitohondrijima što uzrokuje daljnje lomove DNA spermija. Neispravno 

sazrijevanje okrugle spermatide uslijed spermiogeneze može dovesti do lomova na molekuli DNA 

djelovanjem enzima topoizomeraze II. Post-testikularno oštećenje genoma spermija najčešće je 

uzrokovano akumulacijom ROS-ova koji uzrokuju pojavu oksidacijskog stresa. Mehanizmi 

oksidacijskog stresa uključuju aktivaciju MAPK – signalnog puta koji preko kinaza ERK/JNK/MAPK-

p38 upućuje stanicu u apoptozu. Također, oksidacijski stres može uzrokovati aktivaciju raznih kaspaza 

i endonukleaza, ali i izravno oštetiti kromatin spermija stvaranjem adukta molekule DNA i nusprodukata 

oksidacije. Svi navedeni mehanizmi uzrokuju fragmentaciju DNA spermija, a aktiviraju ih, osim 

starosne dobi i razni klinički poremećaji poput varikokele, kriptorhizma, sistemskih i urogenitalnih 

infekcija, dob, tumora, hormonalnih poremećaja, dijabetesa, kao i okolišni čimbenici (izlaganje toplini, 

okolišni toksini, radijacija, pušenje, alkohol, prehrana). (Preuzeto: Agarwal i sur., The World Journal of 

Mens Health, 2020 (110)) 

 

Najčešći dodatni testovi kojima se određuje postotak SDF-a jesu detekcija lomova DNA, 

test strukture kromatina spermija i test disperzije kromatina spermija (115). U kliničkoj praksi, 

parametar SDF se još uvijek ne koristi u rutinskoj obradi svakog pacijenta, ali je preporučeno 

testiranje u nekoliko specifičnih slučajeva. Kod pacijenata kojima je dijagnosticirana 

varikokela, ovisno o stupnju jačine dijagnoze preporučuje se testiranje pacijenata s 
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abnormalnim parametrima sjemena, te graničnih ali normozoospermičnih uzoraka. Zatim, 

preporučeno je testiranje SDF-a kod idiopatske muške neplodnosti, neuspješnih postupaka 

MPO-a te kod partnera žena koje su imale uzastopne gubitke trudnoće. Isto tako, kod muškaraca 

koji imaju rizik od narušavanja neplodnosti zbog okolišnih i životnih navika preporučena je 

analiza SDF-a (116). 

 

1.6.6.2. Procjena sažimanja kromatina spermija 

 

Normalna struktura i sazrijevanje kromatina spermija ključni su za pravilnu oplodnju (117). 

Neispravno sažimanje tj. kondenzacija kromatina tijekom spermiogeneze uslijed kojeg dolazi 

do nepotpunog sazrijevanja spermija može dovesti do muške neplodnost neovisno o 

konvencionalnim parametrima sjemena (117). Nadalje, spermiji s neispravno kondenziranim 

kromatinom se može tehnikama MPO-a, poput ICSI-ja, prenijeti dalje na potomstvo. Pokazana 

je i negativna povezanost između nepravilne strukture kromatina spermija i potencijala spermija 

za oplodnju (118, 119). Također, uslijed narušenog procesa spermiogeneze i nepravilnog 

sažimanja kromatina protaminima može doći do oštećenja DNA što pridonosi povećanju 

fragmentacije DNA spermija (120).  

Procjena sažimanja kromatina spermija temelji se na svojstvu gusto kondenziranog 

kromatina protaminima u toroidima, koji ne dopuštaju polimerizaciju, odnosno vezanje drugih 

molekula na kromatin (121). S druge strane, ako spermiji nisu u potpunosti sazreli i na 

kromatinu ostane višak vezanih histona, DNA je rahlija što omogućava lakše vezanje i 

polimerizaciju drugim molekulama (122). Ta svojstva se također odnose na interkalirajuće 

ionske boje koje vežu DNA u rahlijim dijelovima, odnosno tamo gdje kromatin nije potpuno 

kondenziran. Na temelju toga, postoji nekoliko različitih vrsta testova kojima se procjenjuje 

status, odnosno sažimanje kromatina spermija. Neki od testova su detekcija preostalih histona 

u fiksiranih spermija bojom anilin plavo, bojanje bojom kromomicin A3 koji detektira 

protamine te bojanje bojama toluidin plavim, metil zelenim ili Giemsom (123-125). 
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1.7. Okolišni čimbenici koji utječu na muški reproduktivni sustav  

 

Muška neplodnost, kao izuzetno heterogeno stanje, je često posljedica kombinacije 

različitih utjecaja na muški reproduktivni sustav, među kojima se nalaze i okolišni čimbenici. 

Čovjek je svakodnevno okružen raznim toksinima, kemikalijama i drugim utjecajima koji mogu 

imati negativan utjecaj na reproduktivno zdravlje (Slika 10) (93). Prvi puta je okolišni čimbenik 

uočen prije 40-ak godina u Sjedinjenim Američkim državama kada su radnici u tvornici 

pesticida i poljoprivrednici imali smanjenu plodnost i narušenu spermatogenezu zbog redovitog 

izlaganja insekticidu 1,2-dibromo-3-kloropropanu (DBCP) (126). Od tada je porastao interes 

za okolišnu i radnu izloženost te su provedene studije na animalnim modelima pokazale štetan 

utjecaj raznih pesticida, metala i kemikalija na muški reproduktivni sustav (127). Usprkos tomu, 

broj supstanci iz okoliša s eksperimentalno dokazanim negativnim utjecajem na 

spermatogenezu ostao je ograničen, kao i broj studija koje su pokazale učinke na ljudima. 

Budući da se mnoge toksične supstance i dalje nalaze ili otpuštaju u okoliš, kao takve 

predstavljaju opasnost reproduktivnom zdravlju (128). Također, unazad zadnjih nekoliko 

desetljeća uočeno je povećanje reproduktivnih poremećaja poput tumora testisa, razvojnih 

anomalija i smanjene proizvodnje spermija (129). Ovi poremećaji se povezuju s raširenim 

korištenjem supstanci koje stupaju u interakciju s hormonskom aktivnošću, a nazivaju se 

endokrini disruptori (ED). Izloženost ED stoga može predstavljati teret za zdravstveni sustav i 

same pacijente zbog troškova postupaka liječenja i MPO-a (93, 130). Osim okolišne izloženosti, 

negativan utjecaj na muški reproduktivni sustav može se očitovati kroz svakodnevne životne 

navike koje uključuju konzumaciju cigareta i alkohola, prekomjerno unošenje visoko-

procesirane hrane pune šećera i masnoća, korištenje ilegalnih droga, psihološki stres te 

korištenje mobitela i sl. (131). Budući da su životne navike zapravo prva linija djelovanja kod 

narušenog zdravlja, potrebno je sagledati koji čimbenici imaju utjecaj na mušku neplodnost 

(132). 

 



    
 

31 

 

 

Slika 10. Slikoviti prikaz životnih i okolišnih čimbenika koji mogu utjecati na smanjenu plodnost 

muškarca. Životne navike koje mogu utjecati na plodnost su konzumacija alkohola te prekomjerna 

težina, hrana visoke energetske vrijednosti i nedostatak tjelesnih aktivnosti. Okolišni čimbenici poput 

života ili rada u blizini velikih industrijskih pogona, korištenje pesticida i insekticida te drugih materijala 

s negativnim utjecajem na plodnost poput parabena, ftalata i bisfenola. Također elektromagnetsko 

zračenje može također utjecati na plodnost. (Preuzeto i prilagođeno: Maric i sur., Arh Hig Rada 

Toksikol, 2021 (133)) 

 

1.7.1. Prehrana  

 

Prehrana je čimbenik koji utječe na zdravlje cijelog organizma te stoga može utjecati i na 

reproduktivni potencijal pojedinca. Konzumacijom namirnica siromašnih nutrijentima, a 

bogatih tvarima visokog glikemijskog indeksa, zasićenim mastima i trans-masnim kiselinama 

uz smanjenu fizičku aktivnost može doći do prekomjerne težine, a potom i do pretilosti. Prema 

podacima studije iz 2010. godine, pretilost je uzrokovala zdravstvene probleme koji su doveli 

do smrti više od 3,4 milijuna ljudi što je ukupno 3,9 % godišnje izgubljenih života (134). 

Također, ovakva prehrana može potaknuti oksidativni stres kao bazu nastanka pretilosti, 

dijabetesa, inzulinske rezistencije i disbioze u crijevima. Navedeni metabolički poremećaji su 

također povezani s narušenom muškom plodnošću jer oksidacijski stres može izravno utjecati 

na spermatogenezu, a time i kvalitetu sjemena. Prehrana može također utjecati na aktivnost 

reproduktivnih hormona i imunološki odgovor organizma (135). Stoga, nakupljanje bijelog 

masnog tkiva u organizmu vodi povećanju proizvodnje proupalnih citokina i nakupljanju   

ROS-ova, ali i povećanoj aktivnosti enzima aromataze koji je odgovoran za katalizaciju 
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pretvorbe testosterona u estradiol (136). Najčešće negativne posljedice pretilosti na muško 

reproduktivno zdravlje uočavaju se kroz pojavu hipogonadizma, apoptoze zbog toplinskog 

stresa u testisima ili hipoksije i djelovanja endokrinih disruptora (137).  

Endokrini disruptori iz okoline mogu potencijalno djelovati simultano na pretilost i mušku 

neplodnost (138). U organizam se nerijetko unose putem prehrane zbog načina na koji je hrana 

uzgajana, mogu biti otpušteni iz ambalaže ili se nalaziti u određenim vrstama voća, povrća i 

žitarica. Tako na primjer mlijeko i mliječni produkti kao i neke vrste ribe mogu biti izvori raznih 

vrsta ED-a, zatim korištenje pesticida i dodatak raznih suplemenata i hormona rasta pri uzgoju 

goveda mogu dovesti do izlaganja ED. Nadalje, sama ambalaža poput plastike može biti izvor 

bisfenola A (BPA) čija upotreba je i zabranjena u Europskoj Uniji. Također, fitoestrogeni, 

supstance koje stupaju u interakciju s estrogenim i androgenim receptorima, su porijeklom iz 

biljaka, posebice soje (139). Takvi spojevi mogu imati negativan utjecaj na zdravlje i plodnost 

(140). Kadmij je teški metal koji se isto može nalaziti u raznim žitaricama i sjemenkama, a 

pokazan je njegov negativan utjecaj na mušku plodnost (141). Pretpostavlja se kako djelovanje 

ED ima izrazit utjecaj tijekom fetalnog i ranog neonatalnog razvoja te da isto tako može 

povećati sklonost pretilosti, neplodnosti i ostalim bolestima poput tumora (142). 

 

1.7.2. Alkohol 

 

Konzumacija alkohola je još jedna životna navika koja može utjecati na zdravstveni status 

i uzrokovati razne poremećaje i bolesti poput hipertenzije, srčanih bolesti, bolesti jetre, 

gastrointestinalna krvarenja, tumore, demenciju, anksioznost i depresiju te socioekonomske 

probleme (143). S druge strane, umjerena konzumacija alkohola može imati pozitivan učinak 

na zdravlje žena i muškaraca (144). Za plodnost muškarca, pokazano je kako neumjerena 

konzumacija alkohola može negativno utjecati na proizvodnju hormona gonadotropina, atrofiju 

testisa, razinu testosterona i spermatogenezu (145). Također je pokazano kako muškarci koji 

konzumiraju alkohol, mogu imati veću razinu estradiola od onih koji ne piju (146). Utjecaj 

umjerene konzumacije alkohola nije od kliničke značajnosti prema dosadašnjim istraživanjima, 

ali je pokazano kako redovito ispijanje alkohola može dovesti do narušenih parametara sjemena 

(147).  
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1.7.3. Pušenje  

 

Poznato je da pušenje ima negativan utjecaj na cjelokupno zdravlje te na muški 

reproduktivni sustav. Usprkos tomu, oko 46 % od ukupnih pušača jesu muškarci u 

reproduktivnoj dobi (148). Dim cigarete sastoji se od oko 4000 različitih supstanci u obliku 

plinova, čestica i isparenih tekućina koje se otpuštaju procesima hidrogenacije, pirolize, 

oksidacije, dekarboksilacije i dehidracije, među kojima su razni toksini i mutageni (149). U 

cigaretama se nalazi i nikotin, glavni alkaloid duhana, koji može također imati ulogu u inhibiciji 

i smanjenju aktivnosti aromataze. U animalnim studijama, pokazano je kako muška mladunčad 

štakora može imati smanjenu aktivnost aromataze uslijed izlaganja nikotinu (150). 

Dosadašnjim studijama koje su proučavale utjecaj pušenja na parametre, kvalitetu sjemena i 

plodnost dobiveni su oprečni rezultati, gdje su neki pokazali kako pušenje ima utjecaja na 

kvalitetu (151, 152), dok drugi nisu uspjeli pokazati jasan učinak (153, 154). Pokazano je kako 

ovisno o količini konzumiranih cigareta, osnovni parametri sjemena mogu biti narušeni, 

odnosno veća konzumacija cigareta narušava parametre poput volumena ejakulata, broja i 

pokretljivosti spermija (155). Zatim, određene biološke funkcije spermija poput građe 

aksoneme kojom se spermij pokreće, mogu biti narušene čime pušenje izravno djeluje na 

smanjenje pokretljivosti spermija (156). Pušenje je također povezano s akumulacijom ROS-ova 

i pojavom oksidacijskog stresa u sjemenu koji mogu naštetiti normalnoj funkciji spermija (157). 

Pokazano je i kako pušači imaju veću vjerojatnost pojave leukocitospermije u uzorku, 

povišenog broja leukocita, koji također mogu biti unutrašnji izvor ROS-a (158). Budući da 

navike poput prehrane, konzumacije alkohola i cigareta mogu prema studijama imati utjecaj na 

muški reproduktivni sustav, neplodnost svakako treba sagledati iz gledišta povezanosti 

medicinskih parametara i životnih navika (159). 

 

1.7.4. Životna sredina 

 

Životna sredina često određuje životne navike pojedinca, a one potom utječu na kvalitetu 

života i zdravlja. Tako je primjerice, karakteristika života u manjoj sredini ili izvan grada 

(ruralna okolina) nerijetko povezana s bavljenjem poljoprivredom i stočarstvom. Zbog toga, 

veća je vjerojatnost da se muškarac koji obitava u ruralnoj sredini bavi navedenim poslovima, 

nego muškarac u gradskoj, urbanoj sredini te da je stoga izložen i većoj koncentraciji pesticida 

(160). Pesticidi su kemijski spojevi i njihove mješavine koje se koriste za sprječavanje, 

uništavanje i kontrolu nametnika poput vektora bolesti, biljaka i životinja koje čine štetu 
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tijekom bilo kojeg stadija uzgoja hrane te nametnika koji napadaju životinje za uzgoj (161). 

Zbog svog potencijalnog štetnog djelovanja, postoje regulative unutar Europske Unije poput 

one propisane od strane Europske agencije za sigurnost hrane kolika je najveća dozvoljena u 

komercijalnim proizvodima u svrhu sigurnosti potrošača (162). Naime, pesticidi se mogu 

unijeti u organizam ili izravnom upotrebnom tijekom radne izloženosti i kućne upotrebe te 

indirektno preko hrane ili dojenjem (163). Studije su pokazale kako parametri sjemena 

muškaraca koji žive u ruralnoj okolini mogu imati narušene parametre sjemena naspram 

muškaraca koji žive u urbanoj sredini koji su manje izloženi ksenobioticima u sklopu 

poljoprivrednih djelatnosti. Stoga, procjena rizika životnog okruženja pojedinca, odnosno 

života u urbanoj ili ruralnoj sredini može biti važna radi boljeg razumijevanja zdravstvenog 

statusa, a time i problema neplodnosti (160, 163-165).  

 

1.7.5. Radna sredina 

 

Svakodnevna radna izloženost različitim kemikalijama i toksinima također može utjecati na 

zdravlje muškarca i plodnost (166). Na primjer, poljoprivredni radnici i ribari mogu biti u većoj 

mjeri izloženi pesticidima nego osobe u drugim zanimanjima. Pokazano je i kako radnici 

izloženi različitim vrstama pesticida mogu imati veći rizik od pojave patoloških parametara 

sjemena (167-169). Nadalje, pronađena je povezanost između radnog izlaganja različitim 

otapalima i bojama, olovu, stresu na poslu te rada u smjenama s dijagnozom muške neplodnosti 

(170, 171). Tako je i učestalo korištenje materijala i proizvoda koji sadrže etilen-glikol poput 

raznih otapala i sredstava proziv zamrzavanja, povezano s narušenim parametrima sjemena u 

muškarca (172). Također, profesionalni vatrogasci mogu biti u riziku od pojave muške 

neplodnosti, ali i drugih bolesti, budući da intenzivno rade s mješavinama toksičnih kemikalija. 

Njihov rad karakteriziraju i noćne smjene, što dodatno može pridonijeti narušavanju zdravlja 

(173). Profesionalno izlaganje ftalatima uslijed rada u tvornicama koje proizvode materijale od 

polivinil-klorida, također može negativno utjecati na plodnost i razne parametre kvalitete 

sjemena (174). 

 

Kao što se vidi iz Uvoda, muška neplodnost je izrazito heterogen poremećaj te je nerijetko 

osnovna analiza sjemena nedostatna za njezinu dijagnostiku i objašnjenje. Svrha ovog rada je 

korištenjem spermiograma, dodatnih analiza kvalitete spermija i proteomske analize N-glikana 

u muškaraca s određenim životnim i okolišnim čimbenicima sveobuhvatnije pristupiti muškoj 

neplodnosti i njezinoj dijagnostici. 
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2. HIPOTEZA  

 

Abnormalni parametri sjemena povezani su s povećanjem razine fragmentacije DNA kao i 

omjera histona/protamina, s promijenjenim sastavom N-glikana u sjemenoj tekućini te sa 

životnim i okolišnim faktorima (pušenje, alkohol, prehrana, urbana/ruralna sredina).  
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3. SVRHA I CILJEVI RADA  

 

OPĆI CILJ:  

 

Odrediti povezanost parametara sjemena (pokretljivosti, broja i morfologije spermija), 

integriteta DNA, omjera histona/protamina i sastava N-glikana sjemene tekućine sa životnim i 

okolišnim faktorima (pušenje, alkohol, prehrana, urbana/ruralna sredina).  

 

SPECIFIČNI CILJEVI:  

 

• Odrediti povezanost parametara sjemena s razinom fragmentacije DNA spermija, kao i s 

omjerom histona/protamina u muškaraca s abnormalnim i normalnim parametrima sjemena  

• Odrediti povezanost N-glikana s abnormalnim i normalnim parametrima sjemena  

• Odrediti povezanost razine fragmentacije DNA spermija, te omjera histona/protamina, sa 

sastavom N-glikana u sjemenoj tekućini u muškaraca s abnormalnim i normalnim 

parametrima sjemena  

• Odrediti povezanost životnih i okolišnih faktora s razinom fragmentacije DNA spermija, 

kao i s omjerom histona/protamina u muškaraca s abnormalnim i normalnim parametrima 

sjemena  

• Odrediti povezanost životnih i okolišnih faktora sa sastavom N-glikana sjemene tekućine u 

muškaraca s abnormalnim i normalnim parametrima sjemena  

• Procijeniti značajnost sastava N-glikana sjemene tekućine kao biomarkera životnih i 

okolišnih faktora i mjerenih parametara sjemena 
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4. ISPITANICI I METODE  

 

4.1. Ispitanici 

 

Istraživanje je provedeno u skladu s Helsinškom deklaracijom, u sklopu projekta 

„Reproduktivna i regenerativna medicina – istraživanje novih platformi i potencijala“ pod 

projektnim kodom KK.01.1.1.01. Etičko povjerenstvo Klinike za ženske bolesti i porode 

Kliničkog bolničkog centra i Medicinskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu izdalo je dopusnicu 

za istraživanje dana 15.03.2018. pod brojem 021-1/41-18. U istraživanje je uključeno ukupno 

166 ispitanika koji su nakon liječničkog pregleda imali indikaciju za analizu sjemena u Klinički 

zavod za laboratorijsku dijagnostiku, Klinike za ženske bolesti i porode, KBC-a Zagreb. Svi 

ispitanici su dobrovoljno potpisali informirani pristanak nakon što im je obrazložena svrha 

istraživanja. Također su obaviješteni o tajnosti njihovih podataka sukladno Općoj uredbi o 

zaštiti podataka, namjenskom korištenju njihova biološkog i genetičkog materijala te 

mogućnosti svojevoljnog izlaska iz istraživanja u bilo kojem trenutku. Svi uzorci su numerirani, 

a osobni podaci poznati isključivo voditeljima studije, nigdje nisu objavljeni niti će se moći 

povezati s korištenim uzorcima. Ispitanici su muškarci starosne dobi između 20 i 55 godina, 

prosječne dobi 35,4 godine, a isključni kriteriji su bili odsustvo spermija u ejakulatu i prethodne 

radio- ili kemoterapije. Shematski prikaz dizajna istraživanja provedenog u ovom doktoratu 

prikazan je na slici 11. 

Uz informirani pristanak, ispitanici su ispunili anketu uz mogućnost pojašnjavanja nejasnih 

pitanja. Anketa je preuzeta iz Okvirnih projekata EU COPHES i DEMOCOPHES, a trenutačno 

se koristi u projektu Horizon 2020 HBM4EU, te su pomoću nje objavljeni recentni radovi (175-

177). Uz pitanja o osnovnim, općim podacima ispitanika, anketa sadrži pitanja koja pokrivaju 

preboljele bolesti, životne navike poput pušenja, konzumacije alkohola, prehrane te o životu u 

urbanoj ili ruralnoj sredini. Pomoću ankete su dalje načinjene procjene izloženosti okolišnim 

čimbenicima, odnosno životnim navikama te multivarijatnim statističkim modelima određena 

povezanost čimbenika i bioloških parametara sjemena. Upitnici svih ispitanika su jednoznačno 

kodirani brojevima, npr. ukoliko su pitanja binarnog karaktera (da/ne), kodirani su brojevima 1 

i 2. Pitanja o prehrani su također binarno kodirana kako bi se pojednostavnila interpretacija 

rezultata s obzirom na broj ispitanika. Tako je konzumacija voća i povrća kodirana na 

svakodnevna konzumacija ili manje, konzumacija bijelog i crvenog mesa na više od 3 puta 

tjedno i 3 puta ili manje te konzumacija ribe na više ili 1 puta tjedno i manje. Konzumacija 
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mlijeka je također binarno kodirana (da/ne) kao i konzumacija alkohola. Potrošnja cigareta je 

dodatno raščlanjena na konzumaciju više od 15 cigareta dnevno ili manje. Ispitano je i nalazi li 

se osoba u urbanoj ili ruralnoj sredini. Anketa nije detaljno ulazila u ispitane parametre, već je 

služila kao robusni probir ispitanika za najčešće životne i okolišne izloženosti te su 

reprezentativna pitanja prikazana na slici 12.  

 

 

Slika 11. Shematski prikaz dizajna istraživanja. CASA – računalno potpomognuta analiza sjemena, 

UPLC – tekućinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti, LC-MS – tekućinska kromatografija 

spregnuta sa spektrometrijom masa. 
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Slika 12. Prikaz pitanja postavljenih ispitanicima u anketi. 
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4.2. Metode 

 

4.2.1. Prikupljanje uzoraka i obrada 

 

Uzorci sjemena su prikupljeni nakon 2 – 7 dana apstinencije masturbacijom u sterilnu 

čašicu, o čemu je dan naputak svakom ispitaniku. Također, ispitanicima je rečeno kako je 

potrebno prikupiti cijeli uzorak bez gubitaka frakcije sjemena. Uzorci su ostavljeni na sobnoj 

temperaturi (engl. room temperature, RT) 30 – 60 min kako bi prošli proces likvefakcije 

tijekom kojeg gelozno sjeme postaje više tekuće uslijed enzimskih reakcija cijepanja proteina 

proteazama iz prostate (178). Nakon toga se pristupilo analizi spermiograma, odnosno 

parametara sjemena koja je uvjetovala daljnje postupke. Parametri sjemena utvrđeni su 

računalno potpomognutom analizom sjemena (engl. computer aided sperm analysis, CASA) 

koja je prema smjernicama SZO iz 2010. godine (97). Uzorci su klasificirani kao 

normozoospermični, odnosno normalnih parametara sjemena, ako je ukupni volumen sjemena 

bio iznad 1,5 mL, pokretljivost spermija veća od 40 %, progresivna pokretljivost veća ili 

jednaka 32 %. Kriterij koncentracije spermija je ≥ 15 x 106 spermija po mililitru, dok broj 

spermija u ukupnom uzorku treba biti ≥ 39 x 106 te pravilna morfologija spermija treba iznositi 

≥ 4 %.  

Ako je bilo koji od navedenih parametara spermiograma bio ispod navedenih graničnih 

vrijednosti, uzorak se klasificirao kao abnormalni, odnosno patoloških parametara sjemena 

zbog lakšeg snalaženja u daljnjem radu. Ispitanici su nakon analize sjemena svrstani u dvije 

skupine: oni s normalnim vrijednostima parametara sjemena i dijagnozom normozoospermije 

(N = 82) te oni s patološkim (abnormalnim) parametrima sjemena, odnosno patološkim 

spermiogramom (N = 84) (Slika 13). Broj ispitanika svake skupine je predviđen analizom 

statističke snage testa te je prema tome prikupljan navedeni broj. Kako bi se dodatno istražile 

razlike unutar heterogene skupine ispitanika s patološkim parametrima sjemena, ispitanici su 

razvrstani u podskupine sukladno vrijednostima koncentracije i pokretljivosti spermija u 

astenozoospermičnu (N = 29, smanjena ukupna pokretljivost ili progresivna pokretljivost 

spermija), oligozoospermičnu (N = 21, smanjen broj spermija po ml ili u ukupnom uzorku) i 

oligoastenozoospermičnu skupinu (N = 34, narušeni parametri broja i pokretljivosti spermija) 

(Slika 13) (97).  
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Slika 13. Shematski prikaz skupina ispitanika nakon spermiograma.  

 

4.2.2. Računalno potpomognuta analiza sjemena 

 

Nakon procesa likvefakcije, uzorak je dobro resuspendiran te mu je sterilnom špricom 

izmjeren volumen, dok je iz kapi sjemena izmjeren pH pomoću pH papira. Zatim je 10 µL 

uzorka sjemena prebačeno na Makler komoricu za brojanje spermija (FujiFilm Irvine Scientific, 

Santa Ana, Kalifornija, SAD) i komorica je postavljena na fazno-kontrastni objektiv 

svjetlosnog mikroskopa (Zeiss Axio Scope A1, Jena, Njemačka). Provjereno je sadrže li 

agregirane, aglutinirane ili uništene spermije te druge stanice poput epitelnih i okruglih stanica 

(leukociti, nezrele spolne stanice).  

Klasični parametri sjemena, odnosno koncentracija, pokretljivost i morfologija spermija 

određeni su pomoću automatiziranog SCA® sustava (Sperm Class Analyser, CASA System, 

Microptic SL, Barcelona, Španjolska). Podaci o koncentraciji i pokretljivosti su dobiveni 

koristeći modul Motility u programu SCA evolution (Microptic SL, Barcelona, Španjolska). 

Koncentracija je određena kao broj spermija po mL te kao ukupni broj spermija u ejakulatu. 

Pokretljivost je određena kao postotak spermija u uzorku koji se kreću brzo ili srednje 

progresivno, što znači aktivno kretanje u krug ili linearno; ne-progresivno - što se odnosi na 

kretanje koje nije aktivno poput kretnje u malim krugovima ili samo micanje repa; te potpuno 

nepokretni spermiji. Za određivanje morfologije, načinjeni su razmazi spermija dodatkom        

10 µL sjemena na predmetno stakalce, razmazi su osušeni na zraku i fiksirani 5 min na sobnoj 

temperaturi u metanolu. Nakon toga su uzorci inkubirani 20 min pri sobnoj temperaturi Giemsa 
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bojom koja se sastoji od boja metilen plavo, azuro i eozina te pokriveni pokrovnim medijem 

(Eukitt®, PanReac AppliChem, Darmstadt, Njemačka). 

Morfologija je analizirana pomoću modula Morphology u programu SCA evolution. 

Spermijima pravilne morfologije se smatraju oni koji imaju jajoliku ovalnu glavu s dobro 

definiranim akrosomom koji zauzima 40 – 70 % glave, ako nema defekta vrata, srednjeg dijela 

i repa. Glava ne smije sadržavati velike vakuole i više od dvije male vakuole koje okupiraju 

najviše 20 % glave. Također, dimenzije glave koje uključuju duljinu 4 – 5 µm, promjer              

2,5 – 3,5 µm, srednji dio duljine 7 – 8 µm i rep duljine 45 µm. Svi ostali spermiji su smatrani 

onima nepravilne morfologije (Slika 14). 

 

 

Slika 14. Najčešći defekti glave, vrata, srednjeg dijela i repa te zaostale citoplazme spermija 

tijekom analize morfologije. (Preuzeto: World Health Organization laboratory manual for the 

examination and processing of human semen, World Health Organization, 2010 (97)) 
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4.2.3. Test fragmentacije DNA spermija 

 

Postotak fragmentacije DNA spermija (engl. Sperm DNA fragmentation, SDF) određen je 

pomoću testa kromatinske disperzije spermija (engl. Sperm chromatin dispersion, SCD; 

GoldCyto Sperm Kit, Goldcyto Biotech Corp., Guangzhou, China). Ovaj test se temelji na 

principu da se nakon koraka denaturacije spermija i uklanjanja jezgrenih proteina, neoštećena 

DNA proširi, dok fragmentirana DNA ne. Drugim riječima, neoštećena DNA se raspršuje, tj. 

dispergira i tvori takozvane aureole oko glave spermija koje su zapravo omče DNA (179) dok 

se oštećena DNA ne može raspršiti. Za potrebe ovog testa početni uzorci su razrijeđeni 

fosfatnim puferom (engl. phosphate-buffered saline, PBS) na koncentraciju 5 milijuna spermija 

po mL, ako je određena koncentracija spermija po mL bila veća od navedenog broja. Ukoliko 

je koncentracija bila manja, uzorak je korišten izravno, bez razrjeđivanja. Agaroza u tubicama 

je otopljena 5 min na 95 °C te ohlađena 5 min na 37 °C. Zatim je 30 µL uzorka pomiješano s 

otopljenom agarozom i 20 µL mješavine je dodano na predmetna stakalca na stranu koju je 

odredio proizvođač. Uzorak je potom poklopljen pokrovnim stakalcem te postavljen na 

prethodno ohlađenu staklenu ploču i inkubiran 10 min na +4 °C. Tijekom cijelog procesa 

predmetno stakalce se drži u horizontalnom smjeru. Nakon skrutnjavanja uzorka u agarozi, 

pokrovno stakalce je uklonjeno te inkubirano kiselom denaturacijskom otopinom 7 min. Nakon 

toga je dodana denaturacijska otopina kojom je inkubiran uzorak 25 min na sobnoj temperaturi. 

Predmetna stakalca su potom isprana destiliranom vodom 5 min te je uzorak fiksiran u nizu 

etanola od 70 %, 90 % i 100 %, u svakoj otopini 2 min pri sobnoj temperaturi. Nakon toga, 

uzorak je osušen 15 min na zraku te je tretiran komercijalnom otopinom TA (GoldCyto Sperm 

Kit, Goldcyto Biotech Corp., Guangzhou, China), 500 µL, 1 min pri sobnoj temperaturi. Zatim 

je izravno na uzorak dodano 1500 µL komercijalne otopine TB (GoldCyto Sperm Kit, 

Goldcyto Biotech Corp., Guangzhou, China), lagano promiješano i inkubirano dodatnih 10 min 

pri sobnoj temperaturi. Uzorak je ispran u horizontalnom položaju vodom iz slavine te ponovno 

osušen.  

Postotak SDF je određen pomoću modula DNA fragmentation u programu SCA evolution 

na sustavu CASA te je prikazan u obliku indeksa DNA fragmentacije (engl. DNA fragmentation 

index, DFI). Za svaki uzorak analizirano je 30 vidnih polja nasumično po uzorku. Budući da je 

riječ o testu kromatinske disperzije spermija, oni spermiji čija DNA nije fragmentirana će imati 

veću aureolu oko predjela glave, dok oni koji jesu će imati malu aureolu ili je neće uopće imati 

(Slika 15) (180). 
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Slika 15. Prikaz spermija nakon testa fragmentacije DNA. A) spermiji različitog stupnja 

fragmentacije u uzorku, B) Spermij s velikom aureolom i C) spermij sa srednjom aureolom nemaju 

fragmentiranu DNA. D) spermij s malom aureolom, E) spermij bez aureole i F) spermij s degradiranom 

glavom se smatraju fragmentiranim. (Preuzeto: Johnston i sur. Springer Link, 2018 (181)) 

 

4.2.4. Test bojanja anilin-plavim 

 

Procjena sažimanja, odnosno kondenzacije kromatina spermija određena je bojanjem spermija 

kiselom bojom anilin-plavo (engl. aniline blue, AB). Boja AB se veže na preostale histone u 

spermijima, daje plavo obojenje koje ukazuje izravno na zaostale histone i neizravno na 

nepotpunu spermiogenezu, smanjenu količinu protamina te nepotpuno kondenzirani kromatin 

(Slika 16) (182). Za potrebe ove metode uzorci sjemena su razrijeđeni na koncentraciju 10 

milijuna po mL u puferu PBS, ako je u uzorku bila veća koncentracija. Zatim je načinjen razmaz 

na predmetnom stakalcu od 20 µL spermija i osušen na zraku pri sobnoj temperaturi. Razmazi 

su nakon toga fiksirani 30 min u 3 %-tnom glutaraldehidu (Merck, Kenilworth, New Jersey, 

SAD) razrijeđenom u PBS-u (pH = 7,4), sobna temperatura. Nakon fiksacije, stakalca s 

razmazima su isprana 10 min na tresilici u PBS-u, 10 min na tresilici u destiliranoj vodi te 

https://www.google.com/search?sxsrf=AOaemvIXCIrS5kU4hCb7JVo3q6C30kq9iQ:1635182823242&q=merck+%26+co.+kenilworth,+new+jersey,+sad&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLSz9U3MDIwK0mzfMRoyi3w8sc9YSmdSWtOXmNU4-IKzsgvd80rySypFJLgYoOy-KR4uJC08SxiVc9NLUrOVlBTSM7XU8hOzcvMKc8vKsnQUchLLVfISi0qTq3UUShOTAEAPtZbIHAAAAA
https://www.google.com/search?sxsrf=AOaemvIXCIrS5kU4hCb7JVo3q6C30kq9iQ:1635182823242&q=merck+%26+co.+kenilworth,+new+jersey,+sad&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLSz9U3MDIwK0mzfMRoyi3w8sc9YSmdSWtOXmNU4-IKzsgvd80rySypFJLgYoOy-KR4uJC08SxiVc9NLUrOVlBTSM7XU8hOzcvMKc8vKsnQUchLLVfISi0qTq3UUShOTAEAPtZbIHAAAAA
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osušena na zraku pri sobnoj temperaturi. Stakalca su potom uronjena u 5 %-tnu vodenu otopinu 

boje anilin-plavo u 4 %-tnoj otopini octene kiseline (pH 3,5), 5 min pri sobnoj temperaturi, 

nakon čega su osušena na zraku i pokrivena pokrovnim stakalcem i pokrovnim medijem 

(Eukitt®, PanReac AppliChem, Darmstadt, Njemačka). Stakalca su analizirana svjetlosnim 

mikroskopom (Olympus CX 41, Olympus, Tokio, Japan) pri povećanju x100 korištenjem 

anisola kao imerzijskog sredstva. Za svaki uzorak, 100 – 120 spermija na nasumičnim vidnim 

poljima je izbrojano kao obojeno (plavo) ili neobojeno (prozirno, svjetlo-plavo) (Slika 16). 

Obojeni spermiji su analizirani kao spermiji s neispravno sažetim, tj. kondenziranim 

kromatinom zbog povećanog udjela preostalih obojenih histona, a blago obojeni i neobojeni 

spermiji kao oni s ispravno sažetim kromatinom, bez viška histona zaostalih nakon 

spermiogeneze (182).  

 

 

 

Slika 16. Mikroskopska snimka uzorka spermija nakon bojenja bojom AB. Primjer tamno-plavo 

obojenog spermija koji sadrži zaostale histone i ima smanjenu kondenzaciju kromatina (*), a blago 

obojeni/neobojeni spermij pokazuje kondenzirani kromatin, bez suviška zaostalih histona (♦). Povećanje 

x1000, skala pokazuje 10 µm. 

 

4.2.5. Odvajanje staničnog dijela sjemena od sjemene plazme 

 

Sjemena plazma je odvojena od staničnog djela sjemena procesom centrifugiranja. 

Preciznije, uzorci likvefakciranog sjemena su resuspendirani nakon odvajanja dijela uzorka za 

spermiogram, test fragmentacije DNA spermija i bojanja anilin-plavim te podijeljeni u 

mikrotubice od 1,5 mL. Potom su uzorci centrifugirani 10 min na 650 rpm na sobnoj 

*

 

♦
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temperaturi, nakon čega je odvojen supernatant plazme od taloga i još jednom centrifugiran na 

3550 rpm pri sobnoj temperaturi. Ponovno je u sterilnu mikrotubicu od 1,5 mL odvojen 

supernatant u kojem se nalazi sjemena plazma bez staničnog dijela koji je zaostao u talogu. 

Sjemena plazma je pohranjena na -80 °C do daljnjeg korištenja.  

 

4.2.6. Izolacija N-glikana iz ukupnih proteina sjemene plazme 

 

Za izolaciju N-glikana iz ukupnih proteina, uzorci sjemene plazme su odleđeni na sobnoj 

temperaturi i kratko su centrifugirani pri niskoj brzini okretaja. Za potrebe ove analize također 

je pripremljen kućni standard tako da je pomiješano 5 µL svakog uzorka sjemene plazme 

zajedno. Ovaj standard je korišten kao unutrašnja kontrola kroz cijeli proces pripreme i analize 

uzoraka sjemene plazme te za određivanje strukture specifičnih N-glikanskih pikova. 

 

4.2.6.1. Ispiranje slobodnih N-glikana sjemene plazme 

 

Protokol ispiranja, denaturacije, označavanja ispiranja, čišćenja i detekcije N-glikana 

ukupnih proteina sjemene plazme je uspostavljen i optimiziran za potrebe ovog istraživačkog 

rada. Temelji se na prethodnim analizama N-glikana imunoglobulina G iz uzoraka krvne 

plazme ili seruma (183). 

Uzorci sjemene plazme svakog ispitanika su nasumično raspoređeni po ploči s 96 jažica,    

5 µL uzorka po jažici. Nakon toga dodano je 200 µL Cromabond ugljikovih C-18 zrnaca 

(Marcherey-Nagel, Düren, Njemačka), koncentracije 50 mg mL-1, u otopini acetonitrila (ACN, 

Carlo Erba, Cornaredo, Italija) i 0,1 %-tne trifluoroctene kiseline (engl. trifluoroacetic acid, 

TFA, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD) u omjeru 80:20 u Orochem ploču (Orochem, 

Naperville, Illinois, SAD). Zrnca C-18 su potom isprana pomoću vakuum pumpe (Pall 

Corporation, New York, SAD), dodatno isprana tri puta s 200 µL ACN/0,1 % TFA u omjeru 

80:20 te još dodatno tri puta s 200 µL ACN/0,1 % TFA u omjeru 5:95. Uzorci su razrijeđeni s 

45 µL otopine ACN/0,1 % TFA u omjeru 5:95, prebačeni na ploču te je potom na njih dodano 

još 150 µL otopine ACN/0,1 % TFA (5:95). Zatim su uzorci inkubirani 2 min i centrifugirani 

5 min na brzini koja se povećavala na 300, 400, 500, 600 i 800 rpm svaku minutu (centrifuge 

5804 with a rotor A-2-DWP, Eppendorf, Hamburg, Njemačka) čime su isprani zaostali slobodni 

glikani iz otopine. 
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4.2.6.2. Denaturacija glikoproteina i oslobađanje N-glikana 

 

Nakon ispiranja slobodnih glikana, eluirani su glikoproteini sa zrnaca C-18. U svaku jažicu 

Orochem ploče dodano je 200 µL 80 %-tne otopine ACN-a, uzorci su inkubirani 2 min te su 

centrifugirani 5 min na 1000 rpm. Eluirani glikoproteini tijekom centrifugiranja su skupljeni u 

ploču za PCR (engl. polymerase chain reaction, Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, SAD) te osušeni preko noći na 37 °C. Idući dan, glikoproteini su denaturirani 

dodatkom 30 µL, 1,33 %-tne otopine natrijevog dodecil-sulfata (engl. sodium dodecyl sulfate, 

SDS, Carl Roth, Karlsruhe, Njemačka) i inkubirani 10 min na 65 °C. Potom su uzorci tretirani 

4 %-tnom otopinom neionizirajućim i ne-denaturirajućim deterdžentom Igepal-om CA-630 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD), 10 µL, 30 min, sobna temperatura. Na uzorke je 

zatim dodan enzim PNGaza F (Promega, Madison, Wisconsin, SAD), koji cijepa vezu                

N-acetilglukozaminoglikana i aminokiseline Asn na glikoproteinima (Slika 17). U svaku jažicu 

dodano je potom 1,25 mU enzima, pomiješanog s 10 µL 5 x koncentriranog PBS-a (c(NaCl) = 

685 mmol L-1, c(KCl) = 13,5 mmol L-1, c(Na2HPO4) = 50 mmol L-1, c(KH2PO4) = 9 mmol L-1, 

titriran s NaOH do pH = 7,4) te je takav uzorak inkubiran 18 h na 37 °C. 

 

 

Slika 17. Shematski prikaz enzimatske reakcije otpuštanja N-glikana s bočnog ogranka 

aminokiseline asparagina (Asn) glikoproteina pomoću enzima N-glikozidaze F (PNGaza F). 

(Preuzeto i prilagođeno: Wang i sur., Bioscience Reports, 2014, (184)) 
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4.2.6.3. Označavanje oslobođenih N-glikana s glikoproteina  

 

N-glikani oslobođeni s glikoproteina su nakon inkubacije označeni s 25 µL otopine 

prokainamida (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD), koja sadrži 4,32 mg prokainamida 

otopljenih u ledenoj octenoj kiselini (Honeywell, Charlotte, Sjeverna Karolina, SAD) i 

dimetilsulfoksidu (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD), u omjeru 30:70, po uzorku. Ploča 

s uzorcima je potom zatvorena s prianjajućom folijom i inkubirana 1 h na 65 °C. Napravljena 

je otopina s reducirajućim agensom tako da je otopljeno 4,48 mg agensa 2-pikolin borana (J&K 

Scientific, Peking, Kina) u 25 µL otopine ledene octene kiseline i dimetilsulfoksida (DMSO) u 

omjeru 30:70 po uzorku. Reducirajuća otopina je dodana na sve uzorke i inkubirana dodatnih 

1,5 h na 65 °C. Uzorci su potom ohlađeni 30 min na sobnoj temperaturi. 

 

4.2.6.4. Ispiranje i čišćenje slobodnih N-glikana izoliranih s glikoproteina 

 

Označeni N-glikani se potom trebaju isprati od ostatka proteina i reagensa kako bi bili 

spremni za daljnju analizu, za što se koristio modificirani protokol prema Trbojević-Akmačić i 

sur. (183). Za tu svrhu, ploča Supor AcroPrep s filterima promjera 0,2 µm (Pall Corporation, 

New York, SAD) je korištena kao stacionarna faza. Prije izolacije isprana je s 200 µL otopine 

70 %-tnog etanola, 200 µL ultračiste vode i 200 µL otopine 96 %-tnog hladnog ACN-a 

napravljene u ultračistoj vodi. Nakon dodatka svake otopine, ostatak tekućine je ispran pomoću 

vakuumske pumpe. Zatim je dodano 700 µL hladnog ACN-a u svaki uzorak, sve zajedno je 

lagano resuspendirano pipetom i pažljivo prebačeno na ploču Supor AcroPrep. Prebačeni 

uzorci su inkubirani 2 min, a ostatak tekućine je odstranjen na vakuum pumpi. Potom je ostatak 

reagensa na ploči Supor AcroPrep ispran četiri puta s 200 µL hladne otopine 96 %-tnog      

ACN-a, nakon svakog puta je zaostala tekućina uklonjena vakuum pumpom. Zatim se ploča 

Supor AcroPrep prebacila na ploču za skupljanje te je još jednom isprana s 200 µL 96 %-tnog 

hladnog ACN-a. Ploče su onda centrifugirane 5 min na 800 rpm te je zaostala tekućina 

odbačena. Ploča Supor AcroPrep je zatim prebačena na čistu ploču za PCR, na svaki uzorak je 

dodano 100 µL ultračiste vode te su ploče inkubirane treskajući se 15 min pri sobnoj 

temperaturi. Ploče se zatim centrifugiraju 5 min na 800 rpm. Postupak dodavanja ultra-čiste 

vode, inkubacije i centrifugiranja je još jednom ponovljen. Uzorci su potom zatvoreni kapicama 

za PCR ploče u linijama i pohranjeni na -20 °C do daljnjih analiza (183). 
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4.2.7. Detekcija i mjerenje N-glikana 

 

Fluorescentno označeni N-glikani su razdvojeni metodom tekućinske kromatografije 

temeljene na hidrofilnim interakcijama (engl. hydrophilic interaction liquid chromatography, 

HILIC) na uređaju Waters Acquity na kojem se odvija tekućinska kromatografija ultra-visoke 

djelotvornosti H-klase (engl. ultra-high-performance liquid chromatography, UHPLC, 

Milford, Massachusetts, SAD). Uređaj se sastoji od modula za upravitelja otapalima (engl. 

quaternary solvent manager, QSM), modula za upravljanje uzorcima (engl. sample manager, 

SM) i fluorescencijskog (FLR) detektora koji ima ekscitacijsku valnu duljinu 310 nm i 

emisijsku valnu duljinu 370 nm. Uzorci su pripremani miješanjem s acetonitrilom u omjeru 

uzorak : ACN = 25 : 75, konačnog volumena 50 µL od čega je injektirano 40 µL. Razdvajanje 

N-glikana je provedeno na 25 °C na koloni ACQUITY UPLC Glycan BEH Ami: 75de (Waters, 

Milford, Massachusetts, SAD) unutarnjeg promjera 2,1 mm, duljine 150 mm, veličine čestica 

1,7 µm i veličine pora 130 Å. Odvijalo se pri brzini protoka 0,561 mL min-1 na temperaturi      

10 °C. Pokretnu fazu A činila je otopina amonijevog formata (HCOONH4) koncentracije        

100 mM i pH 4,4 u vodi, dok je mobilna faza B bila 100 %-tni ACN. Uzorci su eluirani 

linearnim gradijentom otopine A koji se kreće od 30 %-tne do 47 %-tne otopine preko           

23,34 min nakon početnog izokratskog koraka prolaska 30 %-tne otopine A u trajanju od       

1,47 min (Tablica 1). 

Uređaj i cijeli proces su kontrolirani programom Empower™ 3 (build 3471, Waters, 

Milford, Massachusetts, SAD). Kalibracija kromatografskog sustava provedena je korištenjem 

vanjskog standarda hidroliziranih i fluorescentno obilježenih oligomera glukoze, tj. 

prokainamidom obilježenim dekstranom. Korištena negativna kontrola je sadržavala ultra-čistu 

vodu i dodatni standard N-glikana imunoglobulina G (IgG) krvne plazme. Budući da je protokol 

sjemene plazme prvi put uspostavljen, N-glikani su koristili kao otprije poznata pozitivna 

kontrola cijelog postupka. Vrijeme zadržavanja (engl. retention time) glikana su prevedena u 

glukozne jedinice (engl. glucose unit, GU). Podaci su obrađeni koristeći automatsku metodu 

obrade s tradicionalnim algoritmom za integriranje. Svaki kromatogram je ručno pregledan i 

prepravljen kako bi se održao isti obrazac integracije u svim uzorcima. Svi kromatogrami           

N-glikana proteina sjemene plazme su razdvojeni u 37 zasebnih N-glikanskih pikova sjemene 

plazme (SPGP1 – SPGP37). Vrijednosti N-glikana su izraženi kao postotak ukupne integrirane 

površine.  
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Tablica 1. Gradijent otapala za analizu N-glikana ukupnih proteina sjemene plazme metodom 

tekućinske kromatografije temeljene na hidrofilnim interakcijama (HILIC-UPLC). 

Vrijeme (min) Protok (mL min-1) Otapalo A (%) Otapalo B (%) 

00,00 0,561 30 70 

1,47 0,561 30 70 

24,81 0,561 47 53 

25,50 0,250 100 0 

27,00 0,250 100 0 

28,00 0,250 30 70 

31,50 0,561 30 70 

 

4.2.8. Strukturna karakterizacija N-glikana sjemene plazme 

 

Radi strukturne karakterizacije N-glikana eluiranih u specifične N-glikanske pikove, 

oslobođeni i označeni N-glikani pripremljenih kućnih standarda sjemene plazme su analizirani 

metodom tekućinske kromatografije spregnutom sa spektrometrijom masa (engl. liquid 

chromatography–mass spectrometry, LC-MS) na uređaju BioAccord LC-MS System (Waters, 

Milford, Massachusetts, SAD). Uvjeti kromatografije su bili isti kao oni opisani u odlomku 

4.2.7. Detektor masa RDa je korišten uz elektrosprej ionizaciju u pozitivnom načinu rada. 

Postavke uređaja su bile iduće: raspon pretraživanja od 50 – 2000 m/z, napon kapilara 1,5 kV, 

napon konusa 45 V, temperatura desolvatacije 300 °C te stopa uzorkovanja 2 Hz. Dobiveni 

podaci su automatski procesuirani pomoću programa UNIFI 1.9.9.3 Scientific Information 

System. Podaci nakon LC-MS su preuzeti i dekonvoluirani kao datoteka .csv koja sadrži vrijeme 

zadržavanja, neutralnu masu i intenzitet. Zbog identifikacije strukture glikana, ukupan spektar 

masa je dobiven oko vremena zadržavanja odabranih kromatografskih pikova. Anotacije 

ukupnih spektara masa su određene prema m/z vrijednostima i zaključene pomoću računalnog 

programa GlycoMod (https://web.expasy.org/glycomod/, pristupljeno 07.07.2021.) (185). 

Interpretacija i objašnjenje dobivenih struktura, napravljeno je prema prethodno objavljenoj 

literaturi o strukturama N-glikana sjemene plazme te biosintetskih puteva N-glikana (186). 
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4.2.9. Statistička analiza 

 

Prikupljeni podaci su prikazani opisnom statistikom. Kategorijske vrijednosti su 

predstavljene postocima. Kvantitativne varijable su opisane aritmetičkom sredinom i 

standardnim devijacijama, odnosno medijanom i rasponom. Interval pouzdanosti od 95 % je 

također prikazan kod dijela analiza. Normalnost raspodjele podataka testirana je Kolmogorov-

Smirnovim testom. Razlike između dvije nezavisne skupine, ispitanika normalnih i patoloških 

parametara sjemena, za kategorijske varijable je određena pomoću dvosmjernog Fisherovog 

egzaktnog testa ili χ2 testa. Procjena kvantitativnih varijabli između normozoospermičnih 

muškaraca i muškaraca s patološkom dijagnozom napravljena je pomoću neparametrijskog 

testa Mann-Whitney. Analiza podataka između više skupina, odnosno normozoospermičnih 

muškaraca i tri patološke podskupine pacijenata – astenozoospermičnih, oligozoospermičnih i 

oligoastenozoospermičnih, napravljena je pomoću testa Kruskal-Wallis. Za interakciju 

mjerenih varijabli unutar predmnijevanog sustava (pušenje, alkohol, prehrana, urbano/ruralno 

područje te fragmentacija DNA, postotak spermija sa sažetim kromatinom i relativne površine 

N-glikana) korištena je multivarijatna logistička regresija. Model je prilagođen sukladno 

godinama, postotku spermija s fragmentiranom DNA i sažetim kromatinom. Ovaj statistički 

model dopustio je procjenu promjene prosječne frekvencije relativne površine N-glikana u 

svakoj pojedinoj patološkoj podskupini u usporedbi sa skupinom normozoospermičnih 

pacijenata. Kako bi se provjerilo jesu li pretpostavke logističkog regresijskog modela prekršene, 

napravljena je analiza rezidualnog naspram postavljenog plota te je napravljen test za 

heteroskedastičnost. Svih 37 pikova N-glikana proteina sjemene plazme su testirani 

istovremeno te je stoga korištena Bonferonijeva korekcija za višestruke usporedbe. Utjecaj 

okolišnih čimbenika na neplodnost određen je stupnjevitom obrnutom analizom. Sve analize su 

napravljene pomoću programa STATA (StataCorp. 2015. Stata: Release 14.2. Statistical 

Software, College Station, Teksas, SAD), pri čemu je razina značajnosti iznosila p<0,05. 
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5. REZULTATI 

 

5.1. Opće karakteristike populacije ispitanika 

 

Istraživanje je provedeno u skladu s Helsinškom deklaracijom, u sklopu projekta 

„Reproduktivna i regenerativna medicina – istraživanje novih platformi i potencijala“ pod 

projektnim kodom KK.01.1.1.01. Sudjelovalo je ukupno 166 ispitanika od kojih je 82 

dijagnosticirano s normalnim (N) i 84 s patološkim (PAT) parametrima sjemena nakon 

računalno potpomognute analize sjemena. Ispitanici s patološkim parametrima su smatrani oni 

kojima je bilo koji od osnovnih parametara sjemena (volumen, koncentracija/broj, pokretljivost, 

vijabilnost ili morfologija spermija) bila ispod granične vrijednost postavljene prema 

smjernicama SZO, 2010. godine (97). 

U tablici 2 su prikazane opće karakteristike obje populacije ispitanika koje uključuju 

prosjek godina, indeks tjelesne mase (engl. body mass index, BMI), stupanj obrazovanja te 

postotak ispitanika u partnerstvu ili braku. Skupine ispitanika normalnih i patoloških 

parametara sjemena ne pokazuju statistički značajnu razliku u godinama kao niti razlike u   

BMI-ju. Ipak iako vrijednosti BMI-ja kod skupine N (19,79 – 44,98) imaju veću gornju granicu 

raspona, nego skupina PAT (18,90 – 41,35). Promatrajući obrazovanje, u skupini ispitanika s 

normalnim parametrima sjemena je veći udio onih koji imaju visoku stručnu i školsku spremu 

(VSS, VŠS), dok je kod ispitanika s patološkim karakteristikama sjemena veći udio srednje 

stručne spreme (SSS), iako nema statistički značajnih razlika u stupnju obrazovanja između 

skupina. Također, nema niti statistički značajne razlike u postotku ispitanika u partnerstvu ili 

braku između skupina N i PAT (Tablica 2).  
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Tablica 2. Značajke ispitanika studije s normalnim (N) i patološkim (PAT) parametrima sjemena. 

P vrijednosti dobivene Mann-Whitney testom za kvantitativne varijable i Fisherovim egzaktnim testom 

za kategorijske varijable, p<0,05, raspon označava minimalnu i maksimalnu vrijednost. 

Karakteristika 
N (N=82) PAT (N=84) 

p 
Medijan Raspon Medijan Raspon 

Godine 35 19 – 55 36 22 – 54  0,178 

BMI/kg m-2 26,30 19,79 – 44,98 26,32 18,90 – 41,35 0,754 

 % %  

Obrazovanje 

VSS 34,9 32,6 

0,686 
VŠS 14,5 9,3 

SSS 47,0 53,4 

Ostalo 3,6 4,7 

Partnerstvo/brak 74,7 75,9 1,000 

SD – standardna devijacija; VSS – visoka stručna sprema; VSŠ – visoka školska sprema;  

SSS – srednja stručna sprema 

 

5.2. Parametri sjemena ispitanika 

 

Prije uključivanja u studiju, nije bio poznat status plodnosti ispitanika, čime se osigurala 

neselektivnost i nasumičnost pri uključivanju u studiju. Pomoću sustava CASA određeni su 

klasični parametri sjemena koji obuhvaćaju volumen uzorka, koncentraciju i broj, pokretljivosti 

i udio spermija ispravne morfologije (Tablica 3). Nakon analize, ispitanici su podijeljeni u dvije 

skupine sukladno graničnim vrijednostima parametara sjemena prema smjernicama SZO iz 

2010. godine: oni s normalnim, normozoospermični (N) i patološkim (PAT) parametrima 

sjemena (97). Prosječni volumen uzorka nije se statistički značajno razlikovao između skupina 

(p=0,269). Očekivano, parametri sjemena su bili statistički značajno različiti između skupine N 

i PAT, uključujući koncentraciju spermija, ukupan broj spermija u uzorku, pokretljivost 

spermija razvrstanu u brzo, srednje, neprogresivno pokretljive te nepokretne spermije, udio 

vitalnih spermija te udio spermija pravilne morfologije (p<0,001).  
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Tablica 3. Kliničke značajke analize sjemena ispitanika s normalnim (N) i patološkim (PAT) 

parametrima sjemena. P-vrijednosti su određene pomoću testa Mann-Whitney, p<0,05.  

 
N (N=82) PAT (N=84) 

p 
X̅ SD X̅ SD 

Koncentracija spermija 

(106/mL) 
59,1 29,0 33,4 92,9 <0,001 

Ukupan broj spermija 

(106/uzorak) 
188,3 116,1 72,4 115,4 <0,001 

Volumen (mL) 3,3 1,3 3,2 1,8 0,269 

Brzo progresivni spermiji 

(%) 
15,7 7,2 8,6 7,7 <0,001 

Srednje progresivni 

spermiji (%) 
35,7 11,1 17,1 11,0 <0,001 

Ne-progresivni spermiji 

(%) 
16,1 4,9 13,1 7,4 0,004 

Ukupno pokretni spermiji 

(%) 
67,4 10,8 37,9 16,8 <0,001 

Nepokretni spermiji (%) 32,7 11,0 62,1 16,8 <0,001 

Pravilna morfologija (%) 9,8 4,0 6,6 4,2 <0,001 

Vitalnost spermija (%) 74,4 8,7 52,4 16,3 <0,001 

X̅ – aritmetička sredina; SD – standardna devijacija 

 

Nadalje, ispitanici s patološkim parametrima sjemena su dodatno razvrstani u 

podskupine sukladno broju i pokretljivosti spermija u ejakulatu kako bi se ispitale razlike među 

pojedinim dijagnozama. Podskupine uključuju astenozoospermiju (A), oligozoospermiju (O) i 

oligoastenozoospermiju (OA). Analiza razlike u parametrima sjemena između podskupina 

prikazana je u tablici 4. 

Volumen uzorka ponovno nije pokazao značajne razlike parametara sjemena između 

svih podskupina, dok ostali parametri jesu. Očekivano parametri broja spermija, koncentracija 

po mL i ukupan broj u uzorku su značajno manji u O i OA podskupinama, dok su parametri 

pokretljivosti značajno smanjeni u A i OA podskupinama. Postotak spermija ispravne 

morfologije značajno se smanjuje od N do A, O do najteže od dijagnoza OA (Tablica 4). Udio 

vitalnih spermija se također značajno razlikuje među normozoospermičnim ispitanicima i 

ostalim podskupinama. Tako najmanji udio imaju ispitanici u podskupini OA, zatim u A, dok 

je postotak vitalnih spermija u podskupini O bliži vrijednostima u normozoospermičnoj skupini 

normalnih parametara sjemena (Tablica 4).  
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Tablica 4. Kliničke značajke analize sjemena ispitanika s normalnim (N) i patološkim (PAT) 

parametrima sjemena svrstanih u astenozoospermične (A), oligozoospermične (O) i 

oligoastenozoospermične (OA) podskupine. P-vrijednosti su određene pomoću testa Kruskal-Wallis, 

p<0,05.  

 
N (N=82) A (N=29) O (N=21) OA (N=34) 

p 
X̅ SD X̅ SD X̅ SD X̅ SD 

Koncentracija 

spermija 

(106/mL) 

59,1 29,0 52,7 29,8 12,1 10,6 30,2 142,3 <0,001 

Ukupan broj 

spermija 

(106/uzorak) 

188,3 116,1 165,1 158,4 26,3 19,2 21,8 21,2 <0,001 

Volumen (mL) 3,3 1,3 3,0 1,3 2,7 1,4 3,7 2,2 0,229 

Brzo progresivni 

spermiji (%) 
15,7 7,2 6,1 5,0 15,8 8,8 6,3 6,2 <0,001 

Srednje 

progresivni 

spermiji (%) 

35,7 11,1 14,3 6,3 30,8 9,5 10,8 6,9 <0,001 

Ne-progresivni 

spermiji (%) 
16,1 4,9 16,2 5,7 12,2 6,1 10,8 8,5 <0,001 

Ukupno pokretni 

spermiji (%) 
67,4 10,8 36,5 10,6 58,2 9,7 26,6 12,7 <0,001 

Nepokretni 

spermiji (%) 
32,7 11,0 63,5 10,6 41,8 9,7 73,4 12,7 <0,001 

Pravilna 

morfologija (%) 
9,8 4,0 7,0 4,3 6,6 3,7 6,1 4,5 <0,001 

Vitalnost 

spermija (%) 
74,4 8,7 51,4 11,3 67,6 10,2 41,0 17,1 <0,001 

X̅ – aritmetička sredina; SD – standardna devijacija 

 

5.3. Fragmentacija DNA spermija 

 

Fragmentacija DNA spermija (SDF) određena je metodom kromatinske disperzije spermija 

i analizirana na sustavu CASA. Potom su statistički analizirane razlike SDF-a između N i PAT 

skupine (Tablica 5) kao i između N te podskupina astenozoospermija (A), oligozoospermija 

(O) i oligoastenozoospermija (OA) (Tablica 6). U ovoj analizi, promatrani su detaljniji 

parametri fragmentiranih spermija koji poboljšavaju preciznost interpretacije rezultata SDF-a. 

Parametri dijele spermije na ispravne, odnosne one s nefragmentiranom DNA koji imaju veliku 

i srednju aureolu oko glave. S druge strane, karakteristike spermija s fragmentiranom DNA su 
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mala aureola oko glave, bez aureole ili spermiji s degradiranom glavom (180). Svi oblici su 

prikazani u odjeljku Materijali i metode, Slika 14. 

Statistički značajna razlika DFI uočena je već kod osnovne raspodijele na N i PAT (Slika 

18), koja je vidljiva u značajno većem udjelu spermija s velikom aureolom te manjem udjelu 

onih bez aureole kod ispitanika s normalnim parametrima sjemena, N (p<0,001).  

 

Tablica 5. Usporedba fragmentacije DNA spermija ispitanika s normalnim (N) i patološkim (PAT) 

parametrima sjemena. P-vrijednosti su određene pomoću testa Mann-Whitney, p<0,05. 

 N (N=82) PAT (N=84) 
p 

X̅ SD X̅ SD 

DFI (%) 17,8 9,2 30,7 17,5 <0,001 

Velika aureola (%) 58,1 18,7 42,1 20,3 <0,001 

Srednja aureola (%) 24,1 15,4 27,4 12,3 0,010 

Mala aureola (%) 3,6 2,1 5,4 5,3 0,019 

Bez aureole (%) 13,6 8,4 24,7 14,2 <0,001 

Degradirani spermiji (%) 0,6 0,8 0,6 0,8 0,421 

X̅ – aritmetička sredina; SD – standardna devijacija; DFI – razina fragmentacije DNA (engl. DNA 

fragmentation index) 
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Slika 18. Vizualizacija spermija svjetlosnim mikroskopom nakon testa kromatinske disperzije 

spermija za određivanje fragmentacije DNA. A, B) Spermiji kod ispitanika čija DNA nije 

fragmentirana te C, D) spermiji ispitanika čija DNA je značajno fragmentirana. Povećanje x400, skala 

pokazuje 20 µm. (Preuzeto iz: Maric i sur. Life, 2021 (187)) 

 

Što se tiče razlike DFI kod podskupina ispitanika abnormalnih (patoloških) parametara 

sjemena, uočena je statistički značajna razlika između vrijednosti skupine N te A, O i OA kojoj 

su najviše pridonosile skupine narušene pokretljivosti i broja OA te narušene pokretljivosti A 

(Tablica 6). Shodno tomu, najmanji udio spermija s velikom aureolom (p<0,001) te najveći 

udio spermija bez aureole (p<0,001) ili s malom aureolom (p<0,005) je imala podskupina OA. 

Spermiji s velikom aureolom su podjednako bili zastupljeni kod A (49,3 ± 20,4) i O (49,6 ± 

15,8) podskupine, gdje su ispitanici u skupini A imali statistički značajno veći udio spermija 

bez aureole (22,1 ± 12,2), a O skupina veći udio spermija sa srednjom aureolom (28,8 ± 12,5). 

Nije uočena statistički značajna razlika u skupinama za potpuno degradirane spermije. 
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Tablica 6. Usporedba fragmentacije DNA spermija ispitanika s normalnim (N) i patološkim (PAT) 

parametrima sjemena svrstanih u astenozoospermične (A), oligozoospermične (O) i 

oligoastenozoospermične (OA) podskupine. P-vrijednosti su određene pomoću testa Kruskal-Wallis, 

p<0,05.  

 
N (N=82) A (N=29) O (N=21) 

OA 

(N=34) p 

X̅ SD X̅ SD X̅ SD X̅ SD 

DFI (%) 17,8 9,2 27,6 15,3 21,6 7,2 38,9 20,3 <0,001 

Velika aureola (%) 58,1 18,7 49,3 20,4 49,6 15,8 31,3 18,3 <0,001 

Srednja aureola (%) 24,1 15,4 23,5 10,3 28,8 12,5 29,8 13,3 0,019 

Mala aureola (%) 3,6 2,1 4,9 4,6 3,6 2,0 7,1 6,6 0,005 

Bez aureole (%) 13,6 8,4 22,1 12,2 17,7 6,3 31,1 16,7 <0,001 

Degradirani spermiji 

(%) 
0,6 0,8 0,7 0,8 0,3 0,4 0,7 1,0 0,164 

X̅ – aritmetička sredina; SD – standardna devijacija; DFI – indeks fragmentacije DNA (engl. DNA 

fragmentation index) 

 

5.4. Sažimanje kromatina spermija 

 

Bojanjem anilin-plavim određen je postotak spermija koji su pravilno sazreli odnosno imaju 

pravilno sažet (kondenziran) kromatin. Intenzivno plavo obojenje upućuje na boju vezanu na 

suvišak histona zaostalih nakon procesa spermiogeneze. Blago plavo obojenje i ne postojanje 

obojenja znači da je u uzorku prisutan manji udio histona (Slika 19) (106). Statistički značajna 

razlika nije pronađena između skupina N i PAT (Tablica 7). Nadalje, analizom razlika skupine 

s normalnim i podskupina narušenih parametra spermija A, O i OA ponovno nisu pronađene 

statistički značajna odstupanja među njima (Tablica 8).  

 

Tablica 7. Usporedba stupnja sažimanja kromatina spermija ispitanika s normalnim (N) i 

patološkim parametrima (PAT) sjemena. P-vrijednosti su određene pomoću testa Mann-Whitney, 

p<0,05. 

 
N (N=82) PAT (N=84) 

p 
X̅ SD X̅ SD 

Stupanj sažimanja 

kromatina spermija (%) 
94,5 4,8 95,4 4,1 0,197 

X̅ – aritmetička sredina; SD – standardna devijacija 
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Tablica 8. Usporedba stupnja sažimanja kromatina spermija ispitanika s normalnim (N) i 

patološkim parametrima (PAT) sjemena svrstanih u astenozoospermične (A), oligozoospermične 

(O) i oligoastenozoospermične (OA) podskupine. P-vrijednosti su određene pomoću testa Kruskal-

Wallis, p<0,05. 

 
N (N=82) A (N=29) O (N=21) OA (N=34) 

p 
X̅ SD X̅ SD X̅ SD X̅ SD 

Sažimanje 

kromatina 

spermija (%) 

94,5 4,8 94,7 4,0 96,2 4,6 95,5 3,8 0,216 

X̅ – aritmetička sredina; SD – standardna devijacija 
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Slika 19. Vizualizacija spermija svjetlosnim mikroskopom nakon bojenja anilin plavim za 

određivanje stupnja sažimanja kromatina spermija. Reprezentativni prikaz A) spermija 

normozoospermičnog ispitanika B) spermija ispitanika patoloških parametara sjemena. Povećanje 

x1000, skala pokazuje 10 µm.  

A 

B 
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5.5. N-glikani sjemene plazme  

 

U svrhu otkrivanja specifičnih N-glikanskih obrazaca ukupnih proteina sjemene plazme, 

optimizirana i provedena je metoda otpuštanja N-glikana s glikoproteina sjemene plazme, 

obilježavanja, pročišćavanja i profiliranja metodom tekućinske kromatografije HILIC-UPLC. 

Budući da su pikovi porijeklom iz sjemene plazme, ne mogu se korelirati s N-glikanima drugih 

proteina ili tjelesnih tekućina, stoga će nadalje biti označeni kraticom SPGP (engl. seminal 

plasma glycan peaks). N-glikani su manualno integrirani čime je dobiveno 37 individualnih 

glikanskih pikova, SPGP1 – SPGP37, a reprezentativni prikaz kromatogama je na slici 20. 

Vrijednosti SPGP-a izražene su kao postotak (udio) relativne površine pojedinog pika. 

 

 

Slika 20. Reprezentativni prikaz kromatograma N-glikana izoliranih s ukupnih proteina sjemene 

plazme. Kromatogram je dobiven nakon provedbe tekućinske kromatografije ultra visoke 

djelotvornosti, temeljenoj na hidrofilnim interakcijama (HILIC-UPLC), sastoji se od 37 individualnih 

N-glikanskih pikova čiji intenzitet je prikazan u jedinicama EU (engl. emission units).  

 

Usporedbom vrijednosti relativne površine SPGP-a ispitanika s normalnim i patološkim 

parametrima sjemena, dobiveni su statistički značajni glikanski pikovi SPGP14 i SPGP27. 

Ostali SPGP-ovi nisu pokazali značajnost između ove dvije skupine te su vrijednosti njihovih 

relativnih površina prikazane u tablici 9. SPGP14 je značajno smanjen u skupini PAT naspram 

skupine N, dok je SPGP27 povećan kod skupine N. Međutim, nakon primjene Bonferronijeve 

korekcije za višestruke usporedbe, statistički značajno različit među N i PAT skupinom ostao 

je jedino pik SPGP14.  

In
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Tablica 9. Usporedba relativne površine N-glikanskih pikova ukupnih proteina sjemene plazme 

kod ispitanika s normalnim (N) i patološkim parametrima (PAT) sjemena. P-vrijednosti su 

određene pomoću testa Mann-Whitney, podebljana p<0,05.  

N-glikanski pikovi 
N (N=82) PAT (N=84) 

p 
X̅ SD X̅ SD 

SPGP1 2,27 0,40 2,35 0,65 0,989 

SPGP2 0,23 0,09 0,23 0,10 0,406 

SPGP3 0,32 0,12 0,34 0,11 0,307 

SPGP4 0,21 0,08 0,22 0,10 0,887 

SPGP5 0,11 0,07 0,12 0,06 0,336 

SPGP6 0,16 0,08 0,14 0,07 0,085 

SPGP7 4,94 1,95 4,98 2,24 0,957 

SPGP8 0,85 1,03 0,71 0,27 0,384 

SPGP9 2,87 0,85 2,90 1,10 0,992 

SPGP10 3,03 0,66 3,07 0,93 0,744 

SPGP11 0,19 0,43 0,16 0,18 0,961 

SPGP12 7,18 1,70 7,26 2,16 0,906 

SPGP13 6,93 1,21 6,80 1,26 0,579 

SPGP14* 3,85 0,89 3,46 1,24 <0,001 

SPGP15 11,36 7,46 12,68 7,89 0,150 

SPGP16 3,81 1,12 3,65 1,33 0,167 

SPGP17 2,78 1,47 2,79 1,23 0,791 

SPGP18 9,73 3,56 9,60 4,05 0,855 

SPGP19 5,40 2,41 5,38 2,10 0,899 

SPGP20 7,46 4,39 7,04 3,85 0,492 

SPGP21 1,16 0,59 1,13 0,53 0,952 

SPGP22 2,15 1,21 2,17 1,35 0,960 

SPGP23 3,65 1,91 3,46 2,00 0,217 

SPGP24 2,11 1,86 2,18 1,79 0,497 

SPGP25 1,43 0,96 1,31 0,82 0,349 

SPGP26 1,19 0,77 1,39 1,02 0,134 

SPGP27 1,38 0,61 1,59 0,64 0,018 

SPGP28 1,74 0,71 1,79 0,85 0,997 

SPGP29 2,40 1,05 2,48 1,14 0,896 

SPGP30 1,12 0,83 1,00 0,55 0,548 

SPGP31 2,89 1,74 2,72 1,80 0,436 

SPGP32 1,23 0,52 1,19 0,66 0,063 

SPGP33 0,74 0,49 0,71 0,47 0,906 

SPGP34 0,77 0,37 0,85 0,52 0,426 
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SPGP35 0,49 0,30 0,44 0,25 0,423 

SPGP36 0,85 0,72 0,81 0,51 0,745 

SPGP37 1,00 0,53 0,90 0,43 0,294 

     X̅ – aritmetička sredina; *: p<0,05 nakon Bonferronijeve korekcije; SD – standardna devijacija 

 

Testiranje značajnosti razlike relativne površine N-glikana proteina sjemene plazme 

provedeno je između skupine ispitanika s normalnim parametrima sjemena N i patoloških 

podskupina A, O i OA, čije vrijednosti se nalaze u tablici 10. Ponovno je statistički značajna 

razlika među skupinama uočena za N-glikan SPGP14 (p < 0,001), za koji se može uočiti trend 

opadanja. Najveću vrijednost relativne površine ima skupina s narušenim parametrima 

pokretljivosti A (3,89 ± 0,86), koja je čak nešto veća od normozoospermične skupine N (3,85 

± 0,89). Nakon njih je vrijednost skupine s narušenim brojem spermija O (3,39 ± 1,50), a 

najmanju relativnu površinu je pokazala skupina s oba narušena parametra OA (3,13 ± 0,86). 

Nadalje, razvrstavanje u podskupine pokazalo je značajne razlike u dodatnim                   

N-glikanima koje nisu bile vidljive u združenoj PAT skupini. Ti dodatni N-glikani su SPGP5, 

SPGP17, SPGP26 i SPGP32, a za njih nije uočen jasan trend. Nakon provedene Bonferronijeve 

korekcije za višestruke usporedbe, ponovno je statistički značajan ostao samo N-glikan 

SPGP14.  

 

Tablica 10. Usporedba relativne površine N-glikanskih pikova ukupnih proteina sjemene plazme 

ispitanika s normalnim (N) i patološkim parametrima (PAT) sjemena svrstanih u 

astenozoospermične (A), oligozoospermične (O) i oligoastenozoospermične (OA) podskupine.       

P-vrijednosti su određene pomoću testa Kruskal-Wallis. Nominalna podebljana p-vrijednost ukazuje da 

je barem jedna skupina statistički značajno različita od ostalih (p<0,05).  

N-glikanski pikovi 

N 

(N=82) 

A 

(N=29) 

O 

(N=21) 

OA 

(N=34) p 

X̅ SD X̅ SD X̅ SD X̅ SD 

SPGP1 2,27 0,40 2,30 0,52 2,35 0,89 2,40 0,60 0,676 

SPGP2 0,23 0,09 0,22 0,10 0,25 0,09 0,22 0,10 0,183 

SPGP3 0,32 0,12 0,35 0,14 0,36 0,09 0,31 0,09 0,112 

SPGP4 0,21 0,08 0,23 0,13 0,25 0,10 0,19 0,07 0,117 

SPGP5 0,11 0,07 0,10 0,05 0,14 0,04 0,11 0,08 0,042 

SPGP6 0,16 0,08 0,16 0,09 0,14 0,05 0,13 0,06 0,168 

SPGP7 4,94 1,95 4,31 1,95 5,34 2,53 5,33 2,23 0,135 

SPGP8 0,85 1,03 0,64 0,21 0,72 0,28 0,75 0,30 0,314 

SPGP9 2,87 0,85 3,00 1,22 3,04 1,43 2,73 0,72 0,851 

SPGP10 3,03 0,66 2,95 0,64 3,37 1,52 2,99 0,61 0,386 
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SPGP11 0,19 0,43 0,13 0,08 0,22 0,33 0,16 0,07 0,244 

SPGP12 7,18 1,70 7,68 2,36 7,31 2,62 6,87 1,60 0,670 

SPGP13 6,93 1,21 6,70 1,37 6,82 1,14 6,87 1,26 0,655 

SPGP14* 3,85 0,89 3,89 1,33 3,39 1,50 3,13 0,86 <0,001 

SPGP15 11,36 7,46 13,84 9,19 11,99 7,79 12,11 6,81 0,499 

SPGP16 3,81 1,12 3,54 1,17 3,67 1,44 3,73 1,41 0,553 

SPGP17 2,78 1,47 3,12 1,30 3,19 1,47 2,27 0,78 0,032 

SPGP18 9,73 3,56 8,58 3,72 9,46 3,37 10,55 4,55 0,348 

SPGP19 5,40 2,41 5,04 2,38 5,09 1,98 5,84 1,88 0,387 

SPGP20 7,46 4,39 6,21 3,76 6,62 3,53 8,01 4,00 0,442 

SPGP21 1,16 0,59 1,16 0,45 1,19 0,73 1,07 0,44 0,801 

SPGP22 2,15 1,21 2,25 1,60 2,25 1,57 2,06 0,94 0,950 

SPGP23 3,65 1,91 4,13 2,22 3,01 1,59 3,17 1,93 0,071 

SPGP24 2,11 1,86 2,21 1,74 2,20 1,52 2,14 2,01 0,770 

SPGP25 1,43 0,96 1,39 0,84 1,31 0,91 1,23 0,75 0,632 

SPGP26 1,19 0,77 1,51 0,76 1,70 1,66 1,09 0,54 0,012 

SPGP27 1,38 0,61 1,55 0,70 1,55 0,64 1,65 0,60 0,086 

SPGP28 1,74 0,71 1,58 0,71 1,98 0,93 1,86 0,90 0,478 

SPGP29 2,40 1,05 2,66 1,50 2,36 1,05 2,40 0,79 0,974 

SPGP30 1,12 0,83 1,01 0,49 0,97 0,51 1,00 0,63 0,609 

SPGP31 2,89 1,74 2,39 1,37 2,74 1,21 3,00 2,34 0,436 

SPGP32 1,23 0,52 1,38 0,69 1,07 0,46 1,09 0,72 0,035 

SPGP33 0,74 0,49 0,77 0,47 0,67 0,41 0,70 0,50 0,887 

SPGP34 0,77 0,37 0,82 0,41 1,02 0,64 0,77 0,51 0,420 

SPGP35 0,49 0,30 0,42 0,26 0,49 0,18 0,43 0,28 0,314 

SPGP36 0,85 0,72 0,84 0,45 0,88 0,70 0,74 0,44 0,748 

SPGP37 1,00 0,53 0,94 0,46 0,88 0,44 0,89 0,41 0,712 

   X̅ – aritmetička sredina; *: p<0,05 nakon Bonferronijeve korekcije; SD – standardna devijacija 

 

5.5.1. Regresijski model N-glikana ukupnih proteina sjemene plazme i kliničkih 

dijagnoza ispitanika 

 

Kako bi se detaljnije istražila promjena N-glikana ukupnih proteina sjemene plazme u 

ispitanika narušenih parametara sjemena naspram normozoospermičnih, načinjen je statistički 

regresijski log-normalni model. Model je prilagođen za potencijalne zbunjujuće čimbenike 

(engl. confounding factors) koji bi mogli utjecati na ishod analize, a uključuju godine, 

fragmentaciju DNA i sažimanje kromatina spermija. Rezultati statističkog modela su prikazani 

u tablici 11, a statistički značajne vrijednosti su podebljane. Statistički najznačajnija promjena 
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potvrđena je za N-glikan SPGP14 koji pokazuje 16 %-tno smanjenje (p=0,001) u skupini 

ispitanika s patološkim parametrima sjemena. N-glikanski pikovi SPGP6 i SPGP26 također 

pokazuju statistički značajnu promjenu relativne površine kod ispitanika s abnormalnim 

parametrima sjemena naspram normalnih. N-glikan SPGP6 je pokazao 18 %-tno smanjenje 

(p=0,015) u patološkoj skupini, dok je SPGP26 pokazao povećanje od 21 % (p=0,026) naspram 

normozoospermične skupine (Tablica 11). Nadalje, SPGP14 je jedini N-glikan koji u 

multivarijatnoj statističkoj analizi ostaje značajan s prilagođenom p-vrijednosti manjom od 

0,05. Također, njegova statistička značajnost ostaje i nakon Bonferronijeve korekcije za 

višestruke usporedbe.  

 

Tablica 11. Regresijski log-normalni model usporedbe relativne površine N-glikana kod 

ispitanika s patološkim parametrima sjemena u odnosu na normozoospermične. Model prilagođen 

prema godinama, fragmentaciji DNA i sažimanju kromatina spermija, p<0,05. 

N-glikanski pikovi 
Promjena relativne površine N-

glikana (%) 
p 

SPGP6 -18 0,015 

SPGP14* -16 0,001 

SPGP26 +21 0,026 

*: p<0,05 nakon Bonferronijeve korekcije 

 

Gledajući trend smanjenja vrijednosti relativne površine N-glikana SPGP14, podskupina A 

nije pokazala značajno smanjenje naspram normozoospermične skupine N (-5 %, p=0,409). S 

druge strane, statistički značajno smanjenje u multivarijatnom modelu jesu imale skupina           

O (-19 %, p=0,004) i OA (-26 %, p<0,001) (Tablica 12). Značajnu promjenu reativne površine 

u barem jednoj od patoloških podskupina naspram normozoospermične su SPGP2, SPGP4, 

SPGP6, SPGP18, SPGP26 i SPGP35, iako niti jedan od navedenih N-glikana nije pokazao jasan 

trend kao SPGP14. Nadalje, značajno smanjenje relativne površine u podskupini OA pokazali 

su N-glikani SPGP2 (p=0,008), SPGP4 (p=0,003) i SPGP6 (p=0,002). N-glikan SPGP26 je 

pokazao značajno povećanje u skupini A (p=0,009) i O (p=0,043), ali ne i u patološki 

kombiniranoj skupini OA gdje nema uočene razlike (p=0,978). Značajno smanjenje relativne 

površine uočeno je za N-glikan SPGP35 samo u podskupinama koje imaju narušenu 

pokretljivost – A (p=0,035) i OA (p=0,033) (Tablica 12).  

Nadalje, ispitano je postoje li značajne razlike relativne površine N-glikana unutar 

patoloških podskupina. Primijenjena je uparena usporedba između svih podskupina kao i 

Bonferronijeva korekcija za višestruke usporedbe razlika relativnih površina svih N-glikana 
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koji su pokazali značajne razlike prema tablici 12. Uočena je značajno povećana relativna 

površina N-glikana SPGP14 kod podskupine A u odnosu na podskupinu OA. Također,               

N-glikani SPGP2 i SPGP4 su bili značajno povećani u podskupini O u odnosu na OA. Značajno 

povećanje u skupini OA u odnosu na A pokazao je jedino N-glikan SPGP18. 

 

Tablica 12. Regresijski log-normalni modeli usporedbe relativne površine N-glikana ukupnih 

proteina sjemene plazme normozoospermičnih naspram ispitanika s patološkim parametrima 

sjemena svrstanih u astenozoospermične (A), oligozoospermične (O) i oligoastenozoospermične 

(OA) podskupine. Postoci promjene su prilagođeni prema godinama, fragmentaciji DNA i sažimanju 

kromatina spermija, p<0,05.  

N-glikanski 

pikovi 

Promjena relativne površine N-glikana (%) 

A (N=29) p O (N=21) p OA (N=34) p 

SPGP2 -14 0,079 +8 0,399 -22 0,008 

SPGP4 -2 0,818 +11 0,258 -22 0,003 

SPGP6 -8 0,406 -18 0,105 -30 0,002 

SPGP14* -5 0,409 -19 0,004 -26 <0,001 

SPGP18 -7 0,433 +3 0,769 +29 0,012 

SPGP26 +33 0,009 +28 0,043 0 0,978 

SPGP35 -25 0,035 +10 0,524 -27 0,033 

*: p<0,05 nakon Bonferronijeve korekcije 

 

5.6. Povezanost parametara sjemena i razine fragmentacije DNA 

spermija 

 

U radu je također ispitana povezanost parametara sjemena i razine fragmentacije DNA 

(SDF) pomoću Spearmanovog koeficijenta korelacije. Pronađen je Spearmanov koeficijent 

korelacije ≥0,50 između indeksa DNA fragmentacije (DFI) te pokretljivosti i vitalnosti. DFI i 

pokretljivosti spermija (-0,509) pokazuju negativnu povezanost, te shodno tome izravna 

povezanost DFI i nepokretljivosti spermija (0,517). Nadalje, negativna povezanost je uočena i 

s vitalnošću spermija (-0,509), dok je DFI izravno povezan s nevitalnim spermijima (-0,509). 

Rezultati su prikazani u tablici 13. 
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Tablica 13. Određivanje povezanosti parametra sjemena i fragmentacije DNA spermija. Prikazan 

je Spearmanov koeficijent korelacije r≥0,50, p<0,05.  

Parametri sjemena r 

Ukupno pokretni spermiji (%) -0,509 

Nepokretni spermiji (%) 0,517 

Vitalni spermiji (%) -0,509 

Nevitalni spermiji (%) 0,509 

 

U svrhu potvrde analize povezanosti, napravljeni su regresijski log-normalni modeli. Model 

je prilagođen za godine, parametre sjemena i stupanj sažimanja kromatina spermija. Potvrđena 

je statistički značajna povezanosti između SDF-a te pokretljivosti i vitalnosti spermija 

(p<0,001). Model je pokazao kako povećanje udjela pokretljivih spermija za 10 % vodi ka 

smanjenju DFI-ja za 12,4 % (p<0,001), dok povećanje udjela vitalnih spermija vodi do 

smanjenja DFI za 16,8 %. Shodno tome, povećanje udjela nepokretnih i mrtvih spermija za     

10 % je povezano s povećanjem DFI za 12,9 % kod nepokretnih spermija, odnosno 17,1 % za 

mrtve spermije (Tablica 14). Vrijednosti ovog modela su ostale statistički značajne nakon 

primjene Bonferronijeve korekcije za višestruke usporedbe. 

 

Tablica 14. Regresijski log-normalni modeli u kojima je fragmentacija DNA spermija zavisna 

varijabla. Pokretljivost i vitalnost spermija su pojedinačno uneseni u model te je određena nominalna 

p-vrijednost. Postoci promjene su prilagođeni prema godinama ispitanika, normalnim ili patološkim 

parametrima sjemena i stupanj sažimanja kromatina spermija. 

Parametar povećan za 10 % Promjena DFI (%) p 

Udio pokretnih spermija* -12,4 <0,001 

Udio nepokretnih spermija* 12,9 <0,001 

Udio vitalnih spermija* -16,8 <0,001 

Udio mrtvih spermija* 17,1 <0,001 

*: p<0,05 nakon Bonferronijeve korekcije 

 

5.7. Povezanost parametara sjemena i sažimanja kromatina spermija 

 

Ispitana je povezanost parametra sjemena i sažimanja kromatina spermija Spearmanovim 

koeficijentom korelacije kako bi se dodatno provjerilo ima li povezanosti ova dva parametra, 

budući da nisu pronađene razlike u vrijednostima sažimanja kromatina između 
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normozoospermičnih i patološkim podskupinama ispitanika (Tablica 8). Sukladno navedenim 

opažanjima, nisu pronađene dodatne statistički značajne povezanosti između parametara 

sjemena i sažimanja kromatina spermija (Tablica 15).  

Nadalje, ispitani su i regresijski log-normalni modeli povezanosti parametara sjemena i 

sažimanja kromatina, kako bi se dodatno provjerilo postoji li ovim statističkim modelom 

povezanost. Ponovno, povezanost sažimanja kromatina i parametara sjemena nije pronađena te 

rezultati nisu prikazani. 

 

Tablica 15. Određivanje povezanosti parametra sjemena i sažimanja kromatina spermija. 

Prikazan je Spearmanov koeficijent korelacije r≥0,50, p<0,05.  

Parametri sjemena r 

Koncentracija spermija (106/mL) 0,1194 

Ukupan broj spermija (106/uzorak) 0,1108 

Volumen (mL) 0,0204 

Ukupno pokretni spermiji (%) 0,0954 

Nepokretni spermiji (%) -0,0962 

Pravilna morfologija (%) 0,0245 

Nepravilna morfologija (%) -0,0245 

Vitalni spermiji (%) 0,0796 

Nevitalni spermiji (%) -0,0796 

 

5.8. Povezanost parametara sjemena i udjela N-glikana sjemene plazme 

 

Ispitana je i povezanost glavnih parametara sjemena i relativne površine N-glikana ukupnih 

proteina sjemene plazme pomoću Spearmanovog koeficijenta korelacije. Povezanost nije 

uočena između N-glikana te niti jednog parametra sjemena uključujući ukupan broj spermija, 

broj spermija po ml, volumen sjemena, pokretljivosti, morfologije i vitalnosti spermija. Budući 

da nisu dobivene značajne razlike ovim statističkim testom, rezultati nisu tablično prikazani. 

Iduće su napravljeni regresijski log-normalni modeli kako bi se dodatno istražila povezanost 

parametara sjemena i N-glikana u ukupnoj populaciji pacijenata te zasebno u skupini pacijenata 

s normalnim i patološkim parametrima sjemena. U tablici 16 su prikazani dobiveni značajni   

N-glikanski pikovi te njihova povezanost s pojedinim parametrima. Nakon prilagodbe modela 

za višestruke usporedbe, značajna pozitivna povezanost ostala je samo između N-glikana 

SPGP2 i srednje progresivnih spermija. 
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Tablica 16. Regresijski log-normalni modeli za opisivanje povezanosti N-glikana ukupnih 

proteina sjemene plazme i detaljnih parametara sjemena. Prikazane su povezanosti koje imaju 

nominalnu p<0,05, (+) označava pozitivnu, a (–) negativnu povezanost. Podebljano je označen N-glikan 

značajan (p<0,05) nakon prilagodbe za višestruke usporedbe. 

Parametri sjemena 
Značajno povezani N-glikani (SPGP) 

Ukupno N PAT 

Koncentracija spermija 

(106/mL) 
11(-) 6(+), 8(+), 21(+) 11(-) 

Ukupan broj spermija 

(106/uzorak) 
6(+), 7(-), 19(-) 8(+), 19(-) 6(+), 7(-), 8(-) 

Volumen (mL) 

2(-), 3(-), 4(-), 

9(-), 11(-), 14(-), 

17(-), 18(+) 

5(-), 13(-), 19(-), 

22(-) 

4(-), 10(-), 11(-), 

14(-), 17(-), 18(+) 

Progresivno pokretni 

spermiji (%) 
- 1(-), 13(-), 34(+) 5(+), 32(-), 33(-) 

Srednje progresivni 

spermiji (%) 

1(+), 2(+), 5(+), 

8(+), 11(+) 
8(+), 11(+) 

1(+), 2(+), 4(+), 

5(+), 35(+) 

Ne-progresivni spermiji 

(%) 
23(+), 32(+) 15(+) 14(+), 18(-), 32(+) 

Nepokretni spermiji 

(%) 
8(-), 35(-) 8(-) 

2(-), 3(-), 4(-), 5(-), 

35(-) 

Nepravilna morfologija 

(%) 

20(+), 21(-), 27(+), 

28(-), 29(+) 

8(-), 20(+), 21(-), 

28(-), 29(+), 36(+) 
- 

Nevitalni spermiji (%) - 3(+), 8(-) 5(-), 11(-) 
N – normalni, PAT – patološki parametri sjemena 

 

5.9. Povezanost razine fragmentacije DNA i sažimanja kromatina 

spermija 

 

Ispitano je i postojanje povezanosti razine fragmentacije DNA (SDF)-a iskazane indeksom 

fragmentacije DNA (DFI) i sažimanja kromatina spermija, regresijskim log-normalnim 

modelima. Statistički značajna povezanost između ova dva parametra nije uočena u 

univarijatnim postavkama modela, kao niti u postavkama prilagodbe prema godinama i 

skupinama ispitanika. Dobivene vrijednosti su prikazane u tablici 17.  
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Tablica 17. Regresijski log-normalni modeli u kojima je fragmentacija DNA spermija zavisna 

varijabla. 

 Promjena DFI (%) p 

Sažimanje kromatina spermija* -5 0,582 

Sažimanje kromatina spermija** +1 0,946 

   DFI – indeks fragmentacije DNA (engl. DNA fragmentation index), *univarijatna  

  analiza i **prilagođeno prema godinama i skupinama ispitanika, p<0,05  

 

5.10. Povezanost udjela N-glikana sjemene plazme i razine fragmentacije 

DNA spermija 

 

Regresijski log-normalni model prilagođen na zbunjujuće čimbenike je primijenjen kako bi 

se ispitala povezanost promjene relativne površine pikova N-glikana ukupnih proteina sjemene 

plazme i fragmentacije DNA spermija. Detaljno su ispitani N-glikani koji su pokazali najveću 

značajnost razlike relativne površine kod normozoospermične i patološke skupina ispitanika. 

Statistički značajnu povezanost sa razinom fragmentacije DNA (SDF) su pokazali N-glikani 

SPGP5, SPGP17 i SPGP26 kod skupine N. Kada se vrijednost indeksa fragmentacije DNA 

(DFI) poveća za 10 %, relativna površina N-glikana SPGP5 se smanji za 16 % (p=0,006), 

SPGP17 za 11 % (p=0,025) te SPGP26 za 11 % (p=0,038). Kod skupine ispitanika patoloških 

parametara sjemena statistički značajna povezanost je pronađena samo za N-glikan SPGP18. U 

ovom slučaju kod povećanja postotka DFI za 10 % relativna površina N-glikana SPGP18 se 

značajno smanji za 9 % (p=0,001). Ostali N-glikani nisu pokazali statistički značajnu razliku, 

a vrijednosti su im prikazane u tablici 18 za skupinu N i u tablici 19 za skupinu PAT.  
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Tablica 18. Regresijski log-normalni model za određivanje povezanosti specifičnih N-glikana i 

fragmentacije DNA spermija kod ispitanika normalnih parametara sjemena. Promjene relativnih 

površina N-glikanskih pikova prate povećanje indeksa fragmentacije DNA (DFI) za 10 %. Prilagodba 

za odabrane zbunjujuće čimbenike, p<0,05.  

N-glikanski pikovi 
Promjena relativne površine N-

glikana (%) 
p 

SPGP2 +8 0,082 

SPGP4 0 0,907 

SPGP5 -16 0,006 

SPGP6 +11 0,071 

SPGP14 +3 0,262 

SPGP17 -11 0,025 

SPGP18 -1 0,861 

SPGP26 -11 0,038 

SPGP32 +3 0,515 

SPGP35 +12 0,108 

 

Tablica 19. Regresijski log-normalni model za određivanje povezanosti specifičnih N-glikana i 

fragmentacije DNA spermija kod ispitanika patoloških parametara sjemena. Promjene relativnih 

površina N-glikanskih pikova prate povećanje indeksa fragmentacije DNA (DFI) za 10 %. Prilagodba 

za odabrane zbunjujuće čimbenike, p<0,05. 

N-glikanski pikovi 
Promjena relativne površine N-

glikana (%) 
p 

SPGP2 +2 0,319 

SPGP4 +5 0,068 

SPGP5 -1 0,655 

SPGP6 +2 0,412 

SPGP14 +2 0,240 

SPGP17 -2 0,323 

SPGP18 -9 0,001 

SPGP26 -3 0,316 

SPGP32 -1 0,867 

SPGP35 +4 0,259 
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5.11. Povezanost udjela N-glikana sjemene plazme i sažimanja 

kromatina spermija 

 

Ispitana je povezanost N-glikana i sažimanja kromatina spermija multivarijatnom analizom, 

odnosno regresijskim log-normalnim modelima. Analiza je pokazala statistički značajnu 

povezanost stupnja sažimanja kromatina i relativne površine N-glikana SPGP17 i SPGP25. 

Pronađeno je smanjenje relativne površine SPGP17 kada postotak spermija sa sažetim 

kromatinom raste za 10 % (p=0,037). Nadalje, za isti porast postotka spermija sa sažetim 

kromatinom, pronađeno je povećanje u relativnoj površini SPGP25 od 25 % (p=0,034) (Tablica 

20). Nadalje, primijenjeni su dodatni dijagnostički testovi kako bi se potvrdila učinkovitost 

korištenog statističkog modela te nisu pokazali nikakvo kršenje pretpostavki regresijskog log-

normalnog modela. 

 

Tablica 20. Regresijski log-normalni modeli ispitivanja povezanosti sažimanja kromatina 

spermija i N-glikana sjemene plazme. Promjene relativnih površina N-glikanskih pikova prate 

povećanje postotka sažetog kromatina spermija za 10 %. Model je prilagođen prema godinama 

ispitanika i fragmentaciji DNA spermija. 

N-glikanski pikovi 
Promjena relativne površine N-

glikana (%) 
p 

SPGP17 -14 0,037 

SPGP25 +25 0,034 

 

5.12. Povezanost životnih i okolišnih čimbenika, razine fragmentacije 

DNA i sažimanja kromatina spermija  

 

Životni i okolišni čimbenici su procijenjeni na temelju ankete preuzete iz Okvirnih 

projekata EU COPHES, DEMOCOPHES i Horizon 2020 HBM4EU. U tablici 21 prikazani su 

rezultati ankete u obliku postotaka koji govore koliki udio ispitanika je izložen pojedinom 

okolišnom i životnom čimbeniku. Statistički značajne razlike u životnim navikama i okolišnim 

čimbenicima nisu utvrđene između ispitanika s normalnim parametrima i patološkim 

parametrima sjemena. 
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Tablica 21. Prikaz i razlika u životnim čimbenicima između ispitanika s normalnim (N) i 

patološkim (PAT) parametrima sjemena. P-vrijednosti dobivene χ2 testom, p<0,05. 

Čimbenici N (N=82) / % PAT (N=84) / % p 

Urbano okruženje 70,73 63,53 0,409 

Život blizu ceste 27,71 32,53 0,612 

Život blizu tvornice 19,28 21,69 0,848 

Svakodnevna konzumacija 

povrća 
39,28 39,02 1,000 

Svakodnevna konzumacija 

voća 
23,75 21,95 0,932 

Konzumacija crvenog 

mesa > 3 puta tjedno 
54,76 44,57 0,246 

Konzumacija peradi > 3 

puta tjedno 
30,12 34,94 0,619 

Konzumacija ribe > 1 puta 

tjedno 
25,61 19,75 0,481 

Konzumacija mlijeka 89,55 86,57 0,790 

Cigarete 
N>15/dan 19,05 14,63 

0,499 
N≤15/dan 16,67 23,17 

Konzumacija alkohola 63,10 59,04 0,705 

 

Statistički značajne povezanosti određene su pomoću regresijskih log-normalnih modela. 

Tablica 22 prikazuje popis najčešćih zdravstvenih, životnih i okolišnih čimbenika povezanih sa 

SDF-om u sveukupnoj ispitanoj populaciji, gdje je također navedena statistička značajnost 

korelacije navedenih parametara. Značajna povezanost uočena je za konzumaciju cigareta, pri 

čemu je pojava SDF-a značajno povećana u ispitanika koji konzumiraju više od 15 cigareta 

dnevno (CI 1,03 – 1,52; p=0,022). 

Uzimajući u obzir sažimanje kromatina spermija, dobivena je značajna povezanost za 

pojačanu konzumaciju peradi, mlijeka, život u urbanom okruženju (Tablica 23). Statistički 

značajno smanjena kondenziranost kromatina je povezana s učestalom konzumacijom peradi 

(CI 0,57 – 0,96; p=0,022), dok je povećana pri konzumaciji mlijeka (CI 1,12 – 2,53; p=0,012). 

Nadalje, statistički značajno smanjena kondenzacija kromatina je povezana sa životom u 

urbanom okruženju (CI 0,50 – 0,91; p=0,009).  
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Tablica 22. Regresijski log-normalni modeli povezanosti fragmentacije DNA spermija i najčešćih 

životnih i okolišnih faktora u ukupnoj ispitanoj populaciji.  

Fragmentacija DNA spermija N 
Prosječni 

omjer 
[95 % CI] p 

Broj cigareta/dan 

N>15 28/166 1,25 1,03 – 1,52 0,022 

N≤15 34/166 1,11 0,89 – 1,38 0,375 

CI – interval pouzdanosti (engl. confidence interval) 

 

Tablica 23. Regresijski log-normalni modeli povezanosti sažimanja kromatina spermija i 

najčešćih životnih i okolišnih faktora u ukupnoj ispitanoj populaciji. 

Sažimanje kromatina spermija N 
Prosječni 

omjer 
[95 % CI] p 

Konzumacija peradi > 3 puta 

tjedno 
59/166 0,74 0,57 – 0,96 0,022 

Konzumacija mlijeka 126/166 1,68 1,12 – 2,53 0,012 

Urbano okruženje 116/166 0,67 0,50 – 0,91 0,009 

CI – interval pouzdanosti (engl. confidence interval) 

 

5.12.1. Povezanost životnih i okolišnih čimbenika, fragmentacije DNA spermija i 

sažimanja kromatina kod ispitanika normalnih parametara sjemena  

 

Povezanost životnih i okolišnih čimbenika sa SDF i sažimanja kromatina spermija ispitana 

je regresijskim log-normalnim modelom i samo u populaciji ispitanika s normalnim 

parametrima sjemena kako bi se utvrdilo ima li samo u ovoj skupini povezanosti koje nisu 

uočene u ukupnoj populaciji ispitanika. Gledajući SDF u tablici 24, dobivena je značajnost za 

faktore različite nego kod združenih skupina. Dobivena povezanost se odnosi na prehrambene 

navike, odnosno konzumaciju mlijeka, pri čemu SDF raste pri povećanoj konzumaciji mlijeka 

(CI 1,15 – 2,33; p=0,007).  

 

Tablica 24. Regresijski log-normalni modeli povezanosti fragmentacije DNA spermija i najčešćih 

životnih i okolišnih faktora kod ispitanika normalnih parametara sjemena. 

Fragmentacija DNA spermija N Prosječni omjer [95 % CI] p 

Konzumacija mlijeka 63/82 1,63 1,15 – 2,33 0,007 

CI – interval pouzdanosti (engl. confidence interval) 
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Što se tiče sažimanja kromatina spermija, također su dobiveni različiti čimbenici kod 

skupine ispitanika normalnih parametara sjemena (Tablica 25). Kondenziranost kromatina 

spermija je tako statistički značajno povezana sa svakodnevnom konzumacijom voća, tako da 

kondenzacija kromatina opada ukoliko se svakodnevno konzumira voće (CI 0,36 – 0,78; 

p=0,001). Idući značajan čimbenik je pušenje pri čemu kondenzacija kromatina raste ako se 

smanjuje konzumacija cigareta. Za više od 15 cigareta dnevno je statistički značajno smanjena 

kondenzacija kromatina (CI 0,33 – 0,62; p<0,001), koja je uočena i kod konzumacije manje od 

15 cigareta na dan (CI 0,48 – 1,03; p=0,070) makar nije bila statistički značajna. Život u 

urbanom okruženju je također značajno povezan s kondenzacijom kromatina, pri čemu se 

kondenzacija kromatina smanjuje ukoliko se udio življenja u urbanom okruženju povećava kod 

ispitanika (CI 0,36 – 0,74; p<0,001).  

 

Tablica 25. Regresijski log-normalni modeli povezanosti sažimanja kromatina spermija i 

najčešćih životnih i okolišnih faktora kod ispitanika normalnih parametara sjemena. 

Sažimanje kromatina spermija N Prosječni omjer [95 % CI] p 

Svakodnevna konzumacija voća 20/82 0,53 0,36 – 0,78 0,001 

Broj cigareta/dan 

N>15 16/82 0,45 0,33 – 0,62 <0,001 

N≤15 16/82 0,70 0,48 – 1,03 0,070 

Urbano okruženje 61/82 0,52 0,36 – 0,74 <0,001 

CI – interval pouzdanosti (engl. confidence interval) 

 

5.12.2. Povezanost životnih i okolišnih čimbenika, fragmentacije DNA i sažimanja 

kromatina spermija kod ispitanika patoloških parametara sjemena  

 

Okolišni i životni čimbenici su ispitani i samo kod skupine pacijenata patoloških parametara 

sjemena, kako bi se uočilo koji čimbenici najviše utječu na SDF i kondenziranost kromatina 

spermija ove skupine. Statistički značajna povezanost je uočena između SDF i parametara 

okoliša koji su u ovom istraživanju promatrani (prehrana, pušenje, konzumacija alkohola, život 

u urbanom/ruralnom okruženju), nije pronađena.  

Kondenzacija kromatina spermija i okolišni i životni čimbenici su također ispitani. 

Pokazano je u tablici 26, kako je značajna povezanost između kondenzacije kromatina spermija 

i prehrane, točnije povećane konzumacije crvenog mesa te svakodnevne konzumacije povrća. 

Kondenzacija kromatina spermija je smanjena ako je konzumacija crvenog mesa bila veća od 
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3 puta (CI 0,48 – 0,87; p=0,004). Nadalje, statistički značajno je povećana kondenzacija 

kromatina, ako je konzumacija povrća bila svakodnevna (CI 1,02 – 1,85; p=0,036). 

 

Tablica 26. Regresijski log-normalni modeli povezanosti sažimanja kromatina spermija i 

najčešćih životnih i okolišnih faktora kod ispitanika patoloških parametara sjemena. 

Sažimanje kromatina spermija N 
Prosječna 

vrijednost 
[95 % CI] p 

Konzumacija crvenog mesa >3 tjedno 39/84 0,65 0,48 – 0,87 0,004 

Svakodnevna konzumacija povrća 34/84 1,37 1,02 – 1,85 0,036 

CI – interval pouzdanosti (engl. confidence interval) 

 

5.13. Povezanost udjela N-glikana sjemene plazme, životnih i okolišnih 

čimbenika  

 

Određena je povezanost udjela N-glikana ukupnih proteina sjemene plazme i okolišnih i 

životnih faktora regresijskim log-normalnim modelom. Ispitani su N-glikani koji su pokazali 

najznačajnije promjene relativne površine između ispitanika s normalnim i patološkim 

parametrima sjemena (rezultati prikazani u tablici 12). Pri analizi povezanosti N-glikanskih 

pikova i okolišnih čimbenika kod normozoospermičnih ispitanika, osim SPGP6 i SPGP18, svi 

ostali N-glikani su pokazali značajnu povezanost s nekim životno-okolišnim čimbenikom 

istraživanim u ovoj studiji (Tablica 27). Tako je pušenje negativno povezano s N-glikanima 

SPGP2, SPGP4, SPGP5, a pozitivno s SPGP26, SPGP32 i SPGP35. Život u blizini tvornice je 

značajno pozitivno povezan s SPGP2 i SPGP17 te je pozitivna povezanost uočena između 

SPGP14 i života u blizini ceste. Također, pronađena je pozitivna povezanost konzumacije ribe 

i glikana SPGP32. 

Nadalje, analiza povezanosti N-glikana i okolišnih čimbenika u skupini ispitanika s 

patološkim parametrima sjemena, je pokazala kako N-glikani SPGP2, SPGP5, SPGP17 i 

SPGP26 nisu povezane niti s jednim promatranim okolišnim čimbenikom u ovoj studiji 

(Tablica 28). Ponovno, povezanosti su dobivene za pušenje pri čemu je ova navika pozitivno 

povezana sa SPGP18 i SPGP32. Pretilost je pokazala negativnu povezanost s N-glikanom 

SPGP6, dok je pozitivno povezana uz glikanski pik SPGP14. SPGP6 je također pokazao 

pozitivnu povezanost s konzumacijom alkohola. Život u blizini tvornice ili ceste su pozitivno 

povezani s glikanima SPGP4, odnosno glikanom SPGP35. 
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Tablica 27. Regresijski log-normalni modeli povezanosti N-glikanskih pikova ukupnih proteina 

sjemene plazme i najčešćih životnih i okolišnih faktora kod ispitanika koji imaju normalne 

parametre sjemena. Model je prilagođen na odabrane zbunjujuće čimbenike. Pozitivna povezanost (+), 

negativna povezanost (-). Prikazani čimbenici za koje je p<0,05. 

N-glikanski pikovi Povezani životni i okolišni čimbenici 

SPGP2 Život u blizini tvornice (+), pušenje (-) 

SPGP4 Pušenje (-) 

SPGP5 Pušenje (-) 

SPGP6 - 

SPGP14 Život blizu ceste (+) 

SPGP17 Život u blizini tvornice (+) 

SPGP18 - 

SPGP26 Pušenje (+) 

SPGP32 Pušenje (+), konzumacija ribe (+) 

SPGP35 Pušenje (+) 

 

Tablica 28. Regresijski log-normalni modeli povezanosti N-glikanskih pikova ukupnih proteina 

sjemene plazme i najčešćih životnih i okolišnih faktora kod ispitanika koji imaju patološke 

parametre sjemena. Model je prilagođen na odabrane zbunjujuće čimbenike. Pozitivna povezanost (+), 

negativna povezanost (-). Prikazani čimbenici za koje je p<0,05. 

N-glikanski pikovi Povezani životni i okolišni čimbenici 

SPGP2 - 

SPGP4 Život u blizini tvornice (+) 

SPGP5 - 

SPGP6 Alkohol (+), pretilost (-) 

SPGP14 Pretilost (+) 

SPGP17 - 

SPGP18 Pušenje (+) 

SPGP26 - 

SPGP32 Pušenje (+) 

SPGP35 Život blizu ceste (+) 
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5.14. Određivanje strukture značajnijih N-glikana ukupnih proteina 

sjemene plazme  

 

Kako bi se dodatno utvrdila svojstva, olakšalo razumijevanje i interpretacija rezultata          

N-glikana koji su pokazali značajnu razliku između pacijenata normalnih i patoloških 

parametara sjemena, provedena je njihova strukturna karakterizacija. Nakon provedenog 

profiliranja N-glikana tekućinskom kromatografijom HILIC-UPLC, skupljeni su N-glikani 

pikova od interesa uključujući SPGP2, SPGP4, SPGP6, SPGP14, SPGP17, SPGP18, SPGP25, 

SPGP26, SPGP32 i SPGP35. Potom su pikovi analizirani metodom tekućinske kromatografije 

spregnute sa spektrometrijom masa (LC-MS). Shodno dobivenim informacijama o sastavu 

značajnih pikova N-glikana uz dosad objavljenu literaturu, zaključeno je o konačnim 

strukturama N-glikana ukupnih proteina sjemene plazme. Reprezentativni prikaz ukupnog 

spektra dobivenog nakon LC-MS prikazan je na slici 21. Sastav i predložena struktura 

odabranih pikova N-glikana detaljno su opisani u tablici 29.  

U svim istraženim pikovima prevladava kompleksni tip N-glikana koji su monoantenski 

(SPGP2, SPGP5, SPGP6), biantenski (SPGP4, SPGP5, SPGP14, SPGP17, SPGP18), 

triantenski (SPGP25, SPGP26) te dva tetaraantenska glikana (SPGP32, SPGP35). Jedino 

glikanski pik SPGP2, uz kompleksni, sadrži i hibridni tip glikana. Većina istraženih glikana, 

poput SPGP5, SPGP6, SPGP14, SPGP17, SPGP25, SPGP26 i SPGP32, sadrži sijaliniziranu 

kapu. Također veliki broj identificiranih glikana sadrži fukozu vezanu u samoj jezgri glikana 

(SPGP2, SPGP4, SPGP5, SPGP14, SPGP18, SPGP25, SPGP32 i SPGP35). Glikani SPGP18 i 

SPGP35 sadrže također fukozne jedinice i na predjelu antene. Nadalje, nakon analize spektara 

masa, za nekoliko glikanskih pikova je predložena mješavina struktura poput glikana SPGP2, 

SPGP5, SPGP14 i SPGP32. Glikanski pik SPGP5 je najraznolikija mješavina koja sadrži pet 

predloženih struktura kompleksnog tipa.   
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Slika 21. Reprezentativni sumirani spektar masa svih N-glikana ukupnih proteina sjemene 

plazme nakon analize LC-MS. Vrijeme zadržavanja je u rasponu od 7,2 – 24,0 min, uhvaćeno je 2009 

spektara, a raspon omjera mase i naboja (m/z) je od 900 – 1650. 

 

Tablica 29. Sastav i predloženi opis strukture značajnih N-glikana ukupnih proteina sjemene 

plazme dobivenih nakon tekućinske kromatografije spregnute sa spektrometrijom masa.  

N-glikanski 

pikovi 

Sastav N-

glikana 

Ukupni 

promatrani 

m/z 

Ukupni 

z 

Predložena 

struktura 
Opis strukture 

SPGP2 

H4N3F1 1641,701 1 

 

Kompleksni tip 

glikana, 

monoantenski, 

monogalaktosilirani s 

fukozom u jezgri  

ili  

Hibridni tip glikana, 

monoantenski, 

agalaktozilirani sa 

fukozom u jezgri i 

jednom terminalnom 

manozom 

H4N4 1698,713 1 

 

Kompleksni tip 

glikana, biantenarni, 

monogalaktozilirani 

bez fukoze 

SPGP4 H4N4F1 

922,898 2 

 

Kompleksni tip 

glikana, biantenski, 

monogalaktozilirani s 

fukozom u jezgri 
1844,769 1 

SPGP5 H4N3F1S1 

966,893 2 

 

Kompleksni tip 

glikana, monoantenski 

monogalaktozilirani, 

monosijalinski bez 

gukoze u jezgri 

1932,782 1 

Promatrane mase (m/z) 

In
te

n
zi

te
t/

b
ro

j 
io

n
a 
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H4N5F1 1024,421 2 

 

Kompleksni tip 

glikana, biantenski, 

monogalaktoziliran sa 

biseciranim N-

acetilglukozaminom i 

fukozom u jezgri ili 

kompleksni tip 

glikana, triantenski 

monogalaktoziliran s 

fukozom u jezgri  

H4N5 951,407 2 

 

Kompleksni tip 

glikana, biantenski, 

monogalaktoziliran sa 

biseciranim N-

acetilglukozaminom 

ili kompleksni tip 

glikana, triantenski 

monogalaktoziliran 

SPGP6 H4N3F1S1 

966,893 2 

 

Kompleksni tip 

glikana, monoantenski 

monogalaktozilirani, 

monosijalinski bez 

gukoze u jezgri 

1932,782 1 

SPGP14 

H5N4F1S2 1295,003 2 

 

Kompleksni tip 

glikana, biantenarni 

digalaktozilirani, 

disijalinizirani sa 

fukozom u jezgri 

H5N4S2 1221,982 2 
 

Kompleksni tip 

glikana, biantenarni 

digalaktozilirani, 

disijalinizirani bez 

fukoze u jezgri 

SPGP17 H5N4S2 1221,982 2 
 

Kompleksni tip 

glikana, biantenarni 

digalaktozilirani, 

disijalinizirani bez 

fukoze u jezgri 

SPGP18 H5N4F4 1223,016 2 

 

Kompleksni tip 

glikana, biantenarni 

digalaktozilirani, sa 

jezgrenom i 

antenskom fukozom 

SPGP25 H6N5F1S3 

1082,418 3 

 

Kompleksni tip 

glikana, triantenarni, 

trigalaktozilirani, 

trisijalinizirani sa 

fukozom u jezgri 

1623,112 2 

SPGP26 H6N5S3 1033,746 3 

 

Kompleksni tip 

glikana, triantenarni, 

trigalaktozilirani, 

trisijalinizirani bez 

fukoze u jezgri 
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SPGP32 

H7N6F1S4 1301,159 3 

 

Kompleksni tip 

glikana, tetraantenarni 

tetragalaktozilirani, 

tetrasijalinizirani s 

fukozom u jezgri 

H6N5F6 1551,620 2 

 

Kompleksni tip 

glikana, triantenarni 

trigalaktozilirani, s 

jezgrenom i 

antenskom fukozom 

SPGP35 H7N6F5 1107,778 3 

 

  

Kompleksni tip 

glikana, tetraantenarni, 

tetragalaktolizirani, s 

jezgrenom i 

antenskom fukozom 

m/z – omjer mase i naboja 
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6. RASPRAVA  

 

Spermatogeneza je izuzetno složen te vremenski i prostorno strogo reguliran proces 

sazrijevanja muških spolnih stanica tijekom kojeg iz nediferencirane spermatogonije nastaju 

zrele stanice spermija sa sposobnošću stvaranja potomstva. Ako dođe do narušavanja 

spermatogeneze u bilo kojem razvojnom stadiju muške spolne stanice, posljedice mogu biti 

nepovratne te potaknuti reproduktivne probleme i mušku neplodnost (3, 187). Nadalje, nedavni 

sveobuhvatni sistematski revijalni članak je ukazao na godišnji porast prevalencije muške 

neplodnosti diljem svijeta unazad zadnjih 30 godina (71). Stoga, reproduktivni poremećaji 

muškog spolnog sustava predstavljaju jedan od globalnih istraživačkih prioriteta u svrhu ranog 

otkrivanja, liječenja neplodnosti, odnosno primjene optimalnog tretmana medicinski 

potpomognute oplodnje (MPO).  

  

Osim u samim testisima, spermiji završno sazrijevaju u epididimisu i ostalim dijelovima 

muškog reproduktivnog sustava. Ukoliko i tijekom puta kroz ostale organe reproduktivnog 

sustava dođe do poremetnje, potencijal spermija za oplodnju također može biti narušen i voditi 

muškoj neplodnosti. Poremetnjama muškog reproduktivnog sustava pridonose endogeni 

utjecaji nastali zbog raznih patoloških stanja organizma, ali i egzogeni uslijed izlaganja 

okolišnim čimbenicima rizika. Navedeni čimbenici utječu na izuzetno složene fiziološke i 

molekularne mehanizme nastanka muške neplodnosti. Iako su znanstvena istraživanja iz 

područja andrologije, grane znanosti koja se bavi fiziološkom i patološkom funkcijom muškog 

reproduktivnog sustava, u zadnjem desetljeću izrazito uznapredovala, još uvijek je riječ o 

relativno mladoj znanstvenoj disciplini s mnogo neodgovorenih pitanja. Sama analiza sjemena, 

odnosno spermiogram koji je standardna laboratorijsko-dijagnostička metoda procjene muške 

neplodnosti, često ne može dati potpunu sliku narušenih funkcija reproduktivnog sustava (93). 

Prema tome, potrebno je prošiti raspon analiza kojima bi se mogli bolje opisati poremećaji u 

spermatogenezi i funkciji testisa. Stoga su ciljevi ovog istraživanja bili odrediti povezanost 

klasičnih parametara sjemena, uključujući pokretljivost, broj i morfologiju dobivenih 

spermiogramom i dodatnih analiza spermija. Dodatne analize uključile su fragmentaciju DNA 

spermija i određivanje stupnja sažetosti kromatina. Ono što je značaj ovog rada je da je i prvi 

puta provedena analiza povezanosti N-glikozilacije slobodnih proteina sjemene plazme, no ne 

samo s klasičnim analiziranim parametrima sjemena, nego i s najčešćim rizičnim okolišnim 

čimbenicima koji mogu imati utjecaj na plodnost. Ovo istraživanje stoga daje kompleksan, 
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jedinstveni uvid u dijagnostiku muške neplodnosti putem povezivanja parametara sjemena s 

dodatnim analizama na nekoliko različitih razina. Također, istraživanje daje uvid u važnost 

okolišnih parametara pri dijagnostici neplodnosti.  

 

6.1. Usporedba karakteristika ispitanika i parametra sjemena 
 

U ovo istraživanje je uključeno 166 ispitanika koji su podijeljeni u dvije glavne skupine 

nakon analize spermiograma – oni s normalnim (N) parametrima (N = 82) te oni s patološkim 

(PAT) parametrima sjemena (N = 84). Uspoređene su opće karakteristike ispitanika te je 

pokazano da između dviju promatranih skupina nema značajnih razlika u godinama niti 

vrijednosti BMI-a. Nadalje, postotak ispitanika u odnosu na stupanj obrazovanja sličan je 

između dvije skupine, kao i onih koji su u braku ili partnerstvu. Sličnost osnovnih karakteristika 

između normozoospermičnih i ispitanika patoloških parametara sjemena ukazala je na 

izjednačenost raspodjele ispitanika što dalje pridonosi kvalitetnijoj statističkoj obradi. Tako, na 

primjer, starosna dob muškarca koja ima utjecaj na smanjenu funkciju muškog reproduktivnog 

sustava (188), ne bi trebala utjecati na biološke parametre određene ovim istraživanjem. 

Također, ni vrijednost BMI-ja kao mjera pretilosti ne bi trebala utjecati na biološke parametre 

određene ovim istraživanjem iako je u prethodnom istraživanju povezan s narušenim 

parametrima spermija (189).  

 

Usporedba parametara sjemena pokazala je kako su kod ispitanika s patološkim 

parametrima sjemena svi promatrani parametri uključujući broj, koncentraciju, pokretljivost, 

morfologiju i vitalnost spermija, izuzev volumena sjemena, značajno smanjeni u odnosu na 

normozoospermičnu grupu. Kako bi se detaljnije testirale razlike i povezanosti u heterogenoj 

patološkoj skupini ispitanika, ona je podijeljena u podgrupe sukladno broju i pokretljivosti 

spermija korištenjem kriterija osnovnih parametara sjemena prema smjernicama SZO (97). 

Tako su dobivene tri podskupine ispitanika s patološkim parametrima sjemena – 

astenozoospermična (A) (N = 29), oligozoospermična (O) (N = 21) i oligoastenozoospermična 

(OA) (N = 34). Kod usporedbe patoloških podskupina i normozoospermične skupine, također 

su svi parametri osim volumena sjemena bili značajno različiti među skupinama. Budući da je 

podskupina AO kombinacija narušene pokretljivosti i broja, slijedi da je većina parametara 

snižena u odnosu na druge dvije patološke skupine, A i O. Nadalje, rezultati pokazuju kako 

vrijednosti vitalnosti prate vrijednosti pokretljivosti spermija, odnosno kod podskupine A i OA 

vrijednosti pokretljivosti i vitalnosti su manje u odnosu na podskupinu O koja ima oba 
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parametra veća. Prema izdanju smjernica SZO za analizu sjemena iz srpnja 2021. godine (106), 

analiza vitalnosti se niti ne preporučuje kod pacijenata koji imaju urednu pokretljivost, odnosno 

ukupnu iznad 40 %, kao što je slučaj kod skupina N i O. Također, analiza vitalnosti ukazuje 

kako nisu nužno svi nepokretni spermiji ujedno i mrtvi (190).  

 

6.2. Razina fragmentacije DNA spermija  

 

Studije su pokazale kako oštećenje genoma spermija, koje se može odrediti pomoću 

različitih testova fragmentacije DNA, nije izravno povezana s ostvarivanjem trudnoće, ali može 

utjecati na rani razvoj embrija tijekom postupaka MPO-a (191, 192). Povezanost smanjene 

mogućnosti ostvarenja trudnoće nakon postupka MPO i fragmentacije DNA spermija uočena 

je kod muškaraca normalnih parametara sjemena koji imaju idiopatsku ili mušku neplodnost 

(193). U ovom istraživanju također je pronađena statistički značajna razlika u razini 

fragmentacije DNA spermija (SDF), izraženoj kao postotak fragmentacijskog indeksa DNA 

(DFI), već pri podjeli u dvije glavne skupine, N i PAT. Pri tome je DFI bio značajno povećan 

kod pacijenata patoloških parametara sjemena, što se slaže s prethodno provedenim 

istraživanjima (194, 195). Ono što priječi uvođenje ove analize u standardnu kliničku uporabu 

je nedostatak univerzalno definirane granične vrijednosti DFI koja označava patološko stanje. 

Osim toga, različiti laboratoriji koriste pristupe bazirane na različitoj metodologiji poput testova 

TUNEL (engl. terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick-end labeling), elektroforeze 

pojedinačnih stanica (Comet test), SCSA (engl. sperm chromatin structure assay) i SCD (engl. 

sperm chromatin dispersion), pri određivanju SDF i DFI od kojih svaki ima pojedine mane i 

prednosti (105). Međutim, recentna meta-analiza u kojoj su analizirani plodni i neplodni 

muškarci i SDF ukazala je na graničnu vrijednost DFI od 20 % kao visoko osjetljivu (79 %) i 

specifičnu (86 %) za predikciju muške neplodnosti, bez obzira na korišteni test SDF (105). 

Zanimljivo, rezultati ove studije također ulaze u graničnu vrijednost određenu u toj meta-analizi 

gdje normozoospermični ispitanici imaju prosječnu vrijednost DFI ispod 20 % (17,8 ± 9,2), dok 

ispitanici s patološkim parametrima sjemena imaju DFI iznad navedene vrijednosti (30,7 ± 

17,5). 

 

Nakon što su ispitanici razdijeljeni u podskupine patoloških dijagnoza A, O i AO, ponovno 

je u srednja vrijednost postotka DFI ostala iznad 20% u patoloških skupina, te ispod 20 % u 

normozoospermičnoj skupini. Nadalje, ispitanici podskupine OA su imali najveću vrijednost 
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DFI-ja, koje je slijedila podskupina A te naposljetku podskupina O. Budući da je srednja 

vrijednost DFI povećana kod skupina s narušenom pokretljivošću (OA, A), ispitala se korelacija 

pojedinih parametara sjemena kako bi se utvrdilo je li pokretljivost uistinu povezana s DFI 

spermija. Spearmanov test korelacije potvrdio je ovo opažanje, pri čemu je DFI negativno 

povezana s pokretljivošću (-0,509) i pozitivno povezana s nepokretljivošću spermija (0,517). 

Osim toga, uočena je povezanost između DFI i vitalnosti spermija gdje je povećana DFI 

negativno povezana s vitalnošću spermija (-0,509). Također, regresijski log normalni linearni 

model je pokazao kako povećanje pokretljivosti spermija za 10 % vodi smanjenju DFI za       

12,4 % te povećanje udjela vitalnih spermija vodi smanjenju DFI za 16,8 %. Rezultati 

povezanosti SDF i pokretljivosti spermija slažu se s prethodno objavljenim istraživanjima gdje 

je SDF češće povezan s pokretljivošću, nego s brojem i koncentracijom spermija (196-198). 

Jedan od mogućih razloga povezanost SDF, smanjene pokretljivosti i vitalnosti leži u njihovom 

zajedničkom porijeklu tijekom sazrijevanja spermija, budući da se tijekom spermiogeneze 

kondenzira kromatin i u isto vrijeme spermatida sazrijeva iz okrugle u izduženu i dobiva rep. 

Također, pretpostavlja se kako uslijed pojave oksidacijskog stresa kod muškaraca abnormalnih 

parametara sjemena dolazi do oštećenja DNA kao i oštećenja plazmatske membrane spermija 

što vodi smanjenoj pokretljivosti (198). 

 

S druge strane, autori meta-analize u kojoj je analizirana povezanost SDF-a kao 

prediktivnog čimbenika postupka MPO ustvrdila je kako ovaj test trenutno ne može predvidjeti 

ishode IVF-a ili ICSI-ja. Jedan od mogućih razloga su izrazito heterogene skupine ispitanika 

analiziranih studija, ali i različiti testovi kojima se ovaj parametar opisuje te nedostatak 

univerzalno definirane granične vrijednosti (199). Budući da ova metoda nije još uvijek 

standardizirana za rutinska klinička testiranja, može doći do nesrazmjera rezultata i 

metodologije u različitim androloškim laboratorijima (200). Nadalje, rezultati ovog istraživanja 

su pokazali povezanost vitalnosti spermija i postotka DFI što upućuje na potencijalno malu 

dijagnostičku i prediktivnu vrijednost analize SDF-a kod pacijenata s narušenom vitalnošću. 

Međutim, nekoliko revijalnih članaka je ukazalo kako povećane razine SDF-a mogu utjecati na 

rani razvoj embrija, implantaciju embrija u maternici te ishod trudnoće prirodnim putem ili 

putem MPO (201, 202). Prema tome, najnovije smjernice SZO kao i Europsko udruženje 

urologa upućuju na testiranje SDF-a kod normozoospermičnih muškaraca koji ne mogu 

ostvariti trudnoću partnerice i kod ponovljenih gubitaka trudnoće partnerice (106, 203). 

Potrebno je svakako provesti dodatna istraživanja s većim brojem ispitanika te nastaviti 

analizirati dosadašnje podatke kako bi se učvrstila potencijalna klinička uporaba te ustvrdili 
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dodatni reproduktivni poremećaji čiju dijagnostiku i liječenje bi ova dodatna metoda analize 

sjemena mogla olakšati.  

  

6.3. Stupanj kondenzacije kromatina spermija  

 

Ispravna kondenzacija kromatina tijekom spermiogeneze, od ključne je važnosti za pravilnu 

zaštitu genoma spermija, rani razvoj i kvalitetu embrija kao i uspješnost ostvarivanje trudnoće 

pomoću MPO-a (204, 205). Stoga bi metode kojima se određuje stupanj kondenzacije 

kromatina, mogle biti veoma informativne i dodatno ukazati na kvalitetu spermija te potencijal 

za oplodnju. U ovom istraživanju stupanj kondenzacije kromatina, određen je jednostavnom 

metodom bojanja fiksiranih spermija anilin-plavim pri čemu se boja veže na višak zaostalih 

histona i ukazuje na neispravno kondenzirani kromatin (106). Ipak, ovom analizom nisu 

dobivene statistički značajne razlike u postotku preostalih histona između skupina N i PAT. 

Također, nisu dobivene razlike niti nakon podjele ispitanika u podskupine A, O i AO. Također, 

računanjem Spearmanovog koeficijenta korelacije, nije pronađena povezanost klasičnih 

parametara sjemena i sažimanja kromatina spermija. Rezultati studija koje su prethodno 

promatrale razlike sažimanja kromatina spermija između plodnih i neplodnih pacijenata kao i 

povezanost s pojedinim klasičnim parametrima sjemena nerijetko su oprečni. Prema 

istraživanju iz 2001. godine, pronađene su razlike u kondenzaciji kromatina nakon bojenja 

anilin-plavim između plodnih i neplodnih pacijenata, ali nije pronađena povezanost s klasičnim 

parametrima sjemena (206). Neslaganje u razlici kondenziranosti kromatina spermija u ovom 

istraživanju i navedenoj studiji moglo je potencijalno nastati zbog same raspodijele ispitanika 

u skupine. Naime, u ovom istraživanju, ispitanici su svrstani prema vrijednostima klasičnih 

parametara sjemena, dok su u drugoj studiji raspodijeljeni na neplodne i zdrave kontrole koje 

nisu bile u potpunosti definirane (206). Nedostatak povezanosti klasičnih parametara sjemena 

i kondenzacije kromatina spermija slaže se u obje studije. Tako su Kim i sur, 2013., promatrali 

razliku u kondenzacije kromatina između pacijenata normalne i abnormalne morfologije te nisu 

pronašli značajne razlike. Ipak, pronašli su međusobnu povezanost ispravne kondenzacije 

kromatina i morfologije (207), što je potvrđeno u još jednoj studiji (208). Povezanost ostalih 

klasičnih parametara sjemena poput pokretljivosti, vitalnosti i broja spermija i ispravne 

kondenzacije kromatina ponovno nije pronađena (208). Ponovno, ovakva odstupanja rezultata 

ove studije te ostalih, vjerojatno nastaju zbog korištenja različitih kriterija pri svrstavanju 
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ispitanika u skupine. Stoga se može uvidjeti važnost samog uzorkovanja i raspodjele ispitanika 

kao i toga kako je rezultate potrebno interpretirati u okviru ciljeva pojedine studije. 

  

6.4. Povezanost fragmentacije DNA i stupnja kondenzacije kromatina 

spermija 

 

Budući da su se dodatne analize fragmentacija DNA i stupanja kondenzacije kromatina 

spermija u prethodnim istraživanjima pokazale povezanima s ishodima MPO-a (106, 201, 204), 

ispitala se potencijalna povezanost ova dva parametra na populaciji ispitanika uključenih u 

istraživanje. U tu svrhu napravljen je regresijski model podataka na podacima log-normalne 

distribucije u kojemu je promjena indeksa fragmentacije DNA (DFI) postavljena kao zavisna 

varijabla. Navedeni model nije pokazao statistički značajnu povezanost promjene DFI pri 

univarijatnoj analizi niti u postavkama gdje je analiza prilagođena godinama i skupinama 

ispitanika. Dio dosadašnjih istraživanja je također pokazao kako povezanosti fragmentacije 

DNA i bojenja anilin-plavim nema (207, 209), dok su Simon i sur., 2014, ipak pokazali 

povezanosti ova dva parametra (204). Nekoliko je potencijalnih razloga zbog kojih 

fragmentacija DNA i kondenzacija kromatina spermija mogu biti nepovezani te može doći do 

razilaženja opažanja u različitim studijama. Jedan razloga je sam mehanizam nastanka 

fragmentacije DNA i neispravno kondenziranog kromatina. Iako SDF može nastati uslijed 

neispravne spermiogeneze koja ujedno može narušiti i kondenzaciju kromatina, također može 

nastati i tijekom same spermatogeneze, ali i post-testikularno pojavom oksidacijskog stresa 

(108, 112, 113). Prema tome, nije neočekivano da promatrana dva parametra nisu povezani 

jedan s drugim te da mogu služiti kao neovisni čimbenici procjene kvalitete spermija (210). 

Također, sama spermiogeneza, a time i kondenzacija kromatina, ovisi o udjelu protamina P1 i 

P2, broju disulfidnih mostova koje međusobno tvore, kao i o dostupnosti iona cinka koji 

koordiniraju disulfidne mostove protamina (12, 211). Tako je pokazano da omjer P1/P2 u 

spermijima, bez analize kondenzacije kromatina, može biti povezan sa SDF-om (212), što bi 

moglo sugerirati analizu omjera P1/P2 kao informativniji parametar zaštite genoma spermija i 

povezanosti s fragmentacijom DNA od analize kondenzacije kromatina.  
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6.5. Sastav N-glikana ukupnih proteina sjemene plazme 

 

Sjemena plazma, tekući medij koji potpomaže kretanje spermija kroz dio muškog i ženski 

reproduktivni sustav, sadrži brojne makromolekule što ukazuje na njen potencijal za pronalazak 

novih informativnih biomarkera muške neplodnosti i ostalih poremećaja reproduktivnog 

sustava (30). Osobito je bogata glikoproteinima koji imaju jednu od najčešćih post-

translacijskih modifikacija, N-glikozilaciju. Zbog svojstava dobivenih N-glikozilacijom, 

glikoproteini imaju važnu ulogu u interakcijama sa staničnom membranom te glikozilacija ima 

ulogu pri smatanju proteina u konačnu strukturu, čime neposredno može utjecati i na njihovu 

funkciju (42). Pokazano je kako obrazac glikozilacije može biti narušen u raznim bolestima 

(47), između ostalih i kod muške neplodnosti (65), te time mogu biti potencijalni kandidati za 

nove biomarkere neplodnosti (213). 

 

U ovom istraživanju identificirano je čak 37 specifičnih N-glikana izoliranih s ukupnih 

proteina sjemene plazme te razdvojenih pomoću metode HILIC-UPLC. Statistički značajna 

razlika u relativnoj površini N-glikanskih pikova SPGP27 i SPGP14 dobivena je između 

skupine ispitanika patoloških parametara sjemena naspram normozoospermičnih. Raspodjelom 

u podskupine A, O i AO, statistički značajnim su se pokazali opet pik SPGP14 ali i pikovi 

SPGP17, SPGP26 i SPGP32, iako je nakon Bonferronijeve korekcije za višestruke usporedbe, 

kao statistički značajan N-glikan ostao samo SPGP14. Također, značajan je ostao i nakon 

raspodjele u podskupine, gdje je uočen trend opadanja njegove vrijednosti s najnižom 

relativnom površinom u podskupini OA, zatim O, pa A. Pomoću regresijskog modela za log-

normalnu distribuciju podataka pokazano je 16 %-tno smanjenje (p=0,001) površine SPGP14 

kod skupine s patološkim parametrima sjemena, te smanjenje i u njenim podskupinama koje se 

povećavalo s ozbiljnošću dijagnoze - O (-19 %, p=0,004) i OA (-26 %, p<0,001). Nadalje, 

regresijskim modelima dobiveno je još glikanskih pikova poput SPGP2, SPGP4, SPGP6, 

SPGP14, SPGP18, SPGP26, SPGP35 koji su se pokazali značajno različiti, no među njima 

samo za SPGP6 i SPGP26 dobiveni su trendovi opadanja, odnosno porasta relativne površine 

u skupini s patološkim parametrima sjemena. Međutim, nakon Bonferronijeve korekcije za 

višestruke usporedbe, ponovno je značajan ostao samo SPGP14. Prethodne studije su pokazale 

kako šećerne skupine na glikanima, kao i specifične glikozidne veze, mogu do određene mjere 

razlikovati patološke skupine ispitanika i one normalnih parametara sjemena (214-216). Tako 

je između O, A i OA pacijenata pokazan trend smanjene sijalinizacije glikana koji je 
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najuočljiviji u skupini astenozoospermičnih ispitanika (215). Kod tih ispitanika je također 

detektirana potpuna odsutnost glikana koji sadrže više od 2 sijalinske kiseline, dok je uočen 

porast fukoznih podjednica na glikanima (215). Kod skupine ispitanika definiranih kao 

muškarci normalnih parametara sjemena s idiopatskom neplodnošću, bio je povećan udio 

visoko razgranatih i sijaliniziranih glikana (215). Još jedna studija pokazala je snižen udio 

sijalinske kiseline vezane α-2,3-vezom kod A skupine prema kojoj se mogla raspoznati u 

odnosu na N, O i OA (216). Prema tome, promjene N-glikana dobivene u ovoj studiji mogu 

ukazati na to da narušen obrazac N-glikozilacije proteina može utjecati na homeostazu 

molekularnih procesa u spermijima i sjemenoj plazmi. Osim toga, može značiti narušavanje 

procesa glikozilacije u reproduktivnim organima koji sjemenu plazmu luče, poput sjemenih 

vezikula, prostate i ostalih sekretornih organa (217).  

 

Budući da je riječ o nepoznatom i nestandardnom uzorku, izolacijom N-glikana ukupnih 

proteina sjemene plazme i razdvajanjem metodom HILIC-UPLC nije bilo moguće dobiti točne 

informacija o njihovom sastavu te njihovoj biološko-kemijskoj pozadini. Iz tog razloga, 

napravljena je strukturna karakterizacija onih N-glikana koji su pokazali statistički značaj prije 

ili nakon Bonferronijeve korekcije, između skupine N i PAT te N i podskupina A, O i OA. 

Prethodna sveobuhvatna dva istraživanja odredila su strukture N-glikana u sjemenoj plazmi 

normozoospermičnih, plodnih dobrovoljaca (66, 186). U studiji koju su proveli Pang i sur. 

2009, utvrđeno je nekoliko najzastupljenijih tipova glikana koji uključuju glikane bogate 

manozom, kompleksne N-glikane čije antene završavaju tzv. Lewisovim x ili Lewisovim y 

epitopima i kompleksne tipove N-glikana koji imaju sijalinsku kapu na završecima antena 

(186). Rezultati se djelomično slažu s ovim istraživanjem gdje su također najčešći tipovi            

N-glikana kompleksni te nerijetko završavaju sijalinskom kapom poput sastava glikana 

H4N3F1S1 iz pika SPGP5 te glikana pikova SPGP6, SPGP14, SPGP17, SPGP25, SPGP26 i 

SPGP32. Nešto drugačiji epitopi, Lewis x i a, su pronađeni u drugoj sveobuhvatnoj studiji gdje 

su Saraswat i sur. 2016, karakterizirali N-glikane, njihova glikozilacijska mjesta i peptide, 

odnosno proteine sjemene plazme na kojima se nalaze. Oni međutim nisu pronašli sijalinizirane 

Lewisove epitope (66), koji su s druge strane detaljno opisani u studiji Pang i sur. 2009 (186). 

Lewisovi epitopi su inače završni sljedovi antena glikana, bogati fukozom i ponekad 

sijalinizirani te su podobnije istraženi budući da imaju važnu ulogu u nekoliko fizioloških 

procesa. Jedna od uloga je pri oplodnji, gdje je pronađeno kako je zona pellucida jajne stanice 

obogaćena upravo prisutnošću sijaliniziranih Lewisovih x epitopa (217). Također, Lewisovi 

epitopi specifično sudjeluju u raspoznavanju signala imunološkog sustava pri čemu suprimiraju 
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adaptivni imunološki odgovor (186). U ovom radu su pronađeni Lewisovi x epitopi kod             

N-glikana SPGP18, SPGP32 i SPGP35 što je u skladu s prethodnim studijama (66, 186). 

 

Važan rezultat ovog rada je i pronalazak visokog udjela fukozilacije u jezgri glikana što je 

potvrđeno i u 9 od ukupno 11 glikana karakteriziranih u ovom istraživanju, poput glikana u 

pikovima SPGP2, SPGP4, SPGP5, SPGP6, SPGP14, SPGP18, SPGP25, SPGP32 i SPGP35, a 

slaže se s rezultatima prethodnih istraživanja (66, 186, 214). Iako sama uloga fukozilacije u 

jezgri glikana proteina sjemene plazme još uvijek nije razjašnjena kao što je uloga u predjelu 

antene, ipak ostaje jedna od karakteristika ovih glikoproteina koju je potrebno istražiti (214). 

Također, pokazano je kako muškarci smanjene plodnosti pokazuju tendenciju prema još većoj 

fukozilaciji no plodni (214), što ne možemo izravno povezati s ovim istraživanjem, ali ukazuje 

na zanimljiv aspekt gdje bi detekcija određenih svojstava glikana proteina sjemene plazme 

mogla ukazati na zdravstveni status muškog reproduktivnog sustava. Karakterizirani glikani 

velikim dijelom sadrže sijalinizirane kape koje često prati jedna fukoza u jezgri uključujući 

glikan H4N3F1S1 iz glikanskog pika SPGP5, glikan H5N4F1S2 iz pika SPGP14 te strukture 

pikova SPGP6, SPGP25 i glikan sastava H7N6F1S4 iz pika SPGP32. S druge strane, isključivo 

kod glikana koji ne sadrže sijaliniziranu kapu, pronađena je bogata fukozilacija u predjelu 

antene poput pika SPGP18, sastava glikana karakteriziranog kao H6N5F6 iz glikanskog pika 

SPGP32 te SPGP35. Ovi rezultati se slažu s rezultatima drugih studija koje su također pokazale 

kako su razgranati glikani koji ne sadrže sijalinsku kapu, izrazito bogati fukozom u antenarnom 

dijelu strukture (186, 214). Nadalje, pokazano je kako N-glikani sjemene plazme mogu biti 

visoko razgranati i sijalinizirani (218) što se slaže s rezultatima ove studije gdje je također 

većina glikana razgranata i sadrži sijaliniziranu kapu.  

 

Istraživanja glikana kao potencijalnih biomarkera odnosno prediktora poremećaja muškog 

reproduktivnog sustava su relativno novo područje. Među analiziranim N-glikanima u ovoj 

studiji kao potencijalni biomarker muške (ne)plodnosti po prvi puta istaknut je bio upravo 

SPGP14 koji je pokazan značajnim u nekoliko korištenih statističkih modela. Analizom 

njegove kompozicije identificirana je struktura kompleksnog tipa te se pokazalo da je SPGP14 

biantenarni digalaktozilirani, disijalinizirani N-glikan s fukozom u jezgri (H5N4F1S2) ili bez 

fukoze u jezgri (H5N4S2). U dosadašnjim, mada rijetkim studijama, ovaj glikan nije bio uočen 

kao biomarker muške plodnosti (219), što upućuje na kompleksnost detekcije ovih post-

translacijskih modifikacija u sjemenoj plazmi (66, 186, 213). Obrazac glikozilacije istraživan 

je i kod specifičnih glikoproteina sjemene plazme poput PSA (engl. prostate specific antigen) 
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u neplodnih i plodnih muškaraca. Budući da je PSA ujedno i jedan od najčešćih glikoproteina 

u sjemenoj plazmi, dio detektiranih glikana vjerojatno i potječe s ovih proteina. Tako su Wang 

i sur. 2021, ustanovili kako je glikan H5N4F1S2 jedan od najobilnijih dok α-2,6-sijalinizacija 

najčešći oblik glikozidne veze na PSA (220). Zanimljivo, isti N-glikan je pronađen u 

glikanskom piku SPGP14 što bi moglo ukazati kako je za promjene u površini SPGP14 barem 

djelomično odgovoran PSA. Ipak, autori rada nisu pronašli razliku glikozilacije PSA kod 

plodnih i neplodnih muškaraca, za što bi razlog mogao biti suviše heterogena skupina neplodnih 

ispitanika. S druge strane, utvrdili su kako su glikani PSA također visoko fukozilirani i 

sijalinizirani (220, 221), što je karakteristika N-glikana dobivena u ostalim studijama (66, 186, 

213).  

 

6.6. Povezanost N-glikana ukupnih proteina sjemene plazme i 

parametara sjemena 

 

U radu je regresijskim modelom podataka log-normalne distribucije, istražena povezanost 

pojedinih parametara sjemena (broj, pokretljivost, morfologija, vitalnost) i N-glikanskih pikova 

kod ispitanika normalnih i patoloških parametara sjemena. Iako je ovaj statistički model 

pokazao širok spektar povezanosti, nakon primjene prilagodbe za višestruke usporedbe, jedina 

značajna povezanost ostala je između N-glikanskog pika SPGP2 i kategorije srednje 

progresivno pokretnih spermija u skupini ispitanika s patološkim parametrima sjemena. 

Strukturna karakterizacija ovog glikana upućuje na nekoliko potencijalnih struktura uključujući 

kompleksni tip glikana, biantenarni, monogalaktozilirani s fukozom u jezgri (H4N3F1), 

monoantenski, monogalaktozilirani s fukozom u jezgri ili hibridni tip koji je monoantenski, 

agalaktozilirani sa fukozom u jezgri i jednom terminalnom manozom (H4N4). Prethodne 

studije glikozilacije sjemene plazme dale su određeni uvid, iako šturi, u povezanost N-glikana 

i specifičnih parametara sjemena. Tako je pronađena povezanost glikanskih profila i parametara 

sjemena pri čemu je udio visoko razgranatih glikana pozitivno povezan s brojem spermija. Ovo 

opažanje je uočeno budući da je skupina oligozoospermičnih ispitanika imala smanjenu 

reaktivnost pri detekciji razgranatih glikana (218). No druge analize glikoproteina sjemene 

plazme pokazale su veoma slabu povezanost fukozilacije i parametara sjemena, bez značajnih 

razlika između istraživanih skupina neplodnosti kao na primjeru glikoproteina klasterina. 

Njegova glikozilacija, odnosno fukozilacija jezgre i fukoze vezane glikanskom α-1,2-vezom 

nije pokazala povezanost u odnosu na klasične parametre sjemena (222). Iz ovoga se može 
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zaključiti da povezanost i među-utjecaj glikana proteina sjemene plazme i svojstava spermija 

dobivenih standardnim spermiogramom, ostaje područje s mnogo nepoznanica za daljnja 

istraživanja s potrebom za izradom standardnog protokola za analizu. 

 

6.7. Povezanost N-glikana sjemene plazme, fragmentacije DNA i 

stupnja kondenzacije spermija  

 

Budući da je muška neplodnost izrazito heterogen poremećaj te da sam spermiogram često 

ne daje prognostičku vrijednost postupcima MPO-a, potrebno je raditi na razvijanju složenijih 

modela predikcije ishoda (223). Stoga je u ovom radu po prvi puta ispitana povezanost                

N-glikana sjemene plazme s dodatnim testovima za analizu kvalitete spermija uključujući test 

fragmentacije DNA i kondenzacije kromatina. Načinjen je ponovno regresijski model za log-

normalnu distribuciju podataka te je pronađena povezanost odabranih N-glikana i oba 

analizirana testa. N-glikani SPGP5, SPGP17 i SPGP26 se značajno smanjuju kada se indeks 

fragmentacije DNA (DFI) poveća za 10% kod ispitanika s normalnim spermiogramom. 

Zanimljivo, ovi N-glikani su kompleksnog tipa, sijalinizirani, bez fukoze u jezgri, osim SPGP5 

koji je karakteriziran kao mješavina nekoliko glikana. S druge strane, kod pacijenata s 

patološkim parametrima sjemena se visoko fukozilirani N-glikan SPGP18 značajno smanjuje 

kada se DFI poveća za 10 %. SPGP18 je bez sijalinske kape, visoko fukoziliran na predjelu 

antene i jezgre. Jedno od mogućih objašnjenja je sama promjena u sastavu glikoproteina 

sjemene plazme muškaraca čija DNA spermija je oštećena uslijed post-teststikularnih utjecaja. 

Tako primjerice pojava oksidacijskog stresa osim što može uzrokovati oštećenje DNA, može 

također negativno djelovati na sintezu glikana unutar endoplazmatskog retikuluma (ER) i 

Golgijevog aparata (GA). Budući da je za sintezu prekursora sekretornih proteina potreban 

velik oksidativni potencijal, oksidativni stres ga može narušiti te time utjecati i na promjenu 

identiteta glikana u glikoproteinima (224). Nadalje, pokazano je kako sastav proteina sjemene 

plazme ispitanika kod kojih je detektirano prisustvo ROS-ova naspram onih koji im nisu bili 

izloženi, može biti različit. Među njima je pronađen i glikoprotein fibronektin, jedan od 

najzastupljenijih proteina sjemene plazme, koji je bio prisutan samo kod ispitanika koji nisu 

bili izloženi ROS-ovima (225). Također, uočena je povezanost razine još jednog glikoproteina 

kojim sjemena plazma obiluje, klasterina i narušenih parametara sjemena, kao i povećane 

pojave SDF-a (226). Prema tome, jedno od objašnjenja povezanost promjene određenih             

N-glikana i razine SDF-a potječe najvjerojatnije od same promjene razine glikoproteina 
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sjemene plazme koja je nastala uslijed oksidacijskog stresa ili drugih čimbenika neplodnosti. 

Za buduća istraživanja od interesa bi bilo odrediti i same glikoproteine koji su odgovorni za 

promjene koje se odražavaju na N-glikane ukupnih proteina sjemene plazme.  

 

Osim povezanosti SDF-a i N-glikana, ispitana je i pronađena povezanost kondenzacije 

kromatina i N-glikana ukupnih proteina sjemene plazme. Ta povezanost utvrđena je za 

smanjenje, odnosno povećanje relativne površine glikanskih pikova SPGP17, tj. SPGP25 te je 

prvi puta pronađena i ispitana u ovom istraživanju. Molekularna podloga ove povezanosti 

razine histona tj. protamina i N-glikana, nije u potpunosti jasna. U studiji koju su proveli 

Girouard i sur., 2008, na spermijima goveda pokazali su kako dijelovi plazmatske membrane 

spermija mogu biti prepoznati različitim proteinima sjemene plazme (227). Budući da su           

N-glikani proteina izuzetno dinamične modifikacije (224), moguće da u jednom trenutku na 

njih utječe i histonska odnosno protaminska kompozicija na kromatinu izravno ili nekim 

drugim zajedničkim mehanizmima. Zanimljivo je kako u ovom radu nema značajne 

povezanosti kondenzacije kromatina i analiziranih parametra sjemena, kao ni povezanosti 

kondenzacije kromatina s  SDF-om. Ipak, statistički značajna povezanost je uočena sa 

specifičnim N-glikanskim pikovima ali ona ne mora nužno opisivati povezanost bioloških 

procesa koji se odvijaju u spermijima i sjemenoj plazmi. Možda bi se na većem broju ispitanika 

takva povezanost mogla potvrditi.  

 

6.8. Povezanost okolišnih čimbenika, fragmentacije DNA i stupnja 

kondenzacije spermija 

 

Čimbenici koji mogu utjecati na plodnost muškarca su i oni okolišni kojima je osoba 

izložena kroz svoje svakodnevne životne navike poput prehrane, pušenja, konzumaciju 

alkohola te život u urbanoj ili ruralnoj sredini (228). U ovoj studiji je stoga regresijskim 

modelima ispitana povezanost dodatnih analiza parametara sjemena (SDF i sažimanje 

kromatina) i značajnih N-glikana s parametrima životnih navika dobivenih anketom. Ranija 

istraživanja su pokazala kako pušenje nepovoljno utječe na mušku plodnost te je povezano s 

patološkim parametrima spermija na animalnim modelima, ali i kod ljudi (150, 229). U ovom 

istraživanju, oštećenje genoma, odnosno povećana fragmentacija DNA je povezana s 

povećanom konzumacijom cigareta kada se istraže povezanosti na ukupnoj populaciji. Ovi 

rezultati se slažu s dosadašnjim rezultatima gdje je pokazano kako pušači imaju veću stopu 
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SDF-a (229-231). Neki od predloženih mehanizama kojima pušenje oštećuje DNA jesu 

povećani oksidacijski stres uslijed izlaganja nikotinu, kao i povećana disfunkcija spolnih 

hormona. Također, drugi sastojci dima poput teških metala olova i kadmija te benzopirena, kao 

endokrino aktivnih tvari, mogu nepovoljno utjecati na kvalitetu spermija i raznim 

mehanizmima dovesti do oštećenja DNA spermija (229). Predložen je i mehanizam putem 

enzima CHK1 (engl. checkpoint kinase 1), koji koordinira odgovor na oštećenje DNA tako da 

aktivira zaustavljanje staničnog ciklusa, popravak DNA ili staničnu smrt (230). Pokazano je 

kako je razina ovog enzima značajno snižena u pušača naspram nepušača. Pronađena je i 

povezanost ekspresije CHK1 u spermijima i SDF-a što bi moglo upućivati kako odgovor ovog 

enzima također može sudjelovati u odgovoru na oštećenja izazvana pušenjem (230).  

 

U ovom radu pronađena je i povezanost povećanja kondenzacije kromatina spermija kod 

ispitanika s normalnim parametrima sjemena kako opada njihova konzumacija cigareta. Ovi 

rezultati se također slažu s rezultatima dobivenim u prethodnim studijama (231-233). Naime, 

Hammadeh i sur. 2010. su predložili mehanizam kojim pušenje utječe na kondenzaciju 

kromatina pri čemu kod pušača zaostaje povećana razina histona H2B što uzrokuje slabiju 

kondenzaciju kromatina. Takav slabije kondenzirani kromatin je podložan oštećenjima 

uzrokovanim oksidacijskim stresom kojeg može izazvati i pušenje (233). 

 

Prehrana također može utjecati na kvalitetu spermija pogotovo ako je riječ zapadnjačkoj 

prehrani koja uključuje konzumaciju prerađenih proizvoda visokog glikemijskog indeksa, 

crvenog mesa, mliječnih proizvoda, zasićenih masti i trans-masnih kiselina (136). S druge 

strane, mediteranska prehrana uz koju ide konzumacija prehrane bogate cjelovitim žitaricama, 

povrćem, voćem, peradi, ribom i morskim plodovima te orašastim plodovima je također 

povezana s boljom kvalitetom sjemena (136). U ovom istraživanju tražene su regresijskom 

modelima povezanosti prehrane, odnosno konzumacije crvenog mesa, peradi, ribe, voća, 

povrća i mlijeka s dodatnim testovima analize kvalitete spermija. U ukupnoj ispitanoj populaciji 

povećana kondenzacija kromatina je povezana sa smanjenom konzumacijom peradi i 

povećanom konzumacijom mlijeka. S povećanom konzumacijom mlijeka je povezana i 

fragmentacija DNA spermija kod ispitanika normalnih parametara sjemena, dok je smanjena 

konzumacija voća povezana s kondenzacijom kromatina kod normalnih parametara sjemena. S 

druge strane, s kondenzacijom kromatina je povezana manja konzumacija crvenog mesa i 

svakodnevna konzumacija povrća kod ispitanika patoloških parametara sjemena. Navedena 

opažanja govore u prilog kako prehrana koja naginje mediteranskoj pridonosi boljoj kvaliteti 
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spermija procijenjenoj na temelju SDF-a i kondenzacije kromatina. Također, izlaganje 

endokrinim disruptorima kroz prehranu poput ksenoestrogena koji se nalaze u soji, mlijeku ili 

govedu može narušiti kvalitetu sjemena. Kako prehrambene namirnice u kombinaciji s 

navikama pušenja, konzumiranja alkohola i izloženošću drugim okolišnim ksenobioticima 

predstavljaju složenu mješavinu mogućih genotoksika i endokrino aktivnih tvari iznimno je 

teško kod ljudi odrediti učinak samo jedne vrste namirnica i njihov utjecaj na plodnost (234). 

Ipak većina istraživačkih i preglednih radova u području prehrane i neplodnosti ipak sugerira 

mediteransku prehranu kao izbor za poboljšanje funkcije cjelokupnog organizma te tako i 

reproduktivnog sustava (136, 234). 

 

Samo životno okruženje pojedinca, ovisno živi li u urbanoj ili ruralnoj okolini također može 

imati utjecaja na reproduktivni status. Studija na miševima je pokazala kako su muške spolne 

stanice osjetljive na oštećenja koja mogu nastati uslijed izlaganju zagađenju zraka kakvo se 

često nalazi u urbanim i industrijskim sredinama (235). S druge strane, život u ruralnoj sredini 

također nosi opasnosti po reproduktivne zdravlje, budući da je veća vjerojatnost korištenja 

raznih pesticida kroz bavljenje poljoprivredom u takvom okruženju (160). U ovom istraživanju, 

urbano okruženje je negativno povezano s kondenzacijom kromatina u ukupnoj populaciji kao 

i kod ispitanika normalnih parametara sjemena. Istraživanje koje su proveli Lim i sur., 2018, 

pokazalo je kako je dugotrajno zagađenje zraka, kakvo nerijetko vlada u većim gradovima, 

povezano s rizikom nastanka dijabetesa (236). Prema tome muškarci koji žive u okolini s većim 

zagađenjem, zbog takvog okoliša potencijalno imaju veću mogućnost poremetnji. Također, 

kondenzacija kromatina iako nije izravno povezana s klasičnim parametrima sjemena i         

SDF-om, potencijalno može biti senzor okolišnih čimbenika poput životnog okoliša ili 

prehrane.  

 

6.9. Povezanost okolišnih čimbenika i N-glikana ukupnih proteina 

sjemene plazme 

 

Budući da su N-glikani proteina izrazito dinamičan sustav koji je osjetljiv na vanjske 

promjene, na njih mogu utjecati i određeni okolišni čimbenici (44). U ovoj studiji su stoga po 

prvi puta regresijskim modelom ispitane povezanosti odabranih životnih i okolišnih faktora 

(prehrana, pušenje, konzumacija alkohola i urbana/ruralna sredina) s N-glikanima koji su 

pokazali značaj pri analizama u normozoospermičnih ispitanika i različitim skupinama 
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ispitanika s patološkim parametrima sjemena. Dobivene su razne povezanosti, pri čemu se 

navika pušenja pokazala kao navika koja je najčešće povezana s promjenama u sastavu               

N-glikana. Povezanost pušenja i promjena N-glikana je detaljnije istražena u krvnom serumu 

pacijenata oboljelih od karcinoma pluća (237, 238). Nadalje pokazano je kako pušači imaju 

povećanu razinu tetraantenarnih i tetragalaktoziliranih struktura, dok smanjenu biantenarnih 

struktura na proteinima krvne plazme (239). U ovoj studiji koja je provedena na N-glikanima 

proteina sjemene plazme, kod normozoospermičnih ispitanika pozitivna povezanost je uočena 

s tri- ili tetra-antenarnim glikanom sa, odnosno bez sijalinske kape. S druge strane, glikani bez 

sijalinske kape su negativno povezani s pušenjem u ovoj promatranoj skupini. Kod ispitanika 

patoloških parametara sjemena uočena je pozitivna povezanost s bi- ili triantenarnim glikanom 

bez sijalinske kape te sa tetraantenarnim glikanom sa sijalniskom kapom. Ipak, dodatne studije 

su potrebne kako bi se dalje ispitala i potvrdila ova povezanost, potencijalno na većoj populaciji 

ispitanika. Osim pušenja, povezanosti N-glikana su pronađene i s još nekoliko okolišnih 

čimbenika uključujući život u industrijskom okruženju (tvornice i prometnice), konzumaciju 

alkohola te konzumaciju ribe kao i pretilost. Ovi rezultati su iznimno zanimljivi te dalje upućuju 

na N-glikane kao potencijalne biomarkere izloženosti čimbenicima okoliša, što je pokazano u 

prijašnjim studijama provedenim na nekim drugim bolestima poput N-glikanima 

imunoglobulina G krvne plazme (240, 241). Budući da je ispitivani uzorak i populacija u 

drugim studijama drugačiji no u ovoj, rezultati nisu izravno usporedivi.  

 

Može se zaključiti da je hipoteza ovog istraživanja djelomično potvrđena, budući da su 

patološki parametri sjemena povezani s povećanjem fragmentacije DNA i promijenjenim 

sastavom N-glikana ukupnih proteina sjemene plazme, iako nisu povezani s kondenzacijom 

kromatina spermija, koja se pokazala kao njima neovisna analiza. Ovaj rad pridonosi 

razumijevanju složenosti dijagnostike muške neplodnosti te donosi uvid u povezanost dodatnih 

analiza kvalitete spermija i sjemene plazme, koje su po prvi puta ispitane. Također, ovaj rad 

predstavlja bazu za nova istraživana koja će podobnije ispitati same mehanizme povezanosti 

parametara poput stupnja sažetosti kromatina ili fragmentacije DNA sa sastavom N-glikana 

sjemene plazme. Povezanost provedenih analiza s okolišnim čimbenicima rizika za razvoj 

neplodnosti, ukazuje na potencijal pojedinih analiza kao biomarkera tih utjecaja. 
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7. ZAKLJUČAK 

 

Dobiveni rezultati ukazuju na nekoliko najvažnijih zaključaka: 

1. Fragmentacija DNA spermija u ovom istraživanju definira prag od DFI 20 % kao 

granični, korelira s pokretljivošću i vitalnošću spermija te kod pacijenata koji imaju 

narušene navedene parametre nije pogodan nezavisni biomarker. 

2. Stupanj kondenzacije kromatina spermija ne korelira s parametrima sjemena i 

fragmentacijom DNA spermija te se ponaša kao zaseban parametar. Zbog statistički 

značajne povezanosti s N-glikanima SPGP17 i SPGP25, ipak je moguća njegova 

korelacija s analizom N-glikana. 

3. N-glikan SPGP14 pokazuje statistički značajan trend opadanja u astenozoospermičnim 

ispitanicima koje slijede oligozoospermični te naposlijetku oligoastenozoospermični pa 

je potencijalni indikator stupnja neplodnosti.  

4. N-glikani proteina sjemene plazme koreliraju s parametrima dobivenim dodatnim 

analizama kvalitete spermija (fragmentacija DNA i stupanj sažimanja kromatina) što 

ukazuje na važnost kombiniranja više analiza pri procjeni kvalitete sjemena. 

5. Ispitani okolišni čimbenici - pušenje, alkohol, prehrana i život u urbanoj ili ruralnoj 

sredini negativno su povezani s fragmentacijom DNA i stupnjem kondenzacije 

kromatina što ukazuje kako nepravilnost stukture genoma može biti dijelom uzrokovana 

vanjskim utjecajima.  

6. Utjecaj okolišnih čimbenika vidljiv je na N-glikanima sjemene plazme, što upućuje na 

kombinacije N-glikana kao potencijalne biomarkere vanjskih utjecaja na muški 

reproduktivni sustav. 

7. Statistički značajna povezanost kvalitete spermija sa sastavom N-glikana ukupnih 

proteina sjemene plazme ukazuje na važnost razvoja i uključivanja novih dijagnostičkih 

metoda u analizu muške neplodnosti. 
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8. SAŽETAK 

 

Muška neplodnost je izrazito heterogen poremećaj te je nerijetko osnovna analiza sjemena 

nedostatna za njezinu dijagnostiku i objašnjenje. Cilj istraživanja je bio po prvi put odrediti 

povezanost kvalitete spermija i životnih i okolišnih čimbenika sa sastavom N-glikana ukupnih 

proteina sjemene plazme. U studiju je uključeno 166 ispitanika s normalnim (N = 82) i 

patološkim (PAT = 84) parametrima sjemena (koncentracija/broj, pokretljivost, vijabilnost, 

morfologija spermija tj. astenozoospermija, oligozoospermija, oligoastenozoospermija). 

Fragmentacija DNA spermija (SDF) bila je statistički značajno veća kod skupine PAT te 

negativno povezana s pokretljivošću i vitalnošću spermija. N-glikan SPGP14 se pokazao 

statistički najznačajnijim za razlikovanje skupine N i PAT, kao i za statistički značajan trend 

opadanja u skupini PAT od astenozoospermije prema oligozoospermiji do 

oligoastenozoospermije. Parametri sjemena i N-glikana nisu pokazali značajne povezanosti, 

osim kod srednje progresivne pokretljivosti spermija i SPGP2 u skupini PAT. Specifični           

N-glikani su pokazali statistički značajnu povezanost s SDF i sažimanja kromatina. Okolišni 

čimbenici (prehrana, pušenje, alkohol, urbana/ruralna sredina) pokazali su značajnu povezanost 

sa SDF, sažimanjem kromatina i promjenom sastava N-glikana čija konačna struktura je 

također istražena. Ovaj doktorski rad daje doprinos sveobuhvatnijem uvidu u mušku 

neplodnost, a N-glikani iskazuju potencijal kao biomarkeri za dijagnostiku muške neplodnosti. 
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9. ABSTRACT 

 

Association of life habits and environmental factors, sperm quality and seminal fluid        

N-glycans in men, Tihana Marić, 2022 

 

Male infertility is a highly heterogeneous disorder and often basic semen analysis is insufficient 

for its diagnosis and explanation. The aim of the study was to determine for the first time the 

relationship between sperm quality and life and environmental factors with the seminal plasma 

total protein N-glycans. The study included 166 subjects with normal (N = 82) and pathological 

(PAT = 84) semen parameters (concentration/number, motility, viability, sperm morphology 

i.e. asthenozoospermia, oligozoospermia, oligoastenozoospermia). Sperm DNA fragmentation 

(SDF) was statistically significantly higher in the PAT group and negatively associated with 

sperm motility and vitality. The N-glycan SPGP14 was statistically the most significant for 

distinguishing the N and PAT group, and for a statistically significant decreasing trend in the 

PAT group from asthenozoospermia to oligozoospermia and oligoastenozoospermia. Semen 

parameters and N-glycans showed no significant association, except for medium progressive 

sperm motility and SPGP2 in the PAT group. Specific N-glycans showed a statistically 

significant association with SDF and chromatin condensation. Environmental factors (diet, 

smoking, alcohol, urban/rural living) showed a significant association with SDF, chromatin 

condensation and changes in N-glycans which final structures were also investigated. This 

doctoral thesis contributes to a more comprehensive insight into male infertility, and N-glycans 

express potential as biomarkers in male infertility diagnostics.  
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