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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)

GIcNACc — N-acetilglukozamin

Asn — asparagin

Man — manoza

ER — endoplazmatski retikulum

GA - Golgijev aparat

Glc — glukoza

HH — hipogonadotropni hipogonadizam

SZO - Svjetska zdravstvena organizacija

FSH — folikulostimuliraju¢i 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 — racunalno 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 —teku¢inska 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 patoloskim parametrima sjemena

A — astenozoospermija

O — oligozoospermija

OA - oligoastenozoospermija

CI — interval pouzdanosti (engl. confidence interval)

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

chromatography—mass spectrometry)
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1. UVOD

1.1. Spermatogeneza

Testis je parni reproduktivni organ smjesten u skrotumu koji ima endokrinu funkciju
proizvodnje spolnih hormona te egzokrinu otpustanja zrelih spermija ili spermatozoida. Sastoji
se od sjemenih kanali¢a u kojima se odvija spermatogeneza te intersticijskog odjeljka gradenog
od rahlog vezivnog tkiva s mnogo krvnih i limfnih zila te ziv¢anih vlakana. Unutar
intersticijskog odjeljka nalaze se jo§ i mnogobrojne Leydigove stanice, koje provode proces
steroidogeneze odnosno proizvodnje glavnog muskog hormona testosterona.

S druge strane, sjemeni kanali¢i ¢ine 60-80 % volumena testisa, a okruzuju ih kolagenska
vlakna i miofibroblasti zvani lamina propria te peritubularne stanice. Unutar kanali¢a 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). Muska plodnost i reprodukcija Su izravno ovisni o0
spermatogenezi koja predstavlja sloZzen proces diobe i sazrijevanja muskih spolnih stanica
unutar sjemenih kanalica testisa.

Tijekom tog procesa, iz prekursorskih diploidnih mati¢nih stanica spermatogonija nastaju
haploidne stanice spermija u tri faze: faza prije mejoze, mejoza i faza nakon mejoze (Slika 1).
Mejoza je proces stani¢ne diobe tijekom kojeg se broj kromosoma u novonastaloj stanici
reducira na pola te je karakteristican za spolne stanice — spermije i jajne stanice. Ukratko, proces
zapocinje replikacijom DNA, nakon Cega dolazi do dvije diobe stanica, mejoze | koja je
karakteristi¢na za spolne stanice i stvara haploidni broj kromosoma te mejoze II, koja je sli¢nija
klasi¢noj diobi stanica, mitozi (2).

Spermatogonije su smjeStene uz rub bazalne membrane kanali¢a 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, sluze kao
rezerva mati¢nih spolnih stanica, dok su tip A svijetle aktivne, proliferirajuce i
samoobnavljajuce 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 kanali¢a koja im omogucuje izolaciju od imunoloskog

sustava. Primarni spermatociti zatim ulaze u proces mejoze kada se mogu razlikovati njihove 4



vrste sukladno fazama mejoze: preleptotenski, leptotenski, zigotenski i pahitenski (5). Tijekom
navedenih faza mejoze | odvija se i proces razmjene genetickog materijala izmedu sli¢nih
sljedova nukleotida kromatida dvaju homolognih kromosoma odnosno homologna
rekombinacija DNA krosingoverom. Taj proces omogucuje stvaranje novih svojstava unutar
spolnih stanica koja se prenose na potomke, stoga je mejoza izuzetno pazljivo regulirana.
Mejozom | nastaju dva haploidna sekundarna spermatocita koji potom ulaze u mejozu Il i daju
¢etiri haploidne okrugle spermatide. Nakon toga slijedi proces spermiogeneze tijekom kojega

se okrugle spermatide diferenciraju u spermatozoide (3).

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
Spermiogeneza (26 dana): od sekundarnih spermatocita
okruglih spermatida do

spermatida
Druga mejoza (nekoliko sati):
od sekundarnih spermatocita
do okruglih spermatida

Slika 1. Shematski prikaz procesa spermatogeneze. Kod covjeka 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 takoder traje

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

2



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

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

1.2. Spermiogeneza

Spermiogeneza je proces sazrijevanja, odnosno diferencijacije, haploidnih okruglih
spermatida u zrele izduzene spermatide, spremne za otpustanje iz lumena sjemenog kanalica.
Ukratko, tijekom spermiogeneze dolazi do izduZivanja okruglih spermatida te formiranja repa,
vrata i glave spermija u kojoj se nalazi izuzetno kondenzirani kromatin s vrlo malo citoplazme.
Nakon otpustanja iz lumena spermatide dodatno sazrijevaju u spermije (3).

Histoni su bazi¢ni proteini koji u somatskim stanicama vezu molekulu DNA 1 tvore
nukleosome. Nukleosomi su ponavljaju¢e podjedinice koje omogucéuju pakiranje DNA u
kromatin i njegovo sazimanje. Budu¢i da je kromatin u zrelim spermatidama kompaktniji te
drugacijih svojstava nego u somatskim stanicama, potrebna je zamjena histona proteinima Koji
omogucuju efikasniju kondenzaciju, odnosno sazimanje kromatina (7). Proteini koji omoguéuju
navedena svojstva se nazivaju protamini (3) te ¢e 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, ve¢ je olakSan tranzicijskim
proteinima (TP). To su mali bazi¢ni proteini koji se nalaze u spermatidama tijekom prijelaznog
stadija te olakSavaju zamjenu histona. Kod sisavaca razlikujemo tranzicijske proteine TP1, TP2
I TP4. Pojavom TP1 i TP2 u spermatidama, kromatin zapocinje sazimanje u jezgri od apikalnog
do kaudalnog dijela. Tranzicijski proteini sudjeluju takoder u inicijaciji utiSavanja transkripcije
gena vezuci se na regulatorne dijelove genoma, a pomazu i pri dodatnim popravcima DNA (8).

U kasnijoj fazi razvoja spermatida, tranzicijski proteini zamjenjuju se pozitivno nabijenim
proteinima protaminima. Protamini se eksprimiraju neposredno nakon dovrsetka mejoze u
okruglim spermatidama nakon ¢ega se transkript pohranjuje, a njegova se translacija odgada do
izduZenih spermatida (9). Specifi¢na svojstva zbog kojih su protamini kljuéni za ispravno
sazrijevanje spermatida jesu mala molekulska masa i obilje aminokiselina arginina, cisteina
lizina i histidina. Bo¢ni ogranci navedenih aminokiselina Su izrazito bogati pozitivnim nabojem

pa c¢vrsto vezu molekulu DNA neutraliziraju¢i negativan naboj uzvojnice. Takoder,
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aminokiselina cistein omogucuje stvaranje disulfidnih mostova izmedu protamina radi
dodatnog ucévriéivanja i sazimanja protamin-DNA strukture (10). Cvrsto vezuéi 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 $to upucuje na efikasnije
pakiranje DNA u glavu spermatide. Nadalje, protamini se mogu podijeliti u dvije skupine,
protamin P1 kodiran genom PRML1 i protamin P2 kodiran genom PRM2 koji se nalaze na
kromosomu 16 (8, 11). Iako obnas$aju istu ulogu, izmedu ove dvije skupine protamina postoje
odredene razlike. Tako je P1 evolucijski rasireniji te prisutan kod svih sisavaca, dok se P2 nalazi
samo kod nekih podrazreda sisavaca poput primata, vecine glodavaca i dijela visih sisavaca
(10). Razlike se ocituju i pri sintezi P1 i P2 gdje se P1 odmah sintetizira u funkcionalni, zreli
protein, dok P2 sazrijeva nakon obrade prvotno sintetizirane prekursorske molekule. Takoder,
omjer P1 i P2 je prili¢no varijabilan kod raznih vrsta, ali 1 kod ¢ovjeka 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 sazimanju
kromatina, dok ostale funkcije ovih proteina nisu razjasnjene u potpunosti. Ipak, predlozeno je
nekoliko vrlo vaznih uloga sazimanja kromatina protaminima U oplodnji i o€uvanju geneti¢kog
materijala kod prijenosa na potomke. Jedna od predlozenih uloga protamina je stvaranje manje,
hidrodinamicke jezgre koja omogucuje brze i efikasnije kretanje spermija. Takvo kretanje
doprinosi vecoj vjerojatnosti da ¢e spermij doputovati do jajne stanice i oploditi je. Takoder,
kondenzacija kromatina §titi DNA spermija od fizic¢kih, vanjskih i unutarnjih kemijskih
ostecenja u vrijeme kada popravak DNA nije mogu¢. U sazetom kromatinu do svojih veznih
mjesta na DNA takoder teze dopiru proteini poput raznih enzima i transkripcijskih faktora koji
sudjeluju u transkripciji i/ili aktivaciji gena. Stoga se genom spermija nalazi u transkripcijski
utiSanom stanju, kakvo je potrebno za ispravnu oplodnju i ponovnu aktivaciju gena u ranom
razvoju embrija (13, 14). Kako bi se razjasnila vaznost spermiogeneze i sazimanja kromatina
spermija, provedene su studije gdje je jajna stanica oplodena okruglom spermatidom koja nije
prosla proces spermiogeneze. Na mi§jem modelu je pokazano kako je ovakva oplodnja moguca
bez veéih posljedica na zdravlje potomaka (15). S druge strane, studije na ¢ovjeku ipak ukazuju
na nisku uspjesnost oplodnje i razvoj embrija dobivenih oplodnjom okruglim spermatidama
(16). Takoder se kod covjeka jako malo zna o ishodima ovakvog procesa na potomke te se
postupak ne preporucuje u svrhu medicinski potpomognute oplodnje (MPO) (17).

lako se otprilike 90 % histona u zrelim spermatidama covjeka zamijeni protaminima, dio
njih ipak ostane vezan na DNA u obliku tzv. solenoidnih nukleosoma (Slika 2). Histoni se

zadrzavaju 1 nakon otpustanja spermatida u lumen kanalica te njihovog kona¢nog 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). Takoder,
histoni ostaju vezani na dijelovima heterokromatina poput centromera i telomera (19).

Vaznost prisutnosti histona u spermijima vezana je za njihove post-translacijske
modifikacije poput metilacije bo¢nih ogranaka aminokiselina. Modifikacija histona 3 koja
ukljucuje dodavanje metilne skupine na bo¢ne ogranke aminokiseline lizin (K) na poziciji 4 i
27 (H3K4me, H3K27me) Cesto se nalazi u spermijima (20). Varijante metiliranog histona
H3K4me pronadene su u promotorskim regijama gena te se mogu zadrzati na genomu u ranom
razvoju embrija. Na mi§jem modelu je pokazano kako naruseni obrazac H3K4me u spermijima
moze negativno utjecati na ekspresiju gena u embrijima, a time i na ishod razvoja potomka (21).
Histonska varijanta H3K27me je takoder pronadena u spermijima blizu promotorskih regija
gena koji imaju zatvoreni kromatin do kojeg transkripcijski enzimi teZze dopiru. Takav obrazac
je pronaden i u ranom embriju gdje se pretpostavlja da histonska oznaka H3K27 pridonosi
regulaciji transkripcije odredenih razvojnih gena (22).

Organizacija kromatina unutar jezgre uslijed spermiogeneze ima takoder svoje
specificnosti. U jezgri zrelog spermija, kromatin je pri¢vr§éen na proteinske nosace povezane s
jezgrom ili na matriks jezgre. Matriks jezgre su gusto sloZena proteinska vlakna koja se vezu
za periferiju jezgre zvanu lamina. Unutar jezgre, DNA je vezana u obliku omc¢i za matriks preko
posebnih regija kromatina koje se nazivaju nosaci ili regije pridruZzene matriksu (engl. matrix
attachment region) (Slika 2). Ova organizacija kromatina vjerojatno pridonosi transkripcijskoj
regulaciji 1 DNA replikaciji prije spermiogeneze, u zrelom spermiju sazimanju DNA

protaminima, a pri oplodnji ponovnoj brzoj reaktivaciji genoma spermija (7, 22, 23).
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Slika 2. Shematski prikaz organizacije kromatina unutar spermija. Kromatin spermija se sastoji od

protamina vezanih na DNA i sazetog u toroide te preostalih histona vezanih na DNA koji ¢ine solenoide.
Toroidi su pri¢vrs¢eni za dijelove staniéne membrane spermija kako bi se stabilizirala struktura.
Spermiji sadrZe jo$ razne proteine, nekodiraju¢e RNA te mikro RNA kojima uloga jos$ nije razjasnjena.

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

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

a kasnije i zrelim spermijima, usprkos tomu sto je transkripcija sazimanjem kromatina uti$ana.

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

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

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

Zelena fluorescencija oznacava dvolancanu, ispravnu DNA, a crvena fluorescencija jednolancanu DNA
ili RNA. Crvene tockice u predjelu vrata spermija prikazuju najvjerojatnije RNA (25). (Izvor: vlastite,

nepublicirane slike).



1.2.2. Promjene citoplazme i organela tijekom spermiogenze

Tijekom formiranja izduZenog oblika glave spermatide Golgijevo tijelo se mijenja te
formira strukturu zvanu akrosom. Struktura se smjesta na vrh glave buduéeg spermija te pokriva
50 — 75 % prednje strane jezgre koja se nalazi ispod njega. Akrosom na vrhu glave izduzene
spermatide sadrzi polisaharide kao zalihe stani¢ne energije i enzime $to sluze spermiju da se
dode do jajne stanice te ju oplodi (26).

Na novoformiranu izduzenu glavu spermatide nastavlja se sredisnji dio Koji je ujedno
karakteristika zrelog spermija. Nastaje od preostale citoplazme i stani¢nih organela okrugle
spermatide tijekom njezina sazrijevanja. Centrioli, stani¢ni organeli koji sluze kao potpora
stani¢nom skeletu, imaju vaznu ulogu u stvaranju sredi$njeg dijela spermija. Oni migriraju od
staniéne membrane do straznjeg dijela jezgre, gdje ¢e nastati dio bogat filamentima koji
povezuje glavu i sredisnji dio. Sa suprotne strane centriola ¢e se inicirati formacija repa
spermija. Mitohondriji, drugi vazni organeli vrata, ¢e migrirati zajedno s preostalom
citoplazmom okrugle spermatide u sredisnji dio spermija. Tamo ¢e tvoriti energetski pogon za
pokretanje spermija. Centrioli takoder iniciraju i rast aksoneme, sastavljene od mikrotubula,
koja prolazi centralnom osi sredisnjeg dijela spermija te nakon njega tvori bazu tzv. repa
spermija (Slika 4). Mikrotubuli aksoneme organizirani su u formaciju u kojoj 2 sredi$nja
okruzuje 9 vanjskih mikrotubula. Mikrotubule aksoneme okruzuju vanjska gusta vlakna i ploca
od fibroznog tkiva. Preostala citoplazma u stanici spermija migrira prema distalnom dijelu gdje
tvori rezidualna tjelesca koja naposljetku fagocitiraju potporne Sertolijeve stanice. Tijekom
cijelog procesa spermatogeneze i spermiogeneze spolne stanice su u kontaktu s potpornim
Sertolijevim stanicama koje potpomazu cijeli proces. Nakon §to je spermatida u potpunosti
diferencirana, odvaja se od Sertolijeve stanice te se otpusta u lumen u procesu Koji se naziva
spermacija. Nakon otpustanja iz lumena kanali¢a, prolaskom kroz ostale dijelove muskog

reproduktivnog sustava zavrsava konaéno 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 sazeti kromatin.
Nakon glave se nastavlja sredisnji dio u kojem se nalaze mitohondriji i centrioli od kojih se pruza
aksonema sredisnjim dijelom i repom spermija. Terminalna plocica odvaja sredi$nji dio od repa, a
cijelim repom se pruza aksonema sve do =zavrSnog dijela. (Preuzeto i prilagodeno:

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



1.3. Sjemena plazma

Nakon otpustanja zrelih spermatida u lumen sjemenih kanali¢a, one dalje putuju muskim
reproduktivnim sustavom pri ¢emu zavrSno Sazrijevaju u spermije. PeristaltiCkim
kontrakcijama putuju u tubularni dio zvan rete testis iz kojeg kanali¢i vode u pasjemenik,
odnosno epididimis. Na njega se nastavljaju sjemenovodi koji vode do sjemenih vezikula, iz
kojih spermiji dalje ulaze u mokracovod te se naposljetku ejakuliraju. U sklopu muskog
reproduktivnog sustava nalaze se jo§ i pomoéne Zlijezde poput prostate, bulbouretralnih i
periuretralnih zlijezda. Tijekom procesa ejakulacije, organi muskog reproduktivnog sustava
lu¢e kompleksnu biolosku tekuc¢inu zvanu sjemena plazma, koja sluzi kao medij za zastitu,
prijenos 1 hranidbu spermija u muskom, a kasnije 1 Zenskom reproduktivnom sustavu. Sjemena

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

.....

1.3.1. Molekularni sastav sjemene plazme

Molekularni sastav sjemene plazme je raznolik te obuhvaca razne lipide, glikane,
anorganske ione, male molekule metabolita, ali i biopolimere poput peptida, proteina,
oligosaharida, nestaniéne DNA i RNA, nekodiraju¢e RNA, itd. Sjemenu plazmu luc¢i nekoliko
organa muskog reproduktivnog sustava ukljucujuci testise i epididimis (oko 10 %), sjemene
vezikule (oko 65 %), prostatu (oko 25 %) te bulbouretralne i periuretralne Zlijezde (oko 1 %) te
time pridonosi njenom kona¢nom sastavu (Slika 5) (30).

Detektirane molekularne sastavnice sjemene plazme porijeklom iz testisa su ve¢inom
proteini. Mogu imati ulogu u zastiti spermija poput proteina epina, laktoferina i klasterina. Ovi
proteini tvore kompleks u predjelu repa spermija, a uloga im je najvjerojatnije da sudjeluju u
stvaranju povrSinske mreze koja Stiti spermije od mikroba tijekom transporta kroz muski 1
zenski reproduktivni sustav (31). Nadalje, u sjemenoj plazmi su pronadeni proteini
karakteristi¢ni za Leydigove, Sertolijeve i spolne stanice. Primjer je TEX101 (engl. Testis
Expressed 101), membranski glikoprotein u stani¢cnim membranama spolnih stanica koji
dospije u sjemenu plazmu tijekom procesa sazrijevanja spermija nakon $to napuste testis.
Postoji i mnoStvo drugih primjera testikularnih proteina u sjemenoj plazmi, no ve¢ini uloga nije

u potpunosti razjasnjena (32).
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Za komponente sjemene plazme porijeklom iz epididimisa se smatra kako im je glavna
uloga u zavr$nom sazrijevanju spermija funkcionalnim modificiranjem membrane spermija. U
epididimisu se luée izvanstani¢ne vezikule zvane epididimosomi koji se mogu detektirati u
sjemenoj plazmi nakon ejakulacije. Bogate su proteinima za koje je pretpostavljena uloga u
zastiti spermija od Stetnih djelovanja tijekom njihova boravka i maturacije u epididimisu (33).
Nadalje, metabolit karnitin porijeklom je iz epididimisa i nalazi se u sjemenoj plazmi, gdje ima
vaznu ulogu kao nutrijent spermijima. Epididimis u sjemenu plazmu lu¢i i
glicerilfosfatidilkolin, fosfolipid vaZzan za pravilno sazrijevanje i kasniju pokretljivost spermija.
U maternici enzim diesteraza hidrolizira ovaj fosfolipid koji potom sluzi kao dodatni nutrijent
spermijima (30).

Sjemenoj plazmi vecinski doprinose komponente koje Iuce sjemene vezikule. Njihova
glavna izlucevina u sjemenoj plazmi je fruktoza, Secer koji sluzi kao supstrat za proces
razgradnje glikolizom i dobivanje energije u spermijima. Nadalje, proteini poput semenogelina
i fibronektina su takoder 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 razgraduju. Likvefakcija se odvija 30 —
60 minuta nakon ejakulacije pri ¢emu proteaze iz prostate razgraduju ove proteine i ejakulat
poprima vise tekucu strukturu. Sjemene vezikule luce jos i prostaglandine koji imaju ulogu u
transportu spermija (30, 34, 35).

Prostata takoder doprinosi sastavu sjemene plazme, luc¢eci svoje produkte kada sjemenovodi
potaknu otpustanje spermija. U sjemenoj plazmi se tako nalaze izvanstani¢ne 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, medu
kojima 1 antigen specifi¢an za prostatu (PSA), fosfataze poput prostaticne kisele fosfataze
(PAP) te fibrinolizin. Ovi proteini sudjeluju u procesu likvefakcije sjemena. Nadalje, prostata
sadrzi neuroendokrine stanice koje lu¢e kalcitonin i neuropeptide u sjemenu plazmu, no uloga
im nije u potpunosti razjasnjena. Poliamini se takoder mogu naci u sjemenoj plazmi u velikim
koli¢inama. lzrazito su pozitivno nabijeni te se pretpostavlja da Stite spermije od kiselosti u
zenskom reproduktivnom traktu. Prostata doprinosi i glavnini iona cinka izlucenih u sjemenoj
plazmi. loni cinka su izrazito vazni za ouvanje spermija te djeluju kao inhibitori proteolitickih
enzima ukljucenih u koagulaciju, likvefakciju i antibakterijsko djelovanje. Osim cinka, selen i
bakar su takoder bitni elementi za funkciju spermija jer sluze kao kofaktori antioksidacijskih

enzima (37). Prostata jo$ luci i citrate koji kelatiraju razli¢ite metale (38).
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Bulbouretralne zlijezde u sjemenu plazmu luce proteine mucine, galaktozu i sijalinsku
kiselinu ¢ija uloga je olakSavanje prolaska sjemena kroz muski reproduktivni sustav. Uz
sjemene vezikule i prostatu, ove Zzlijezde takoder luce luznate pufere koji omogucavaju
prezivljenje spermija pri ulasku u Zzenski reproduktivni trakt. Bulbouretralne zlijezde jo$ luce i

proteaze koje sudjeluju u likvefakciji sjemene plazme (30).

SJEMENA
PLAZMA

BULBOURETALNE I PERIURETALNE

~ 9,
TESTIS I EPIDIDIMIS ~ 10% ZLUEZDE ~ 1%

SJEMENE VEZIKULE ~ 65% PROSTATA ~25%

Proteini mucini,
galaktoza, sijalinska
Citrat, lipidi, kisela fosfataza kiselina
prostate, proteoliticki enzimi,
bikarbonatni puferi,
fibrinogenaza

Proteini vezani za
spermatogenezu i maturaciju,
karnitin, glicerilfosfokolin Fruktoza, sjemenogelini, protein
C inhibitor, mucin, askorbinska
kiselina, prostaglandini,

fibrinogen, citokini

Slika 5. Shematski prikaz komponenta sjemene plazme i organa koji ih luce. (I1zvor: vlastita shema).

1.3.2. Uloga sjemene plazme

Buduc¢i da je sjemena plazma bogata raznim anorganskim, organskim i makromolekulama
(Slika 4), klju¢na je u obavljanju raznih uloga u zastiti spermija i olakSavanju oplodnje. Jedna
od glavnih uloga sjemene plazme je osiguravanje energije odnosno nutrijenata za spermije
tijekom boravka u muskom ili nakon ejakulacije u Zenskom reproduktivnom sustavu (30).
Nadalje, sjemena plazma pomaze pri odrzavanju funkcije spermija tijekom njihove pohrane u
epididimisu gdje se odvija zavr$no sazrijevanje spermija. Tu se dodatno koncentriraju te bivaju
izloZeni promjenama okoli$nih uvjeta uslijed lucenja komponenti sjemene plazme ukljucujuci
povecanu kiselost okoline i pojacanu koncentraciju elektrolita (39).

Ostale uloge sjemene plazme su u samom reproduktivnom traktu Zene gdje je potrebno
osigurati kretanje i opstanak spermija. Jedna od uloga komponenti sjemene plazme je zastita
spermija od imunoloskih odgovora u maternici koji bi mogli uzrokovati njihovo propadanje te
time onemoguciti oplodnju. Stoga, spermiji i sjemena plazma moraju biti spremni izbjeci
imunolosku reakciju zenskog reproduktivnog trakta i osigurati pogodan okoli§ za opstanak

spermija. Pokazano je kako sjemena plazma obiluje citokinima, kemokinima i ¢imbenicima
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rasta koji uzrokuju procese slicne upalnom u Zenskom reproduktivnom traktu. Ovi procesi
medutim ne uniStavaju spermije i Svrha im je potpomoc¢i oplodnju i zacece. Takoder, sukladno
signalima sjemene plazme aktiviraju se one komponente imunoloskog sustava koje imaju
antimikrobno djelovanje kako bi se osiguralo prezivljenje spermija i kasniji potencijalni razvoj
embrija (40).

U sjemenoj plazmi se takoder nalaze ¢imbenici koji sprjecavaju preuranjenu kapacitaciju,
posljednji korak sazrijevanja spermija koji se odvija neposredno prije kontakta s jajnom
stanicom. Omogucava spermijima prodor i oplodnju jajne stanice te je veoma bitno da se odvije
u pravilnom vremenskom okviru. Kod covjeka je definiran glikoprotein glikodelin koji
sudjeluje i potpomaze navedeni proces. Postoji nekoliko izoformi ovog proteina i kod
muskaraca i zena od kojih svaka ima specificnu ulogu. Tako se izoforma glikodelin S nalazi u
sjemenoj plazmi gdje se veZze na svoje receptore koji se nalaze na spermijima te im pomaze
prije¢i mukus cerviksa. Nakon ulaska u maternicu, glikodelin S se cijepa $to daje signal za

pocetak procesa kapacitacije (41).

1.4. Glikozilacija

Ugljikohidrati su jednostavni ili kompleksni organski spojevi koji sadrze atome ugljika (C),
vodika (H) i kisika (O). Zastupljeni su u obliku monosaharida, poput glukoze, oligosaharida
koji ukljucuju npr. saharozu i laktozu te kompleksnih polisaharida kao sto su skrob, celuloza,
zivotinjski 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 moze biti proteinski - poput
glikoproteina ili proteoglikana i lipidni koji daje glikolipide. Glikoproteini najcesce sadrze na
svojim aminokiselinskim bocnim ograncima kovalentno vezane oligosaharide, odnosno duze
lance monosaharida. Glikozilacija proteina vrsi se tijekom ili nakon procesa translacije,
odnosno sinteze proteina na ribosomima iz molekule RNA (42). Jedna je od najcescih i vrlo
raznovrsnih posttranslacijskih modifikacija proteina te je vise od polovice proteina sisavaca
glikozilirano. Broj glikana vezanih na glikoproteine iznosi od dva do pet, Sto tvori izrazito
slozen skup glikoproteina koji je nerijetko veoma karakteristiCan za pojedine vrste stanica,
tipove tkiva, organe i organizme (43). Buduci da glikani pojedine stanice nisu direktno kodirani

genomom, izrazito su dinamic¢ni i podlozni okoliSnim utjecajima, $to otezava 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 oznacava kovalentno dodavanje glikana N-acetilglukozamina
(GIcNAC) na atom dusika (N) bo¢nog ogranka aminokiseline asparagin (Asn) glikozidnom 1N
vezom. Glikokonjugati vezani na Asn sadrze srediSnju zajedni¢ku sekvencu glikana koja se
sastoji od 2 molekule GIcNAc i 3 molekule manoze (Man) u slijedu
Manal-3(Manal-6)Manf1-4GlcNAcB1-4GlcNAcpB1-Asn-X-Serin (Ser)/Treonin (Thr), gdje
je X bilo koja aminokiselina osim prolina. Zbog interakcije glikana i aminokiselinskih bo¢nih
ogranaka, identitet aminokiseline X iz sredi$njeg slijeda N-glikana moze poboljsati ili smanjiti
efikasnost N-glikozilacije. Tako prisustvo aromatske aminokiseline fenilalanina pospjesuje
N-glikozilaciju, dok aminokiseline negativnog naboja bo¢nog ogranka poput asparaginske ili
glutaminske kiseline ¢ine okoli§ nepovoljnijim.

N-glikani se naj¢esée dodaju na membranske i sekretorne proteine, a oko 70 % proteina koji
sadrze proteinski slijed Asn-X-Ser/Thr ima i modifikaciju N-glikanima. Svaki slijed
Asn-X-Ser/Thr nije nuzno glikoziliran zbog razliCitith svojstava proteina koja uzrokuju
konformacijske ili druge smetnje prilikom smatanja glikoproteina u krajnju trodimenzionalnu
strukturu. Glikoproteini mogu biti izrazito heterogeni, buduci da jedan protein Cesto ima vise
sljedova Asn-X-Ser/Thr te da svaki slijed moze imati razli¢iti N-glikan. Takoder, razli¢ite
molekule iste populacije mogu sadrzavati razli¢ite vezane glikane. Glikoproteini iste
aminokiselinske sekvence koji se razlikuju jedino u sastavu N-glikana nazivaju se glikoforma.
Moguce je jos pronaci N-glikane vezane na slijed Asn-X-Cistein (Cys), dok iznimno rijetko na
drugadiji aminokiselinski slijed (42).

Na navedenu srediSnju sekvencu glikana se dalje enzimski dodaju razni monosaharidi koji
odreduju klasifikaciju glikana u tri glavne skupine. One ukljucuju: 1) oligomanozni tip kod
kojih se manoza (Man) nastavlja i nakon sredisnje sekvence, 2) kompleksni tip gdje antena,
razgranati dio glikana, zapocinje glikanom GlcNAc i 3) hibridni u kojem Man produzuje
nastavak sredisnjeg Mana1-6 te jedan ili dva GIcNAc 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 sadrzi sredi$nju sekvencu od 3 manoze i
2 N-acetilglukozamina vezanih na aminokiselinu asparagin (Asn). (Preuzeto i prilagodeno: 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 sloZen proces koji se moze podijeliti u dva glavna koraka.
Prvi korak je izuzetno evolucijski ocuvan i smjesten u endoplazmatskom retikulumu (ER), a
drugi vrlo specifican za svaki pojedini glikan i odvija se u Golgijevom aparatu (GA). Proces
biosinteze zapocinje na citoplazmatskoj strani ER-a jos tijekom translacije proteina. Na lipidni
nosac¢ lipid dolikol dodaju se $eéerne jedinice pomocu nekoliko razli¢itih enzima iz skupine
monosaharidnih transferaza. Monosaharidne podjedinice koji sudjeluju u sintezi glikana moraju
biti aktivirane $to znaci da su vezane na nukleotid i dolikolni nosa¢. Glavni nukleotidni Seceri
sinteze su uridin-5'-difosfat-glukoza (UDP-GIc) i gvanozin-5'-difosfat-manoza (GDP-Man),
dok ostali prekursori nastaju pretvorbom istih. Zatim se monosaharidne podjedinice na nosacu
dolikolu prebacuju na luminalnu stranu ER-a pomocu enzima flipaze. Na luminalnoj strani
ER-a se potom sintetizira prekursorska molekula svih N-glikana koja sadrzi karakteristi¢ni
slijed monosaharida od 3 Glu, 9 Man i 2 GIcNAc (GlcsManygGIcNAC?) vezan na nosa¢ dolikol

fosfat. Zatim se prekursorska molekula prebacuje na aminokiselinu asparagin u proteinskom
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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 GlczMangGIcNAC, ukljucuje enzimsko uklanjanje viska
glukoznih i manoznih podjedinica iz slijeda. Dio N-glikana se zatim premjesta u cis-GA na
daljnju obradu, a dio ostaje u ER-u tvore¢i oligomanozni tip glikana sa slijedom
Mans.oGIcNAC: (42, 47, 48).

Glikoproteine premjestene u cis-GA-a cijepa enzim manozidaza te nastaje glikanska jezgra
monosaharidnog slijeda koji sadrzi 5 Man i 2 GlcNac jedinice (MansGIcNAc;). Daljnja obrada
se odvija u srediSnjem dijelu GA zvanom medial-GA. Tu se N-glikani dodatno modificiraju i
dobivaju karakteristicne nastavke zvane antene kojih moze biti od dvije do Cetiri. Zavr$no
sazrijevanje glikana u njihov krajnji oblik se odvija u dijelu GA koji se proteze prema
plazmatskoj membrani, trans-GA. Ovdje se modificira glikanska jezgra, a terminalnom dijelu
N-glikana se produzuju antene Kojima se stavljaju zavrsni Se¢eri. Ovim procesima proizvode
se hibridni i kompleksni tipovi N-glikana, najée$¢e dodavanjem monosaharida GIcNAc,
galaktoze (Gal), sijalinske kiseline (Neu5Ac) i fukoze (Fuc) (Slika 7). Kona¢ni 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).

OH
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Todon o Xuon Mo on
OH OH
@ alc O aGal @ Man
HO -
OH HO OH 0,C OH
HO o . 0-1~OH 27 on

HAc \g/

H
B GlcNAC ’ Neu5Ac A Fuc

Slika 7. Strukture i oznake monosaharida Kkoji se najéeSée nalaze u sastavu N-glikana sisavaca.
Glukoza (Glc), galaktoza (Gal), manoza (Man), N-acetilglukozamin (GIcNAC), sijalinska kiselina

(Neu5Ac) i fukoza (Fuc). (Preuzeto i prilagodeno: Wang S i sur., The Royal Society of Chemistry, 2019
(49))

16



1.4.3. Uloga glikozilacije

Glikani mogu imati razlicite funkcije koje se mogu podijeliti u tri sveobuhvatne kategorije:
strukturna i modulatorna uloga, prepoznavanje specifi¢nih sljedova glikana od strane drugih
molekula te glikanska mimikrija i specifi¢na interakcija glikana razli¢itih vrsta, npr. patogen-
domacin (42).

Glikoproteini svoju kona¢nu trodimenzionalnu strukturu postizu nakon N-glikozilacije,
gdje se ocituje uloga glikana u postizanju pravilnog smatanja glikoproteina. Takvo pravilno
smatanje glikoproteina nakon glikozilacije ¢esto pospjesuje funkciju proteina. Medutim, kod
nekih faktora rasta glikozilacija moze i izravno utjecati na aktivnost glikoproteina pa je funkcija
ovisna o glikozilaciji proteina unutar Golgijevog aparata (GA) (50). Takoder, glikani na
proteinima mogu §titi sami protein od razgradnje proteazama, blokirati vezanje antitijela ili cak
prijeciti prodor patogena na tkivima (51, 52). Nadalje, stanicne membrane svih eukariota
obavijene su glikokaliksom, mrezom membranskih i izvanstani¢nih molekula medu kojima se
nalaze i glikanske komponente, najcesée u sklopu raznih proteoglikana. Glikokaliks stani¢ne
membrane pomaze odrzavanju strukture, poroznosti i integriteta stanica odnosno tkiva (53). U
glikokaliksu se ocituje modulatorna uloga glikana koja se odnosi na zastitu i pohranu bioloski
vaznih molekula poput odredenih faktora rasta. Naime, oni se vezu na glikozaminoglikane,
duge polisaharide vezane na proteine izvanstani¢énog matriksa, u blizini stanica na koje ¢e
djelovati. Ovakva pohrana sprjecava difuziju faktora rasta od mjesta na kojem trebaju vrsiti
svoju ulogu te time glikani moduliraju stani¢ni odgovor na njih (54, 55).

Glikani imaju vazne uloge u medustani¢nim interakcijama kao i interakcijama stanica i
izvanstani¢énog matriksa. Primjer je obitelj proteina selektina, adhezivnih molekula koje
prepoznaju glikane na ligandima ¢ime posreduju u interakciji krvnih stanica i stanica stijenke
krvnih zila (56). Glikani mogu specifi¢no stupiti u interakciju s molekulama matriksa, s drugim
glikanima iste stanice kao i s glikanima drugih stanica te time potaknuti nizvodni stani¢ni
odgovor i signalizaciju (57).

Modifikacije Secernih podjedinica glikana mogu takoder djelovati mimikrirajuce, odnosno
sprijeciti prepoznavanje specificnog glikana proteinima koji ih vezu. Sijalinska kiselina je
primjer Secera koji djeluje kao povrsinska zastita stanicama od imunoloskog odgovora (58).

Glikani takoder mogu posredovati interakcije izmedu razlic¢itih vrsta poput vezanja
patogena, toksina ili simbionta na stanice domacina. Primjerice, hemaglutinini virusa specifi¢no
prepoznaju sijalinsku kiselinu i njene modifikacije na glikanima domacina, a neke vrste

bakterija i parazita posredovanjem glikana napadaju stanice domacina (59). Budu¢i da samom
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domacinu ne pogoduje ovakva interakcija, razvijeni su bioloSki mehanizmi obrane gdje se
maskiraju, odnosno sakrivaju glikani domacina kako ih patogeni ne bi prepoznali (59). Glikani
patogena se takoder Cesto sluze molekularnom mimikrijom, pri cemu patogen razvija strukture
glikana vrlo sliéne domacinskim kako bi izbjegli imunoloski odgovor domacina. Takve
strukture kod patogena mogu i potencijalno modulirati imunoloski odgovor domacina §to
patogenu omogucuje efikasniji napad na domacina (60, 61). S druge strane, glikani u organizmu
mogu potaknuti toleranciju na simbiotske mikroorganizme, ali ne i patogene. Tako specifi¢nim

glikanima posreduje se simbioza izmedu mikroorganizma i domacina (62).

1.4.4. Glikoproteini sjemene plazme

Tjelesne tekucine, poput krvi, sline ili sjemene plazme, bogate su proteinima s visokim
stupnjem glikozilacije. Ti proteini obnasaju niz funkcionalnih uloga, a djeluju i kao tekué¢i medij
pridonoseci topivosti raznih bioloskih makromolekula u plazmi (57). Sjemena plazma sadrzi
preko 2000 razli¢itih proteina te mnogi od njih mogu biti potencijalni biomarkeri raznih
urogenitalnih poremecaja muskarca (63). Biomarkeri su mjerljive bioloske karakteristike koje
sa sigurnoS¢u mogu ukazati na odredeni fizioloski i patoloski proces ili sluziti za pracenje
farmakoloskih odgovora organizma na terapiju (64). Nadalje, pronadeno je oko 70 proteina u
sjemenoj plazmi koji imaju moguénost vezanja glikozaminoglikana heparina, $to upucuje na
potencijalne interakcije tih proteina i ugljikohidrata (65). Mnogi od tih proteina su glikozilirani,
Sto je inace Cesta karakteristika sekretornih proteina. Nedavna studija opsirno je karakterizirala
glikoproteine sjemene plazme ukljucujuci utvrdivanje slijeda glikopeptida, mjesta glikozilacije,
sastava glikana te su predlozene 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 vazne uloge tijekom
sazrijevanja spermija, u oc¢uvanju 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. Vazno je reci da njegova uloga izravno ovisi o0 sastavu glikana koji
je uvjetovan porijeklom proteina, odnosno je li iz muskog ili zenskog reproduktivnog sustava
(68).
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1.5. Muska neplodnost

Prema smjernicama Svjetske Zdravstvene Organizacije (SZO, engl. World Health
Organization), neplodnost se definira kao nemoguénost zac¢e¢a unutar 1 godine nezasticenog
spolnog odnosa, a nakon tog perioda pacijenti se upu¢uju na obradu zbog neplodnosti (69).
Neplodnost je danas rastuci globalni problem koji prema zadnjim procjenama zahvaca ukupno
9 % parova (70). Muska neplodnost predstavljena je nemoguéno$cu zaceca kod zdrave
partnerice te zahvaca otprilike 7 % muske populacije, dok u nekim regijama moze zahvatiti i
do 30 % muske populacije (70). Prema podacima istrazivackog programa GBD (engl. Global
Burden of Disease) skupljenim izmedu 1990 i 2017 godine prevalencija neplodnosti raste
godisnje oko 0,370 % kod zena te 0,291 % kod muskaraca (71). Otprilike 10 — 15 % neplodnih
parova zahvaca idiopatska neplodnost, odnosno ne nalazi se adekvatno objasnjenje neplodnosti
(69). Nadalje, smatra se da muskarci i zene podjednako doprinose problemu neplodnosti, koja
je Cesto uzrokovana s vise ¢imbenika (72, 73). Cimbenici koji mogu uzrokovati neplodnost u
oba spola ukljucuju dob, akutne ili kroni¢ne upale, okoli$nu i/ili radnu izloZenost toksinima,
infektivne bolesti, nezdrave zivotne navike, genetske abnormalnosti 1 specifi¢ne reproduktivne
poremecaje (74).

U muskaraca, neplodnost uzrokuju nepravilna proizvodnja i/ili funkcija spermija koja moze
biti posljedica urodenih ili ste¢enih ¢imbenika. Ti ¢imbenici mogu djelovati na spermije pre-
testikularno, post-testikularno ili izravno na testise te ¢e biti podrobnije opisani u narednim

poglavljima (75).

1.5.1. Pre-testikularni ¢imbenici muske neplodnosti

Pre-testikularni uzroci neplodnosti najéeS¢e odnose se na poremecaje hormonske
signalizacije hipotalamusa i/ili hipofize. Ukljucuju patolosko stanje hipogonadotropnog
hipogonadizma (HH) ili probleme s ejakulacijom. Erektilna disfunkcija i poremecaji ejakulacije
poput anejakulacije ili retrogradne ejakulacije, rijetko dovode do neplodnosti (75).

U patogenezi HH sudjeluju spolni hormoni gonadotropin-oslobadaju¢i hormon (GnRH,
engl. Gonadotropin-releasing hormone) kojeg otpustaju neuroni hipotalamusa i gonadotropini
FSH (folikulostimuliraju¢i hormon) i LH (luteiniziraju¢i hormon) koji se otpustaju uslijed
signalizacije hormonom GnRH iz neurona prednjeg reznja hipofize. Hormoni FSH 1 LH potom

djeluju direktno na reproduktivni sustav muskarca, odnosno testise gdje poticu stvaranje
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testosterona i spermatogenezu. Njihova nedovoljna razina vodi do nastanka HH, a moze biti
uzrokovana urodenim ili steCenim stanjima (76). Urodeni HH je iznimno rijetka 1 heterogena
bolest, nastaje kao posljedica genetskih poremecaja te je pubertet ¢esto nepravilan i kasni.
Genetske anomalije utjeCu na razvoj GnRH-otpusStaju¢ih neurona te mogu izazvati tzv.
Kallmannovim sindrom (77). Neki od gena koji uzrokuju urodeni HH su KAL-1, KAL-2,
PROK2/PROKZ2R, FGF8, KISS1, GPR54, TAC3 te TAC3R. Takoder, mutacije u genima koji
kodiraju hormone FSH i LH mogu uzrokovati deficijenciju ovih hormona te time i HH. lako
popis gena ukljuCenih u patologiju HH raste, veliki dio sluajeva ostane bez genetskog
objasnjenja podloge bolesti (75).

Steceni HH u odrasloj dobi utjece na luc¢enje gonadotropina u prekomjernoj ili premaloj
koli¢ini. Simptomi su blazi no kod urodenog HH, a uklju¢uju smanjen volumen ejakulata,
sporiji rast brade, naruSen libido ili iscrpljenost. MoZe nastati zbog operativnih zahvata,
radioterapije, malignih i benignih tumora centralnog zivéanog sustava, raznih infekcija, upala
te autoimune bolesti hipofize. Nadalje, steceni HH mogu inducirati endogeno unoseni pripravci
poput anaboli¢kih steroida, nadomjesne terapije testosteronom te zloupotrebe opijata i njihovih
analoga (75-80).

1.5.2. Post-testikularni ¢imbenici muske neplodnosti

Post-testikularni uzroci neplodnosti obuhvacaju sve proksimalne ili distalne opstrukcije
sjemenih kanali¢a, infekcije i upale popratnih Zlijezda muskog reproduktivnog sustava kao i
neplodnost uzrokovanu autoimunim bolestima. Post-testikularne promjene se najcesce ocituju
kroz smanjen volumen, narusenu pH vrijednost i viskoznost ejakulata, povecan broj leukocita
u ejakulatu te prisutnost smanjenog broja spermija ili ¢ak nepostojanje spermija u ejakulatu sto
se naziva azoospermija (75). Nadalje, opstrukcija moze biti i urodena gdje je uzrokovana
anatomskim nedostatkom sjemenovoda i sjemenih vre¢ica u muskarca, a prepoznaje se po
izrazito smanjenom volumenu ejakulata, kiselom pH te azoospermiji. Takoder, opstrukcija
moze biti genetskog porijekla gdje je jedan od najpoznatijih uzroka mutacija gena CFTR, i to
najéesce delecija aminokiseline fenilalanin zvana delta F508 (p.Phe508del) (81). Namjerne ili
slu¢ajne ozljeda testisa, poput vazektomije, blokade epididimisa ili prethodnih operacija bruha,
takoder mogu dovesti do opstrukcije sjemenih kanali¢a te zaprije€iti izlazak ejakulata i time

izazvati neplodnost (82).
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1.5.3. Testikularni ¢imbenici muske neplodnosti

Testikularni ¢imbenici djeluju izravno na testis, odnosno na spermatogenezu, a time 1 na
kvalitetu i kvantitetu nastalih spermija. Primarni uzroé¢nici disfunkcije testisa mogu nastati zbog
genetskih poremecaja, urodenih anomalija testisa, upale, traume i torzije testisa,
gonadotoksi¢nih lijekova, kemo- ili radio- terapije i operacija u podrucju prepona (75). Zbog
njihove heterogenosti, te vaznosti u procjeni muske neplodnosti, podrobnije ¢e se opisati u

sljede¢im potpoglavljima.

1.5.3.1.  Genetski poremecaji

Najceséi genetski poremecaji koji uzrokuju teze oblike muske neplodnosti su mikrodelecije
Y-kromosoma, Klinefelterov sindrom, 46,XX muski sindrom i izocentri¢ni Y kromosom. Tako
muskarci s izuzetno niskim brojem spermija u ejakulatu kao i oni azoospermi¢ni pokazuju
najvecu incidenciju genetskih aberacija odgovornih za neplodnost. Y kromosom je kljucan za
razvoj muskih spolnih karakteristika, stoga je o¢ekivano da ¢e njegove anomalije uzrokovati
neplodnost. Regija gena faktora azoospermije AZF na dugom kraku Y kromosom sadrzi tri pod-
regije, AZFa, AZFb i AZFc koje sadrze gene vazne za pravilnu funkciju testisa. Ako dode do
delecije u jednoj ili vise od podregija gena AZF, pojavit ¢e se specificni fenotipi neplodnosti
muskarca. Stoga se analiza navedenih regija koristi u rutinskoj klinickoj obradi neplodnih
pacijenata koji imaju izuzetno nisku koncentraciju spermija ili azoospermiju gdje posjeduje
vaznu dijagnosti¢ku i prognosticku vrijednost (83). Ponekad, podregija AZFc moze biti tek
djelomi¢no deletirana te je tada rije¢ je o klinicki zasebnoj deleciji zvanoj gr/gr. Takva
djelomicna delecija utjeCe na gene koji se nalaze u vise kopija, tako da su uslijed delecije
eksprimirani u koli¢inama nedostatnim za normalno odvijanje spermatogeneze. Ako se delecija
gr/gr dalje prenese na potomke, moze do¢i do pogorsanja fenotipa i potpune delecije podregije
AZFc (84).

Klinefelterov sindrom je kromosomska anomalija koja utjece na razvoj i funkciju mnogih
organskih sustava sve od embrionalnog razvoja do odrasle dobi. Odnosi se na muske osobe
(46,XY) rodene s viskom X kromosoma, najcesc¢eg kariotipa 47,XXY. Simptomi ukljucuju
visoki rast, smanjen udio miSi¢ne mase, smanjene testise, hipogonadotropni hipogonadizam
(HH), kasnjenje puberteta, ginekomastiju te gubitak sekundarnih muskih spolnih karakteristika.

Pogada jednog na 660 novorodenih muskaraca, a ¢esto se dijagnosticira tek u odrasloj dobi §to
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moze biti prekasno za adekvatno lijeCenje te uzrokovati nepovratni gubitak spermatogeneze
(85, 86).

Jedna od patoloskih dijagnoza muske neplodnosti moze biti uzrokovana abnormalnoséu
gena na X kromosomu koji kodira androgeni receptor (AR). AR veZe produkte steroidogeneze,
pogotovo testosteron, a u jezgri signalizira transkripciju gena vaznih za normalnu funkciju
testisa. Tako mutacije u AR uzrokuju sindrom neosjetljivosti na androgen (AlS) koja moze biti
potpuna, djelomicna ili nepotpuna. Ipak, frekvencija ovih mutacija je niska u neplodnoj muskoj
populaciji (0 — 1,7 %) stoga se na testiranje $alju pacijenti ovisno 0 vrijednostima
reproduktivnih hormona (87).

Rijetka genetska anomalija koja pridonosi neplodnosti je muski XX sindrom kod kojeg
osoba razvije sekundarne muske karakteristike s kariotipom 46,XX. Ucestalost sindroma je 1
na 20000 muske novorodenc¢adi. Ova anomalija najéeS¢e nastaje tijekom spermatogeneze, u
procesu mejoze, kada se homologna rekombinacija pseudoautosomne regije kromosoma X i Y
neispravno odvije. Gen Kkoji je primarni okidac razvoja testisa, SRY, se tako moze translocirati
na X kromosom. lako u takvih pacijenata nije prisutan cijeli Y kromosom ve¢ samo gen SRY,
dolazi do razvoja muskog fenotipa, ali ne i do pravilne funkcije testisa $to naposljetku uzrokuje
neplodnost (88).

Mogu¢i su 1 razni drugi geneticki uzroci neplodnosti, ukljucujuéi ostale strukturalne
promjene Y kromosoma, kao i mnogi novi geni koji se otkrivaju brzim razvojem metoda NGS

(engl. next generation sequencing) (89).

15.3.2. Ostali uzroénici

Razni drugi ¢imbenici koji nemaju nuzno poznatu geneticku podlogu, takoder uzrokuju ili
djelomi¢no utjecu na pojavu neplodnosti.

Varikokela, proSirenje vena skrotuma i unutarnje sjemenske vene, moze biti povezana s
neplodnoS$¢u 1 abnormalnostima spermatogeneze. Klinicka slika pacijenata koji imaju
dijagnosticiranu varikokelu nije uvijek jednoznacna jer ju mogu imati i pacijenti s normalnom
funkcijom testisa. Stupanj jac¢ine varikokele takoder utjece na funkciju testisa, a predstavlja veéi
problem u kombinaciji sa zenskim ¢imbenicima neplodnosti (90).

Nespusteni testisi ili kriptorhizam je Cest pedijatrijski poremecaj, zahvaca 2 — 9 % muske
populacije pri rodenju, te se smanjuje na 1 — 2 % u prvom tromjesecju zZivota. 1zvan skrotuma,
odnosno nespusteni mogu biti jedan ili oba testisa. Utvrdeno je kako muskarci s obostranim
nespustenim testisima imaju znacajno smanjenu plodnost naspram onih s jednostranim (91).
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Nadalje, muskarci koji imaju kriptorhizam, ¢esto pokazuju manji broj spermija u ejakulatu od
zdravih muskaraca (92). Predlozena etiologija kriptorhizma je mjeSavina genetickih i okolisnih
¢imbenika pojedina¢no ili kombinirano (93).

Prethodna lijeCenja malignih bolesti citotoksicnom kemoterapijom ili radioterapijom
takoder imaju negativan utjecaj na plodnost muskarca koji moze biti kratkotrajan ili dugotrajan.
Buduc¢i da su navedeni tretmani izuzetno toksi¢ni za spermatogenezu i ispravnu funkciju testisa,
jedini nacin oCuvanja plodnosti u ovom slucaju je prethodno smrzavanje reproduktivnog tkiva

ili spermija (94).

1.5.4. Idiopatska muska neplodnost

Muska neplodnost nepoznate etiologije odnosno idiopatska neplodnost, zahvaca ¢ak 30 —
40 % pacijenata koji dolaze na obradu radi nemogucnosti zac¢eca zdrave partnerice. Takvi
pacijenti Cesto nemaju povijest bolesti povezanih s neplodno$¢u te pokazuju normalne
parametre laboratorijskih, hormonskih, geneti¢kih testova. Parametri sjemena takoder mogu
biti normalni. Ovakvi slu¢ajevi zahtijevaju dodatne geneticke i molekularne analize kako bi se

Sto preciznije dijagnosticirao uzrok i daljnja terapija (95).

1.6. Dijagnostika muSke neplodnosti

Prema smjernicama Americkog drustva za reproduktivnu medicinu i Europskog drustva za
urologiju, osnovna evaluacija neplodnosti vr$i se skupljanjem informacija o povijesti bolesti
vezanih za reproduktivni sustav i barem jednom analizom sjemena, spermiogramom. Ako je
rezultat spermiograma abnormalan, pacijent se Salje 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 muskarca. Spermiogram ukljucuje kvantitativnu analizu broja,
pokretljivosti, morfologije i vitalnosti spermija u nativnom ejakulatu, prema smjernicama SZO.
Na temelju spermiograma se tako postavljaju sljedece dijagnoze: astenozoospermija - Smanjen

broj pokretnih spermija; oligozoospermija - smanjen broj spermija; teratozoospermija -
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narusena morfologija spermija. Takoder je moguce postaviti i kombinaciju dvije ili sve tri
navedene dijagnoze (oligoasteno-, oligoterato-, oligoastenoteratozoospermija) ¢emu se potonja
definira kao sindrom oligoastenoteratozoospermije (OAT). Postoje i teze dijagnoze, kao
nekrozoospermija, koja oznacava stanje kada je u ejakulatu vrlo mali broj Zivih, ali vecinski
nepokretnih spermija. AKko 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 muski ¢imbenik neplodnosti te predvidio ishod

medicinski potpomognute oplodnje (MPO) (99).

1.6.2. Analiza hormona

Kod muskaraca rizi¢nih za HH klini¢ki se radi i analiza hormonskog profila koja najc¢esce
ukljucuje odredivanje vrijednosti spolnih hormona FSH, LH i testosterona. Hormonski profil je
izuzetno vazan kod azoospermi¢nih muskaraca buduéi da moze imati prognosti¢ku vrijednost.
Ponekad se moZe raditi dodatna analiza hormona poput prolaktina, globulina koji veze spolne

hormone, anti-Miillerovog hormona, inhibina B ili hormona $titnja¢e (100).

1.6.3. Geneti¢ko testiranje

Oko 15 % muske neplodnosti moze se objasniti genetickim anomalijama. Usprkos brzom
rastu istraZivanja i sve vec¢em broju novootkrivenih gena koji uzrokuju musku neplodnost, jo§
uvijek se u klinickoj obradi pacijenata koriste standardni genetski testovi. Ti testovi ukljucuju
kariotipizaciju za odredivanje numerickih 1 strukturalnih abnormalnosti, ispitivanje
mikrodelecija regije AZF i mutacija gena CFTR. Na geneticki probir indiciraju se pacijenti s
azoospermijom i teSkom oligozoospermijom u kojoj se u nativnom ejakulatu nalazi manje od 5

milijuna spermija po mililitru (96, 101).

1.6.4. Ultrazvuk skrotuma

Muskarci kod kojih se sumnja na opstrukciju sjemenovoda se indiciraju na ultrazvuk
skrotuma, neinvazivnu metodu kojom se odreduju volumen i veli¢ina testisa, prisutnost

varikokele i anatomija epididimisa. lako se i samim pregledom kod lijecnika mogu utvrditi

anatomske anomalije, ultrazvukom se takav nalaz potvrduje (96).
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1.6.5. Mikrobioloska analiza ejakulata

Indikacija za mikrobioloSku analizu ejakulata uklju¢uje abnormalan uzorak urina, infekcije
urinarnog trakta, prostatitis, epididimitis, upalu muskih spolnih Zlijezda i seksualno prenosive
bolesti. Ako muskarac ima smanjen volumen ejakulata, mikrobioloska analiza je korisna buduci
da uzrok moze biti opstrukcija sjemenovoda uslijed infekcije. Inace, sama mikrobioloska
analiza ima manju ulogu u dijagnostici neplodnosti, a pronalazak leukocita u ejakulatu nema u

potpunosti razjasnjeno znacenje (102).

1.6.6. Dodatne analize kvalitete sjemena

Uobicajeni parametri sjemena dobiveni spermiogramom c¢esto ne daju informaciju vezanu
za njihovu ispravnu funkciju, stoga su razvijeni dodatni testovi kvalitete sjemena (103). Velika
vaznost dodatnih testova funkcije spermija dosSla je do izrazaja sve veéim koriStenjem
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 lije¢enju muske neplodnosti (104). Sam spermiogram ima
ograni¢enu sposobnost predvidanja uspjesnosti ishoda postupaka MPO ovisno o dijagnozi
stupnja muske neplodnosti, a dodatni funkcionalni testovi bi mogli dati odgovor (104, 105).
lako su dodatni testovi prema smjernicama SZO jo§ uvijek kategorizirani kao istrazivacki,
njihova moguénost predvidanja ishoda MPO 1 trudno¢e usmjerava ih sve vise prema klinickoj
primjeni u buduénosti (96, 105). Takoder, 2021. godine izasla je nova verzija priru¢nika
SZ0-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 odreduju kvalitetu kromatina spermija, odnosno integritet genoma spermija.
Analizom integriteta genoma utvrduje se postotak spermija koji su fragmentirani, odnosno
imaju lomove ili modifikacije nukleotida DNA (105). Usporedba spermiograma i dodatnih

funkcionalnih testova prikazana je naslici 8.
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Slika 8. Laboratorijske metode odredivanja muske neplodnosti. A) Shema prikazuje standardnu

analizu sjemena spermiogramom koja sluzi kao inicijalna provjera sjemena kod svakog muskarca kod
kojeg postoji sumnja na musku neplodnost. Analize uklju¢uje odredivanje makroskopskih svojstava
volumena, pH, izgleda i viskoznosti sjemena te mikroskopska svojstva spermija koja ukljucuju
koncentraciju, pokretljivost, morfologiju, aglutinaciju, vijabilnost i prisutnost okruglih stanica.
B) Shema pokazuje dijelove spermija koji se mogu ispitivati funkcionalnim testovima. Fragmentacija
DNA spermija se moze testirati i govori o integritetu genoma. Takoder, moze se odrediti prisutnost i
koli¢ina 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. Moze se ispitati i efikasnost vezanja spermija na zonu pelucidu
jajne stanice testom hemizone te akrosomska reakcija specifi¢cnim bojanjima. (Preuzeto i prilagodeno:

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

1.6.6.1. Fragmentacija DNA spermija

Glavna uloga spermija je prijenos ispravnog genetickog materijala na potomke stoga
naruseni integritet DNA spermija moze utjecati na oplodnju, rani razvoj embrija kao i na
vjerojatnost trudnoce prirodnim putem (107). Narusavanje integriteta DNA, odnosno osteéenje
DNA spermija moze biti uzrokovano razli¢itim vanjskim i unutra$njim ¢imbenicima. Neki od
vanjskih ¢imbenika su izlaganje toplini, pusenje, kemoterapeutici i okolisno zagadenje, dok

unutarnji uzroci ukljucuju nepravilno sazrijevanje spermija, apoptozu spolnih stanica,
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poremecaje urogenitalnog trakta, ali i starosnu dob muskarca (Slika 9) (108). Navedeni
¢imbenici mogu u testisima ili ¢ak post-testikularno potaknuti akumulaciju reaktivnih kisikovih
radikala (engl. reactive oxygen species, ROS), odnosno proces oksidacijskog stresa koji dovodi
do oste¢enja bioloskih makromolekula, pa tako i DNA u stanicama (109). Najée$éi tipovi
oste¢enja DNA su neispravno sparivanje, gubitak ili modifikacije dusi¢nih baza, stvaranje
adukta DNA i drugih molekula, dimeri pirimidinskih dusi¢nih baza te jednolancani i dvolancani
lomovi molekule DNA. Sva navedena oSteCenja mogu uzrokovati fragmentaciju DNA
spermija, (engl. sperm DNA fragmentation, SDF) te utjecati na kvalitetu i ishod MPO-a (110).

Nekoliko razli¢itih molekularnih mehanizama sudjeluje u nastanku oste¢enja DNA i pojave
SDF-a u spermijima unutar samih testisa (Slika 9). Ostecenja DNA su moguca tijekom svih
faza spermatogeneze i spermiogeneze, a nekoliko je najées$c¢ih uzroka. Tako tijekom procesa
spermiogeneze moze doé¢i do ostecenja DNA budu¢i da zamjenu histona protaminima,
potpomaze enzim topoizomeraza II. Taj enzim stvara lomove na DNA kako bi se minimalizirao
torzijski stres uslijed sazimanja kromatina. Ako ovi lomovi nisu sanirani mehanizmima
popravka lomova, do¢i ¢e do neispravnog sazrijevanja spermija i SDF-a (110, 111). Iduci
mehanizam koji moze potaknuti SDF je prekinuta apoptoza stanica tijekom spermatogeneze.
Naime, tijekom normalne spermatogeneze, apoptoza se fizioloski odvija kako bi se uklonile
eventualne abnormalne spolne stanice. Ako se proces apoptoze poremeti ili aktivira zbog pojave
oksidativnog stresa, moguca posljedica je pojava SDF-a (112). Nadalje, do o$tec¢enja moze doci
i nakon §to spermiji napuste testis, post-testikularno, zbog okolisnog oksidacijskog stresa.
Ostecenje uslijed oksidacijskog stresa potice stvaranja adukta DNA na mjestima gdje molekula
nije zaSticena protaminima Sto dalje poti¢e lomove i fragmentaciju. Takoder, moze do¢i i do
aktivacije razli¢itih molekularnih signalnih puteva koji poti¢u apoptozu i narusavaju 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
najéeS¢i ¢imbenici rizika. Unutar testisa tijekom spermatogeneze moze do¢i do prekinute apoptoze
neispravnih spermatocita aktivacijom Fas-liganda koji se zadrzi na zrelom spermiju. Signalni put
apoptoze moze se pokrenuti u mitohondrijima §to uzrokuje daljnje lomove DNA spermija. Neispravno
sazrijevanje okrugle spermatide uslijed spermiogeneze moze dovesti do lomova na molekuli DNA
djelovanjem enzima topoizomeraze Il. Post-testikularno oStecenje genoma spermija najéeSée je
uzrokovano akumulacijom ROS-ova koji uzrokuju pojavu oksidacijskog stresa. Mehanizmi
oksidacijskog stresa uklju¢uju aktivaciju MAPK — signalnog puta koji preko kinaza ERK/JINK/MAPK-
p38 upucuje stanicu u apoptozu. Takoder, oksidacijski stres moze uzrokovati aktivaciju raznih kaspaza
i endonukleaza, ali i izravno oStetiti kromatin spermija stvaranjem adukta molekule DNA i nusprodukata
oksidacije. Svi navedeni mehanizmi uzrokuju fragmentaciju DNA spermija, a aktiviraju ih, osim
starosne dobi i razni klinicki poremecaji poput varikokele, kriptorhizma, sistemskih i urogenitalnih
infekcija, dob, tumora, hormonalnih poremecaja, dijabetesa, kao i okoli$ni ¢imbenici (izlaganje toplini,
okolisni toksini, radijacija, pusenje, alkohol, prehrana). (Preuzeto: Agarwal i sur., The World Journal of
Mens Health, 2020 (110))

Najces¢i dodatni testovi kojima se odreduje postotak SDF-a jesu detekcija lomova DNA,
test strukture kromatina spermija i test disperzije kromatina spermija (115). U klini¢koj praksi,
parametar SDF se jo§ uvijek ne koristi u rutinskoj obradi svakog pacijenta, ali je preporu¢eno
testiranje u nekoliko specifi¢énih slucajeva. Kod pacijenata kojima je dijagnosticirana

varikokela, ovisno o stupnju jacine dijagnoze preporucuje Se testiranje pacijenata s
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abnormalnim parametrima sjemena, te grani¢nih ali normozoospermi¢nih uzoraka. Zatim,
preporuceno je testiranje SDF-a kod idiopatske muske neplodnosti, neuspjesnih postupaka
MPO-a te kod partnera Zena koje su imale uzastopne gubitke trudnoce. Isto tako, kod muskaraca
koji imaju rizik od narusavanja neplodnosti zbog okolisnih i1 Zivotnih navika preporucena je

analiza SDF-a (116).

1.6.6.2. Procjena sazimanja kromatina spermija

Normalna struktura i sazrijevanje kromatina spermija kljucni su za pravilnu oplodnju (117).
Neispravno sazimanje tj. kondenzacija kromatina tijekom spermiogeneze uslijed kojeg dolazi
do nepotpunog sazrijevanja spermija moze dovesti do muSke neplodnost neovisno o
konvencionalnim parametrima sjemena (117). Nadalje, spermiji s neispravno kondenziranim
kromatinom se moze tehnikama MPO-a, poput ICSI-ja, prenijeti dalje na potomstvo. Pokazana
je i negativna povezanost izmedu nepravilne strukture kromatina spermija i potencijala spermija
za oplodnju (118, 119). Takoder, uslijed narusenog procesa spermiogeneze i nepravilnog
sazimanja kromatina protaminima moze do¢i do oSte¢enja DNA S§to pridonosi povecanju
fragmentacije DNA spermija (120).

Procjena sazimanja kromatina spermija temelji se na svojstvu gusto kondenziranog
kromatina protaminima u toroidima, koji ne dopustaju polimerizaciju, odnosno vezanje drugih
molekula na kromatin (121). S druge strane, ako spermiji nisu u potpunosti sazreli i na
kromatinu ostane visak vezanih histona, DNA je rahlija sto omoguéava lakse vezanje i
polimerizaciju drugim molekulama (122). Ta svojstva se takoder odnose na interkalirajuce
ionske boje koje vezu DNA u rahlijim dijelovima, odnosno tamo gdje kromatin nije potpuno
kondenziran. Na temelju toga, postoji nekoliko razli¢itih vrsta testova kojima se procjenjuje
status, odnosno sazimanje 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).

29



1.7.  OKkoliSni ¢imbenici koji utje¢u na muski reproduktivni sustav

Muska neplodnost, kao izuzetno heterogeno stanje, je cesto posljedica kombinacije
razli¢itih utjecaja na muski reproduktivni sustav, medu kojima se nalaze i okoli$ni ¢imbenici.
Covjek je svakodnevno okruZen raznim toksinima, kemikalijama i drugim utjecajima koji mogu
imati negativan utjecaj na reproduktivno zdravlje (Slika 10) (93). Prvi puta je okoli$ni ¢imbenik
uocen prije 40-ak godina u Sjedinjenim Ameri¢kim drzavama kada su radnici u tvornici
pesticida i poljoprivrednici imali smanjenu plodnost i narusenu spermatogenezu zbog redovitog
izlaganja insekticidu 1,2-dibromo-3-kloropropanu (DBCP) (126). Od tada je porastao interes
za okoli$nu i radnu izloZenost te su provedene studije na animalnim modelima pokazale Stetan
utjecaj raznih pesticida, metala i kemikalija na muski reproduktivni sustav (127). Usprkos tomu,
broj supstanci iz okolisa s eksperimentalno dokazanim negativnim utjecajem na
spermatogenezu ostao je ogranic¢en, kao i broj studija koje su pokazale uc¢inke na ljudima.
Budu¢i da se mnoge toksi¢ne supstance i dalje nalaze ili otpustaju u okolis, kao takve
predstavljaju opasnost reproduktivnom zdravlju (128). Takoder, unazad zadnjih nekoliko
desetljeca uoceno je povecanje reproduktivnih poremecéaja poput tumora testisa, razvojnih
anomalija i smanjene proizvodnje spermija (129). Ovi poremecaji se povezuju S rasirenim
koristenjem supstanci koje stupaju u interakciju s hormonskom aktivno$¢u, a nazivaju se
endokrini disruptori (ED). IzloZenost ED stoga moze predstavljati teret za zdravstveni sustav i
same pacijente zbog troskova postupaka lijecenja i MPO-a (93, 130). Osim okolis$ne izloZenosti,
negativan utjecaj na muski reproduktivni sustav moze se ocitovati kroz svakodnevne Zivotne
navike koje ukljuuju konzumaciju cigareta i alkohola, prekomjerno unoSenje visoko-
procesirane hrane pune Secera i1 masnoca, koriStenje ilegalnih droga, psiholoski stres te
koriStenje mobitela i sl. (131). Buduci da su zivotne navike zapravo prva linija djelovanja kod
narusenog zdravlja, potrebno je sagledati koji ¢imbenici imaju utjecaj na musku neplodnost

(132).
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Slika 10. Slikoviti prikaz Zivotnih i okoli$nih ¢imbenika koji mogu utjecati na smanjenu plodnost
muskarca. Zivotne navike koje mogu utjecati na plodnost su konzumacija alkohola te prekomjerna
tezina, hrana visoke energetske vrijednosti i nedostatak tjelesnih aktivnosti. Okolisni ¢imbenici poput
zivota ili rada u blizini velikih industrijskih pogona, koristenje pesticida i insekticida te drugih materijala
s negativnim utjecajem na plodnost poput parabena, ftalata i bisfenola. Takoder elektromagnetsko
zraCenje moze takoder utjecati na plodnost. (Preuzeto i prilagodeno: Maric i sur., Arh Hig Rada
Toksikol, 2021 (133))

1.7.1. Prehrana

Prehrana je ¢imbenik koji utjee na zdravlje cijelog organizma te stoga moze utjecati i na
reproduktivni potencijal pojedinca. Konzumacijom namirnica siromasnih nutrijentima, a
bogatih tvarima visokog glikemijskog indeksa, zasicenim mastima i trans-masnim kiselinama
uz smanjenu fizi¢ku aktivnost moze doci do prekomjerne tezine, a potom i do pretilosti. Prema
podacima studije iz 2010. godine, pretilost je uzrokovala zdravstvene probleme koji su doveli
do smrti vise od 3,4 milijuna ljudi $§to je ukupno 3,9 % godisnje izgubljenih Zivota (134).
Takoder, ovakva prehrana moZe potaknuti oksidativni stres kao bazu nastanka pretilosti,
dijabetesa, inzulinske rezistencije i disbioze u crijevima. Navedeni metaboli¢ki poremecaji su
takoder povezani s naruSenom muskom plodnoscu jer oksidacijski stres moze izravno utjecati
na spermatogenezu, a time i kvalitetu sjemena. Prehrana moze takoder utjecati na aktivnost
reproduktivnih hormona i imunoloski odgovor organizma (135). Stoga, nakupljanje bijelog
masnog tkiva u organizmu vodi povecanju proizvodnje proupalnih citokina i nakupljanju

ROS-ova, ali i povecanoj aktivnosti enzima aromataze koji je odgovoran za katalizaciju
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pretvorbe testosterona u estradiol (136). Najcesce negativne posljedice pretilosti na musko
reproduktivno zdravlje uocavaju 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 musku
neplodnost (138). U organizam se nerijetko unose putem prehrane zbog nacina na koji je hrana
uzgajana, mogu biti otpusteni iz ambalaze ili se nalaziti u odredenim vrstama voca, povréa i
zitarica. Tako na primjer mlijeko i mlije¢ni produkti kao i neke vrste ribe mogu biti izvori raznih
vrsta ED-a, zatim kori$tenje pesticida i dodatak raznih suplemenata i hormona rasta pri uzgoju
goveda mogu dovesti do izlaganja ED. Nadalje, sama ambalaza poput plastike moze biti izvor
bisfenola A (BPA) c¢ija upotreba je i zabranjena u Europskoj Uniji. Takoder, 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 teski metal koji se isto moze nalaziti u raznim zitaricama i sjemenkama, a
pokazan je njegov negativan utjecaj na musku plodnost (141). Pretpostavlja se kako djelovanje
ED ima izrazit utjecaj tijekom fetalnog i ranog neonatalnog razvoja te da isto tako moze

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

1.7.2. Alkohol

Konzumacija alkohola je jo§ jedna Zivotna navika koja moze utjecati na zdravstveni status
1 uzrokovati razne poremecaje 1 bolesti poput hipertenzije, sr€anih bolesti, bolesti jetre,
gastrointestinalna krvarenja, tumore, demenciju, anksioznost i depresiju te socioekonomske
probleme (143). S druge strane, umjerena konzumacija alkohola moze imati pozitivan u¢inak
na zdravlje zena i muskaraca (144). Za plodnost muskarca, pokazano je kako neumjerena
konzumacija alkohola moze negativno utjecati na proizvodnju hormona gonadotropina, atrofiju
testisa, razinu testosterona i spermatogenezu (145). Takoder je pokazano kako muskarci koji
konzumiraju alkohol, mogu imati vecu razinu estradiola od onih koji ne piju (146). Utjecaj
umjerene konzumacije alkohola nije od klinicke znacajnosti prema dosadasnjim istrazivanjima,
ali je pokazano kako redovito ispijanje alkohola moze dovesti do naruSenih parametara sjemena

(147).
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1.7.3. PuSenje

Poznato je da puSenje ima negativan utjecaj na cjelokupno zdravlje te na muski
reproduktivni sustav. Usprkos tomu, oko 46 % od ukupnih pusaca jesu musSkarci U
reproduktivnoj dobi (148). Dim cigarete sastoji se od oko 4000 razli¢itih supstanci u obliku
plinova, Cestica i1 isparenih tekuéina koje se otpustaju procesima hidrogenacije, pirolize,
oksidacije, dekarboksilacije i dehidracije, medu kojima su razni toksini i mutageni (149). U
cigaretama se nalazi i nikotin, glavni alkaloid duhana, koji moze takoder imati ulogu u inhibiciji
I smanjenju aktivnosti aromataze. U animalnim studijama, pokazano je kako muska mladuncad
Stakora moze imati smanjenu aktivnost aromataze uslijed izlaganja nikotinu (150).
Dosadasnjim studijama koje su proucavale utjecaj puSenja na parametre, kvalitetu sjemena i
plodnost dobiveni su opre¢ni rezultati, gdje su neki pokazali kako puSenje ima utjecaja na
kvalitetu (151, 152), dok drugi nisu uspjeli pokazati jasan uc¢inak (153, 154). Pokazano je kako
ovisno o koli¢ini konzumiranih cigareta, osnovni parametri sjemena mogu biti naruSeni,
odnosno veca konzumacija cigareta naruSava parametre poput volumena ejakulata, broja i
pokretljivosti spermija (155). Zatim, odredene bioloske funkcije spermija poput grade
aksoneme kojom se spermij pokrece, mogu biti narusene ¢ime pusenje izravno djeluje na
smanjenje pokretljivosti spermija (156). Pusenje je takoder povezano s akumulacijom ROS-ova
i pojavom oksidacijskog stresa u sjemenu koji mogu nastetiti normalnoj funkciji spermija (157).
Pokazano je i kako pusaéi imaju veéu vjerojatnost pojave leukocitospermije u uzorku,
poviSenog broja leukocita, koji takoder mogu biti unutrasnji izvor ROS-a (158). Budu¢i da
navike poput prehrane, konzumacije alkohola i cigareta mogu prema studijama imati utjecaj na
muski reproduktivni sustav, neplodnost svakako treba sagledati iz gledista povezanosti

medicinskih parametara i zivotnih navika (159).

1.7.4. Zivotna sredina

Zivotna sredina &esto odreduje Zivotne navike pojedinca, a one potom utje¢u na kvalitetu
zivota 1 zdravlja. Tako je primjerice, karakteristika Zivota u manjoj sredini ili izvan grada
(ruralna okolina) nerijetko povezana s bavljenjem poljoprivredom i stoCarstvom. Zbog toga,
veca je vjerojatnost da se muskarac koji obitava u ruralnoj sredini bavi navedenim poslovima,
nego muskarac u gradskoj, urbanoj sredini te da je stoga izlozen i ve¢oj koncentraciji pesticida
(160). Pesticidi su kemijski spojevi i njihove mjesavine koje se koriste za sprjeavanje,

uniStavanje 1 kontrolu nametnika poput vektora bolesti, biljaka 1 zivotinja koje ¢ine Stetu
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tijekom bilo kojeg stadija uzgoja hrane te nametnika koji napadaju zivotinje za uzgoj (161).
Zbog svog potencijalnog Stetnog djelovanja, postoje regulative unutar Europske Unije poput
one propisane od strane Europske agencije za sigurnost hrane kolika je najveéa dozvoljena u
komercijalnim proizvodima u svrhu sigurnosti potrosaca (162). Naime, pesticidi se mogu
unijeti u organizam ili izravnhom upotrebnom tijekom radne izlozenosti i kuéne upotrebe te
indirektno preko hrane ili dojenjem (163). Studije su pokazale kako parametri sjemena
muskaraca koji zive u ruralnoj okolini mogu imati narusene parametre sjemena naspram
muskaraca koji zive u urbanoj sredini koji su manje izloZeni ksenobioticima u sklopu
poljoprivrednih djelatnosti. Stoga, procjena rizika zivotnog okruzenja pojedinca, odnosno
zivota u urbanoj ili ruralnoj sredini moze biti vazna radi boljeg razumijevanja zdravstvenog

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

1.7.5. Radnasredina

Svakodnevna radna izloZenost razli¢itim kemikalijama i toksinima takoder moZe utjecati na
zdravlje muskarca i plodnost (166). Na primjer, poljoprivredni radnici i ribari mogu biti u vecoj
mjeri izlozeni pesticidima nego osobe u drugim zanimanjima. Pokazano je i kako radnici
1zlozeni razli¢itim vrstama pesticida mogu imati veci rizik od pojave patoloskih parametara
sjemena (167-169). Nadalje, pronadena je povezanost izmedu radnog izlaganja razli¢itim
otapalima i bojama, olovu, stresu na poslu te rada u smjenama s dijagnozom muske neplodnosti
(170, 171). Tako je i ucestalo koriStenje materijala i proizvoda koji sadrze etilen-glikol poput
raznih otapala i1 sredstava proziv zamrzavanja, povezano s naruSenim parametrima sjemena u
muskarca (172). Takoder, profesionalni vatrogasci mogu biti u riziku od pojave muske
neplodnosti, ali i drugih bolesti, buduéi da intenzivno rade s mjeSavinama toksi¢nih kemikalija.
Njihov rad karakteriziraju i noéne smjene, $to dodatno moze pridonijeti narusavanju zdravlja
(173). Profesionalno izlaganje ftalatima uslijed rada u tvornicama koje proizvode materijale od
polivinil-klorida, takoder moZe negativno utjecati na plodnost i razne parametre kvalitete

sjemena (174).

Kao §to se vidi iz Uvoda, muSka neplodnost je izrazito heterogen poremecaj te je nerijetko
osnovna analiza sjemena nedostatna za njezinu dijagnostiku 1 objasnjenje. Svrha ovog rada je
koriStenjem spermiograma, dodatnih analiza kvalitete spermija i proteomske analize N-glikana
u muskaraca s odredenim Zivotnim i okolisSnim ¢imbenicima sveobuhvatnije pristupiti muskoj

neplodnosti i njezinoj dijagnostici.
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2. HIPOTEZA

Abnormalni parametri sjemena povezani su s povecanjem razine fragmentacije DNA kao i
omjera histona/protamina, s promijenjenim sastavom N-glikana u sjemenoj tekudini te sa

zivotnim 1 okoliSnim faktorima (pusenje, alkohol, prehrana, urbana/ruralna sredina).
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3. SVRHA | CILJEVI RADA

OPCI CILJ:

Odrediti povezanost parametara sjemena (pokretljivosti, broja i morfologije spermija),
integriteta DNA, omjera histona/protamina i sastava N-glikana sjemene tekucine sa Zivotnim i

okolisnim faktorima (pusenje, alkohol, prehrana, urbana/ruralna sredina).

SPECIFICNI CILJEVI:

e Odrediti povezanost parametara sjemena s razinom fragmentacije DNA spermija, kao i s
omjerom histona/protamina u muskaraca s abnormalnim i normalnim parametrima sjemena

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

e Odrediti povezanost razine fragmentacije DNA spermija, te omjera histona/protamina, sa
sastavom N-glikana u sjemenoj tekuéini u muskaraca s abnormalnim i normalnim
parametrima sjemena

e Odrediti povezanost Zivotnih 1 okoliSnih faktora s razinom fragmentacije DNA spermija,
kao 1 s omjerom histona/protamina u muskaraca s abnormalnim i normalnim parametrima
sjemena

e Odrediti povezanost zZivotnih i okoli$nih faktora sa sastavom N-glikana sjemene tekucine u
muskaraca s abnormalnim i normalnim parametrima sjemena

e Procijeniti znacajnost sastava N-glikana sjemene tekucine kao biomarkera zivotnih i

okolisnih faktora i mjerenih parametara sjemena

36



4. ISPITANICI | METODE

4.1. Ispitanici

Istrazivanje je provedeno u skladu s Helsinskom deklaracijom, u sklopu projekta
»Reproduktivna i regenerativna medicina — istrazivanje novih platformi i potencijala® pod
projektnim kodom KK.01.1.1.01. Eti¢ko povjerenstvo Klinike za Zenske bolesti i porode
Klini¢kog bolni¢kog centra i Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu izdalo je dopusnicu
za istrazivanje dana 15.03.2018. pod brojem 021-1/41-18. U istrazivanje je uklju¢eno ukupno
166 ispitanika koji su nakon lije¢ni¢kog pregleda imali indikaciju za analizu sjemena u Klinicki
zavod za laboratorijsku dijagnostiku, Klinike za Zenske bolesti i porode, KBC-a Zagreb. Svi
ispitanici su dobrovoljno potpisali informirani pristanak nakon §to im je obrazlozena svrha
istrazivanja. Takoder su obavijesteni o tajnosti njihovih podataka sukladno Opc¢oj uredbi o
zastiti podataka, namjenskom koriStenju njihova bioloskog 1 genetickog materijala te
moguénosti svojevoljnog izlaska iz istrazivanja u bilo kojem trenutku. Svi uzorci su numerirani,
a osobni podaci poznati iskljucivo voditeljima studije, nigdje nisu objavljeni niti ¢e se moci
povezati s koristenim uzorcima. Ispitanici su muskarci starosne dobi izmedu 20 i 55 godina,
prosje¢ne dobi 35,4 godine, a isklju¢ni kriteriji su bili odsustvo spermija u ejakulatu i prethodne
radio- ili kemoterapije. Shematski prikaz dizajna istrazivanja provedenog u ovom doktoratu
prikazan je naslici 11.

Uz informirani pristanak, ispitanici su ispunili anketu uz mogucnost pojasnjavanja nejasnih
pitanja. Anketa je preuzeta iz Okvirnih projekata EU COPHES 1 DEMOCOPHES, a trenuta¢no
se koristi u projektu Horizon 2020 HBM4EU, te su pomoc¢u nje objavljeni recentni radovi (175-
177). Uz pitanja o0 osnovnim, op¢im podacima ispitanika, anketa sadrzi pitanja koja pokrivaju
preboljele bolesti, Zivotne navike poput pusenja, konzumacije alkohola, prehrane te 0 zivotu u
urbanoj ili ruralnoj sredini. Pomoc¢u ankete su dalje nadinjene procjene izloZenosti okolisnim
¢imbenicima, odnosno zivotnim navikama te multivarijatnim statistickim modelima odredena
povezanost ¢cimbenika i bioloskih parametara sjemena. Upitnici svih ispitanika su jednozna¢no
kodirani brojevima, npr. ukoliko su pitanja binarnog karaktera (da/ne), kodirani su brojevima 1
1 2. Pitanja o prehrani su takoder binarno kodirana kako bi se pojednostavnila interpretacija
rezultata s obzirom na broj ispitanika. Tako je konzumacija voca i povréa kodirana na
svakodnevna konzumacija ili manje, konzumacija bijelog i crvenog mesa na vise od 3 puta

tjedno 1 3 puta ili manje te konzumacija ribe na vise ili 1 puta tjedno 1 manje. Konzumacija
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mlijeka je takoder binarno kodirana (da/ne) kao i konzumacija alkohola. Potrosnja cigareta je
dodatno ras¢lanjena na konzumaciju vise 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, vec je
sluzila kao robusni probir ispitanika za najceS¢e Zivotne i1 okoliSne izlozenosti te su

reprezentativna pitanja prikazana na slici 12.

Ispitanici

Normalni
parametri sjemena

 §

Patoloski parametri
sjemena

¥

(

CASA

)

!

Dodatni testovi kvalitete spermija

Integritet genoma SaZimanje
spermija kromatina spermija

[

Fragmentacija DNA

]

Bojanje anilin plavim ]

}

N-glikani ukupnih proteina sjemene plazme

Detekcija i
mjerenje N-glikana

e

[ UPLC

] [ Lc-ms ]

Zivotni i okolisni ¢imbenici
Urbana/ruralna

@ ‘ Pu§enje sredina
|

I I I
v

[ Anketa ]

|
¥

‘ Alkohol ’ ‘

( Statisticka analiza ’

Slika 11. Shematski prikaz dizajna istraZivanja. CASA — racunalno potpomognuta analiza sjemena,
UPLC - tekuc¢inska kromatografija ultravisoke djelotvornosti, LC-MS - tekucinska kromatografija

spregnuta sa spektrometrijom masa.
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Kada ste rodemi? (dan, mjesec, godina rodenja)
Da li ste oZzenjeni? a) oZenjen, b) neoZenjen, c) rastavljen, d) udovac, €) u zajednici

Koje je Vage obrazovanje? ( navedite najviéi stupan) obrazovanja koji ste zavriili ili
trenutno pohadate?)

Gdje zivite (do 500 000 stanovnika selo)? a) gradu b) selu
Da li je vaga kuéa, ili stan u blizini velikih prometnica?

Da ki zivite blizu neke tvornice, tvornickog pogona, elektrane, Zeljeznicke stanice,
aerodroma 1li sli¢no?

Koliko obroka povréa ihi jela s povréem (ne misli se na krumpir) prosjeéno jedete u
tjednu?

Koliko obroka voéa ili jela s voéem prosjeéno jedete u tjednu?

Koliko obroka crvenog mesa ili jela s crvenim mesom prosjeéno jedete tjedno, npr.
teletina, janjetina, svinjetina? (Ukoliko ne jedete erveno meso napisati 0).

Koliko obroka bijelog mesa 1li jela s bijelim mesom prosjeéno jedete u tjednu. npr.
piletina, puretina ili druga perad? (Ukoliko ne jedete bijelo meso napisati 0).

Koliko obroka ribe 1ili jela s ribom progjeéno jedete u tjednu? (Ako ne. napisati 0).

Mlijeéni proizvodi
a) Tjedno konzumacija mlijeka

Da li trenutno pudite?
Ako da, koliko cigareta popusite tijekom dana?
Da li konzumirate alkohol?

Koliko ste trenutno teiki 1 visoka?

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
¢aSicu, o cemu je dan naputak svakom ispitaniku. Takoder, ispitanicima je receno 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 prosli proces likvefakcije
tijekom kojeg gelozno sjeme postaje vise tekuce 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 utvrdeni su
racunalno potpomognutom analizom sjemena (engl. computer aided sperm analysis, CASA)
koja je prema smjernicama SZO iz 2010. godine (97). Uzorci su Klasificirani kao
normozoospermi¢ni, 0dnosno normalnih parametara sjemena, ako je ukupni volumen sjemena
bio iznad 1,5 mL, pokretljivost spermija ve¢a od 40 %, progresivna pokretljivost veca ili
jednaka 32 %. Kriterij koncentracije spermija je > 15 x 10° spermija po mililitru, dok broj
spermija u ukupnom uzorku treba biti > 39 x 10° te pravilna morfologija spermija treba iznositi
>4 %.

Ako je bilo koji od navedenih parametara spermiograma bio ispod navedenih grani¢nih
vrijednosti, uzorak se klasificirao kao abnormalni, odnosno patoloskih parametara sjemena
zbog lakseg snalazenja 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 patoloskim (abnormalnim) parametrima sjemena, odnosno patoloskim
spermiogramom (N = 84) (Slika 13). Broj ispitanika svake skupine je predviden analizom
statistiCke snage testa te je prema tome prikupljan navedeni broj. Kako bi se dodatno istrazile
razlike unutar heterogene skupine ispitanika s patoloskim parametrima sjemena, ispitanici su
razvrstani u podskupine sukladno vrijednostima koncentracije i pokretljivosti spermija u
astenozoospermi¢nu (N = 29, smanjena ukupna pokretljivost ili progresivna pokretljivost
spermija), oligozoospermi¢nu (N = 21, smanjen broj spermija po ml ili u ukupnom uzorku) i
oligoastenozoospermicnu skupinu (N = 34, naruSeni parametri broja i pokretljivosti spermija)
(Slika 13) (97).
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Normozoospermija
N =282

Astenozoospermija
N=29

Ispitanici N = 166

Spermiogram

Patoloski
spermiogram N = 84

Oligozoospermija

N=21

Oligoastenozoosper-
mijaN =34

Slika 13. Shematski prikaz skupina ispitanika nakon spermiograma.

4.2.2. Racunalno potpomognuta analiza sjemena

Nakon procesa likvefakcije, uzorak je dobro resuspendiran te mu je sterilnom S$pricom
izmjeren volumen, dok je iz kapi sjemena izmjeren pH pomoc¢u pH papira. Zatim je 10 pL
uzorka sjemena prebaceno 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 Al, Jena, Njemacka). Provjereno je sadrze li
agregirane, aglutinirane ili unistene spermije te druge stanice poput epitelnih i okruglih stanica
(leukociti, nezrele spolne stanice).

Klasi¢ni parametri sjemena, odnosno koncentracija, pokretljivost i morfologija spermija
odredeni su pomo¢u automatiziranog SCA® sustava (Sperm Class Analyser, CASA System,
Microptic SL, Barcelona, Spanjolska). Podaci o koncentraciji i pokretljivosti su dobiveni
koriste¢i modul Motility u programu SCA evolution (Microptic SL, Barcelona, Spanjolska).
Koncentracija je odredena kao broj spermija po mL te kao ukupni broj spermija u ejakulatu.
Pokretljivost je odredena kao postotak spermija u uzorku koji se krecu brzo ili srednje
progresivno, $to znaci aktivno kretanje u krug ili linearno; ne-progresivno - $to se odnosi na
kretanje koje nije aktivno poput kretnje u malim krugovima ili samo micanje repa; te potpuno
nepokretni spermiji. Za odredivanje morfologije, nacinjeni su razmazi spermija dodatkom
10 uL sjemena na predmetno stakalce, razmazi su osuseni 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, Njemacka).

Morfologija je analizirana pomo¢u 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 sadrzavati velike vakuole i vise od dvije male vakuole koje okupiraju
najviSe 20 % glave. Takoder, dimenzije glave koje ukljuuju duljinu 4 — 5 pm, promjer
2,5 — 3,5 um, srednji dio duljine 7 — 8 um i rep duljine 45 um. Svi ostali spermiji su smatrani

onima nepravilne morfologije (Slika 14).

Defekti glave

Suzena  Kruskolika Okrugla Vakuolizirana Mala
A povrsina
Bez akrosoma
akrosoma

) ) ) .. . SuviSak zaostale
Defekti vrata i sredn ijel Defekti repa .
efekti vrata i srednjeg dijela p citoplazme
Savijen ~ Asimetrican  Debeo Tanak Kratak Savijen Uvijen > 1/3 glave
vrat

Slika 14. Najces¢i 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) odreden je
pomocu 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, neostecena
DNA prosiri, dok fragmentirana DNA ne. Drugim rije¢ima, neoSte¢ena DNA se rasprsuje, tj.
dispergira i tvori takozvane aureole oko glave spermija koje su zapravo omée DNA (179) dok
se oStecena DNA ne moze rasprsiti. Za potrebe ovog testa pocetni uzorci su razrijedeni
fosfatnim puferom (engl. phosphate-buffered saline, PBS) na koncentraciju 5 milijuna spermija
po mL, ako je odredena koncentracija spermija po mL bila vec¢a od navedenog broja. Ukoliko
je koncentracija bila manja, uzorak je koristen izravno, bez razrjedivanja. Agaroza u tubicama
je otopljena 5 min na 95 °C te ohladena 5 min na 37 °C. Zatim je 30 uL uzorka pomijesano s
otopljenom agarozom i 20 puL mjeSavine je dodano na predmetna stakalca na stranu koju je
odredio proizvoda¢. Uzorak je potom poklopljen pokrovnim stakalcem te postavljen na
prethodno ohladenu staklenu plocu i inkubiran 10 min na +4 °C. Tijekom cijelog procesa
predmetno stakalce se drzi 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 osuSen 15 min na zraku te je tretiran komercijalnom otopinom TA (GoldCyto Sperm®
Kit, Goldcyto Biotech Corp., Guangzhou, China), 500 uL, 1 min pri sobnoj temperaturi. Zatim
je izravno na uzorak dodano 1500 pL komercijalne otopine TB (GoldCyto Sperm® Kit,
Goldcyto Biotech Corp., Guangzhou, China), lagano promijesano i inkubirano dodatnih 10 min
pri sobnoj temperaturi. Uzorak je ispran u horizontalnom polozaju vodom iz slavine te ponovno
osusen.

Postotak SDF je odreden pomo¢u 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 nasumi¢no po uzorku. Buduci da je

......

vecu aureolu oko predjela glave, dok oni koji jesu ¢e imati malu aureolu ili je ne¢e uopce imati
(Slika 15) (180).
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a .f .f’

Slika 15. Prikaz spermija nakon testa fragmentacije DNA. A) spermiji razli¢itog 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 sazimanja, odnosno kondenzacije kromatina spermija odredena je bojanjem spermija
kiselom bojom anilin-plavo (engl. aniline blue, AB). Boja AB se veze na preostale histone u
spermijima, daje plavo obojenje koje ukazuje izravno na zaostale histone i neizravno na
nepotpunu spermiogenezu, smanjenu koli¢inu protamina te nepotpuno kondenzirani kromatin
(Slika 16) (182). Za potrebe ove metode uzorci sjemena su razrijedeni na koncentraciju 10
milijuna po mL u puferu PBS, ako je u uzorku bila veéa koncentracija. Zatim je nadinjen razmaz
na predmetnom stakalcu od 20 pL spermija i osusen na zraku pri sobnoj temperaturi. Razmazi
su nakon toga fiksirani 30 min u 3 %-tnom glutaraldehidu (Merck, Kenilworth, New Jersey,
SAD) razrijedenom 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
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osusena 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 Cega su osuSena na zraku i pokrivena pokrovnim stakalcem i pokrovnim medijem
(Eukitt®, PanReac AppliChem, Darmstadt, Njemacka). Stakalca su analizirana svjetlosnim
mikroskopom (Olympus CX 41, Olympus, Tokio, Japan) pri povecanju X100 koristenjem
anisola kao imerzijskog sredstva. Za svaki uzorak, 100 — 120 spermija na nasumi¢nim vidnim
poljima je izbrojano kao obojeno (plavo) ili neobojeno (prozirno, svjetlo-plavo) (Slika 16).
Obojeni spermiji su analizirani kao spermiji s neispravno sazetim, tj. kondenziranim
kromatinom zbog povecanog udjela preostalin obojenih histona, a blago obojeni i neobojeni
spermiji kao oni s ispravno sazetim Kromatinom, bez viska histona zaostalih nakon

spermiogeneze (182).

Slika 16. Mikroskopska snimka uzorka spermija nakon bojenja bojom AB. Primjer tamno-plavo
obojenog spermija koji sadrzi zaostale histone i ima smanjenu kondenzaciju kromatina (*), a blago
obojeni/neobojeni spermij pokazuje kondenzirani kromatin, bez suviska zaostalih histona (¢). Povec¢anje

x1000, skala pokazuje 10 um.

4.2.5. Odvajanje stani¢nog dijela sjemena od sjemene plazme

Sjemena plazma je odvojena od stani¢nog 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 ¢ega je odvojen supernatant plazme od taloga i jo§ 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 stani¢nog dijela koji je zaostao u talogu.

Sjemena plazma je pohranjena na -80 °C do daljnjeg koriStenja.

4.2.6. lzolacija N-glikana iz ukupnih proteina sjemene plazme

Za izolaciju N-glikana iz ukupnih proteina, uzorci sjemene plazme su odledeni na sobnoj
temperaturi i kratko su centrifugirani pri niskoj brzini okretaja. Za potrebe ove analize takoder
je pripremljen kuéni standard tako da je pomijesano 5 uL svakog uzorka sjemene plazme
zajedno. Ovaj standard je koristen kao unutrasnja kontrola kroz cijeli proces pripreme i analize

uzoraka sjemene plazme te za odredivanje strukture specifi¢nih N-glikanskih pikova.

4.2.6.1. Ispiranje slobodnih N-glikana sjemene plazme

Protokol ispiranja, denaturacije, oznaCavanja ispiranja, ¢iS¢enja i detekcije N-glikana
ukupnih proteina sjemene plazme je uspostavljen i optimiziran za potrebe ovog istraZzivackog
rada. Temelji se na prethodnim analizama N-glikana imunoglobulina G iz uzoraka krvne
plazme ili seruma (183).

Uzorci sjemene plazme svakog ispitanika su nasumicno rasporedeni po ploci s 96 jazica,
5 uL uzorka po jazici. Nakon toga dodano je 200 puL Cromabond ugljikovih C-18 zrnaca
(Marcherey-Nagel, Diiren, Njemacka), koncentracije 50 mg mL™, 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 plo¢u (Orochem,
Naperville, Illinois, SAD). Zrnca C-18 su potom isprana pomocu vakuum pumpe (Pall
Corporation, New York, SAD), dodatno isprana tri puta s 200 uL. ACN/0,1 % TFA u omjeru
80:20 te jos dodatno tri puta s 200 uL ACN/0,1 % TFA u omjeru 5:95. Uzorci su razrijedeni s
45 uL otopine ACN/0,1 % TFA u omjeru 5:95, prebaceni na plocu te je potom na njih dodano
jos 150 pL otopine ACN/0,1 % TFA (5:95). Zatim su uzorci inkubirani 2 min i centrifugirani
5 min na brzini koja se povecavala na 300, 400, 500, 600 i 800 rpm svaku minutu (centrifuge
5804 with a rotor A-2-DWP, Eppendorf, Hamburg, Njemacka) ¢ime su isprani zaostali slobodni
glikani iz otopine.
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4.2.6.2. Denaturacija glikoproteina i oslobadanje N-glikana

Nakon ispiranja slobodnih glikana, eluirani su glikoproteini sa zrnaca C-18. U svaku jazicu
Orochem plo¢e dodano je 200 pL 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
plocu za PCR (engl. polymerase chain reaction, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, SAD) te osuSeni preko no¢i na 37 °C. Idu¢i dan, glikoproteini su denaturirani
dodatkom 30 pL, 1,33 %-tne otopine natrijevog dodecil-sulfata (engl. sodium dodecyl sulfate,
SDS, Carl Roth, Karlsruhe, Njemacka) i inkubirani 10 min na 65 °C. Potom su uzorci tretirani
4 %-tnom otopinom neionizirajuim i1 ne-denaturirajué¢im deterdZzentom Igepal-om CA-630
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD), 10 uL, 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 jaZicu
dodano je potom 1,25 mU enzima, pomijesanog s 10 uL 5 x koncentriranog PBS-a (c(NaCl) =
685 mmol L?, ¢(KCI) = 13,5 mmol L, ¢(NazHPO4) = 50 mmol L, ¢(KH2PO4) =9 mmol L*,
titriran s NaOH do pH = 7,4) te je takav uzorak inkubiran 18 h na 37 °C.

Proteini ili peptidi

R
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- 3 Asn

Deglikozilirani protein

NP Q ili peptid
'S Pep
. H’N/k"/N Pl Asp R [
OH ° OH 01— N P of | ;o
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R” HO HO — /
NHAc NHAc +H,0 H (o] (o]
N-glikan vezan na bo¢ni ogranak 0
aminokiseline asparagin (Asn) +
proteina ili peptida
NH
0 5
r” %o omOH R” HO o/m«m-nz
NHAc NHAC +H20 NHAc NHAc
N-glikan sa slobodnim i stabilnim Oslobodeni, nestabilni amino oblik
reduciraju¢im krajem N-glikana

Slika 17. Shematski prikaz enzimatske reakcije otpustanja N-glikana s bo¢nog ogranka
aminokiseline asparagina (Asn) glikoproteina pomocu enzima N-glikozidaze F (PNGaza F).

(Preuzeto i prilagodeno: Wang i sur., Bioscience Reports, 2014, (184))
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4.2.6.3. Oznacavanje oslobodenih N-glikana s glikoproteina

N-glikani oslobodeni s glikoproteina su nakon inkubacije oznaceni s 25 pL otopine
prokainamida (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD), koja sadrzi 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. Ploc¢a
S uzorcima je potom zatvorena s prianjajuc¢om folijom i inkubirana 1 h na 65 °C. Napravljena
je otopina s reduciraju¢im agensom tako da je otopljeno 4,48 mg agensa 2-pikolin borana (J&K
Scientific, Peking, Kina) u 25 pL otopine ledene octene kiseline i dimetilsulfoksida (DMSO) u
omjeru 30:70 po uzorku. Reducirajuca otopina je dodana na sve uzorke i inkubirana dodatnih

1,5 h na 65 °C. Uzorci su potom ohladeni 30 min na sobnoj temperaturi.

4.2.6.4. Ispiranje i ¢iS¢enje slobodnih N-glikana izoliranih s glikoproteina

Oznaceni N-glikani se potom trebaju isprati od ostatka proteina i reagensa kako bi bili
spremni za daljnju analizu, za $to se koristio modificirani protokol prema Trbojevi¢-Akmaci¢ i
sur. (183). Za tu svrhu, ploca Supor AcroPrep s filterima promjera 0,2 um (Pall Corporation,
New York, SAD) je koriStena kao stacionarna faza. Prije izolacije isprana je s 200 uL otopine
70 %-tnog etanola, 200 pL ultradiste vode i 200 pL otopine 96 %-tnog hladnog ACN-a
napravljene u ultracistoj vodi. Nakon dodatka svake otopine, ostatak tekucine je ispran pomocu
vakuumske pumpe. Zatim je dodano 700 pL hladnog ACN-a u svaki uzorak, sve zajedno je
lagano resuspendirano pipetom i pazljivo prebaceno na plocu Supor AcroPrep. Prebaceni
uzorci su inkubirani 2 min, a ostatak tekucine je odstranjen na vakuum pumpi. Potom je ostatak
reagensa na plo¢i Supor AcroPrep ispran Cetiri puta s 200 pL hladne otopine 96 %-tnog
ACN-a, nakon svakog puta je zaostala tekuc¢ina uklonjena vakuum pumpom. Zatim se ploca
Supor AcroPrep prebacila na plo¢u za skupljanje te je jo$ jednom isprana s 200 uL 96 %-tnog
hladnog ACN-a. Plo¢e su onda centrifugirane 5 min na 800 rpm te je zaostala tekucina
odbacena. Ploca Supor AcroPrep je zatim prebacena na Cistu plocu za PCR, na svaki uzorak je
dodano 100 pL ultraciste vode te su ploce inkubirane treskajuc¢i se 15 min pri sobnoj
temperaturi. Plo¢e se zatim centrifugiraju 5 min na 800 rpm. Postupak dodavanja ultra-¢iste
vode, inkubacije i centrifugiranja je jos jednom ponovljen. Uzorci su potom zatvoreni kapicama

za PCR ploce u linijama i pohranjeni na -20 °C do daljnjih analiza (183).
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4.2.7. Detekcija i mjerenje N-glikana

Fluorescentno oznaceni N-glikani su razdvojeni metodom tekucinske kromatografije
temeljene na hidrofilnim interakcijama (engl. hydrophilic interaction liquid chromatography,
HILIC) na uredaju Waters Acquity na kojem se odvija tekucinska kromatografija ultra-visoke
djelotvornosti H-klase (engl. ultra-high-performance liquid chromatography, UHPLC,
Milford, Massachusetts, SAD). Uredaj 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 mijesanjem s acetonitrilom u omjeru
uzorak : ACN = 25 : 75, kona¢nog volumena 50 pL od ¢ega je injektirano 40 pL. 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, veli¢ine Cestica
1,7 um i veli¢ine pora 130 A. Odvijalo se pri brzini protoka 0,561 mL min™ na temperaturi
10 °C. Pokretnu fazu A cinila je otopina amonijevog formata (HCOONHs) 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 krece od 30 %-tne do 47 %-tne otopine preko
23,34 min nakon pocetnog izokratskog koraka prolaska 30 %-tne otopine A u trajanju od
1,47 min (Tablica 1).

Uredaj i cijeli proces su kontrolirani programom Empower™ 3 (build 3471, Waters,
Milford, Massachusetts, SAD). Kalibracija kromatografskog sustava provedena je koristenjem
vanjskog standarda hidroliziranih 1 fluorescentno obiljezenih oligomera glukoze, tj.
prokainamidom obiljeZenim dekstranom. KoriStena negativna kontrola je sadrzavala ultra-Cistu
vodu i dodatni standard N-glikana imunoglobulina G (IgG) krvne plazme. Budu¢i da je protokol
sjemene plazme prvi put uspostavljen, N-glikani su koristili kao otprije poznata pozitivna
kontrola cijelog postupka. Vrijeme zadrZavanja (engl. retention time) glikana su prevedena u
glukozne jedinice (engl. glucose unit, GU). Podaci su obradeni koriste¢i automatsku metodu
obrade s tradicionalnim algoritmom za integriranje. Svaki kromatogram je ru¢no pregledan i
prepravljen kako bi se odrzao 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 izrazeni kao postotak ukupne integrirane

povrsine.
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Tablica 1. Gradijent otapala za analizu N-glikana ukupnih proteina sjemene plazme metodom

tekucinske kromatografije temeljene na hidrofilnim interakcijama (HILIC-UPLC).

Vrijeme (min) Protok (mL min) 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 specifiéne N-glikanske pikove,
oslobodeni i oznaceni N-glikani pripremljenih kuénih standarda sjemene plazme su analizirani
metodom tekucinske kromatografije spregnutom sa spektrometrijom masa (engl. liquid
chromatography—mass spectrometry, LC-MS) na uredaju 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 koristen uz elektrosprej ionizaciju u pozitivnom nacinu rada.
Postavke uredaja su bile iduce: raspon pretrazivanja 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 pomoc¢u programa UNIFI 1.9.9.3 Scientific Information
System. Podaci nakon LC-MS su preuzeti i dekonvoluirani kao datoteka .csv koja sadrzi vrijeme
zadrZavanja, neutralnu masu i intenzitet. Zbog identifikacije strukture glikana, ukupan spektar
masa je dobiven oko vremena zadrzavanja odabranih kromatografskih pikova. Anotacije
ukupnih spektara masa su odredene prema m/z vrijednostima i zaklju¢ene pomocu ra¢unalnog
programa GlycoMod (https://web.expasy.org/glycomod/, pristupljeno 07.07.2021.) (185).
Interpretacija i objasnjenje 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. Statisticka analiza

Prikupljeni podaci su prikazani opisnom statistikom. Kategorijske vrijednosti su
predstavljene postocima. Kvantitativne varijable su opisane aritmetickom sredinom i
standardnim devijacijama, odnosno medijanom i rasponom. Interval pouzdanosti od 95 % je
takoder prikazan kod dijela analiza. Normalnost raspodjele podataka testirana je Kolmogorov-
Smirnovim testom. Razlike izmedu dvije nezavisne skupine, ispitanika normalnih 1 patoloskih
parametara sjemena, za kategorijske varijable je odredena pomoc¢u dvosmjernog Fisherovog
egzaktnog testa ili y? testa. Procjena kvantitativnih varijabli izmedu normozoospermiénih
muskaraca i muskaraca s patolosSkom dijagnozom napravljena je pomocu neparametrijskog
testa Mann-Whitney. Analiza podataka izmedu vise skupina, odnosno normozoospermic¢nih
muskaraca i tri patoloske podskupine pacijenata — astenozoospermi¢nih, oligozoospermic¢nih i
oligoastenozoospermi¢nih, napravljena je pomocu testa Kruskal-Wallis. Za interakciju
mjerenih varijabli unutar predmnijevanog sustava (pusenje, alkohol, prehrana, urbano/ruralno
podrugje te fragmentacija DNA, postotak spermija sa sazetim kromatinom 1 relativne povrSine
N-glikana) koristena je multivarijatna logisticka regresija. Model je prilagoden sukladno
godinama, postotku spermija s fragmentiranom DNA i sazetim kromatinom. Ovaj statisticki
model dopustio je procjenu promjene prosjecne frekvencije relativne povrsine N-glikana u
svakoj pojedinoj patoloskoj podskupini u usporedbi sa skupinom normozoospermi¢nih
pacijenata. Kako bi se provijerilo jesu li pretpostavke logisti¢kog regresijskog modela prekrsene,
napravljena je analiza rezidualnog naspram postavljenog plota te je napravljen test za
heteroskedasti¢nost. Svih 37 pikova N-glikana proteina sjemene plazme su testirani
istovremeno te je stoga koristena Bonferonijeva korekcija za viSestruke usporedbe. Utjecaj
okolisnih ¢imbenika na neplodnost odreden je stupnjevitom obrnutom analizom. Sve analize su
napravljene pomocu programa STATA (StataCorp. 2015. Stata: Release 14.2. Statistical

Software, College Station, Teksas, SAD), pri ¢emu je razina znacajnosti iznosila p<0,05.
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5. REZULTATI

5.1. Opée karakteristike populacije ispitanika

Istrazivanje je provedeno u skladu s Helsinskom deklaracijom, u sklopu projekta
,Reproduktivna i regenerativha medicina — istrazivanje 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 patoloskim (PAT) parametrima sjemena nakon
racunalno potpomognute analize sjemena. Ispitanici s patoloskim parametrima su smatrani oni
kojima je bilo koji od osnovnih parametara sjemena (volumen, koncentracija/broj, pokretljivost,
vijabilnost ili morfologija spermija) bila ispod grani¢ne vrijednost postavljene prema
smjernicama SZO, 2010. godine (97).

U tablici 2 su prikazane opée karakteristike obje populacije ispitanika koje ukljucuju
prosjek godina, indeks tjelesne mase (engl. body mass index, BMI), stupanj obrazovanja te
postotak ispitanika u partnerstvu ili braku. Skupine ispitanika normalnih i patoloskih
parametara sjemena ne pokazuju statisticki znacajnu razliku u godinama kao niti razlike u
BMI-ju. Ipak iako vrijednosti BMI-ja kod skupine N (19,79 — 44,98) imaju vecu gornju granicu
raspona, nego skupina PAT (18,90 — 41,35). Promatrajuéi obrazovanje, u skupini ispitanika s
normalnim parametrima sjemena je vec¢i udio onih koji imaju visoku stru¢nu i $kolsku spremu
(VSS, VSS), dok je kod ispitanika s patoloskim karakteristikama sjemena veéi udio srednje
strucne spreme (SSS), iako nema statisticki znacajnih razlika u stupnju obrazovanja izmedu
skupina. Takoder, nema niti statisticki znacajne razlike u postotku ispitanika u partnerstvu ili
braku izmedu skupina N i PAT (Tablica 2).
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Tablica 2. Zna¢ajke ispitanika studije s normalnim (N) i patolo§kim (PAT) parametrima sjemena.
P vrijednosti dobivene Mann-Whitney testom za kvantitativne varijable i Fisherovim egzaktnim testom

za kategorijske varijable, p<0,05, raspon ozna¢ava minimalnu i maksimalnu vrijednost.

Karakteristika — N (N=62) ,_PAT (N=84) p
Medijan Raspon Medijan Raspon
Godine 35 19 - 55 36 22 - 54 0,178
BMI/kg m 26,30 | 19,79-4498 | 26,32 | 18,90-41,35 0,754
% %
VSS 34,9 32,6
.| VSS 14,5 9,3
Obrazovanje 0,686
SSS 47,0 53,4
Ostalo 3,6 4,7
Partnerstvo/brak 74,7 75,9 1,000

SD — standardna devijacija; VSS — visoka struéna sprema; VSS — visoka $kolska sprema;

SSS — srednja stru¢na sprema

5.2. Parametri sjemena ispitanika

Prije ukljucivanja u studiju, nije bio poznat status plodnosti ispitanika, ¢ime se osigurala
neselektivnost i nasumicnost pri ukljucivanju u studiju. Pomoc¢u sustava CASA odredeni su
Klasi¢ni parametri sjemena koji obuhvacaju volumen uzorka, koncentraciju i broj, pokretljivosti
I udio spermija ispravne morfologije (Tablica 3). Nakon analize, ispitanici su podijeljeni u dvije
skupine sukladno grani¢nim vrijednostima parametara sjemena prema smjernicama SZO iz
2010. godine: oni s normalnim, normozoospermié¢ni (N) i patoloskim (PAT) parametrima
sjemena (97). Prosje¢ni volumen uzorka nije se statisti¢ki znacajno razlikovao izmedu skupina
(p=0,269). Ocekivano, parametri sjemena su bili statisti¢ki znacajno razli¢iti izmedu skupine N
i PAT, ukljucujuéi 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. Klini¢ke znacdajke analize sjemena ispitanika s normalnim (N) i patoloskim (PAT)

parametrima sjemena. P-vrijednosti su odredene pomocu testa Mann-Whitney, p<0,05.

N (N=82) PAT (N=84)

X SD X SD i
Koncentracija spermija
(105/mL) 59,1 29,0 334 92,9 <0,001
Ukupan broj spermija
(105/uzorak) 188,3 116,1 72,4 1154 | <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 35,7 11,1 17,1 11,0 | <0,001
spermiji (%) ' ' ' ’ ’
(Ne;progresivni spermiji 16.1 49 131 74 0.004
% H i) i) Hl H
th;p”O pokretni spermiji 67,4 10,8 37,9 16,8 | <0,001
% H H i) H H
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

X — aritmeti¢ka sredina; SD — standardna devijacija

Nadalje, ispitanici s patoloSkim parametrima sjemena Su dodatno razvrstani u
podskupine sukladno broju i pokretljivosti spermija u ejakulatu kako bi se ispitale razlike medu
pojedinim dijagnozama. Podskupine ukljucuju astenozoospermiju (A), oligozoospermiju (O) i
oligoastenozoospermiju (OA). Analiza razlike u parametrima sjemena izmedu podskupina
prikazana je u tablici 4.

Volumen uzorka ponovno nije pokazao znacajne razlike parametara sjemena izmedu
svih podskupina, dok ostali parametri jesu. Oc¢ekivano parametri broja spermija, koncentracija
po mL i ukupan broj u uzorku su zna¢ajno manji u O i OA podskupinama, dok su parametri
pokretljivosti znacajno smanjeni u A i OA podskupinama. Postotak spermija ispravne
morfologije znacajno se smanjuje od N do A, O do najteze od dijagnoza OA (Tablica 4). Udio
vitalnih spermija se takoder znacajno razlikuje medu normozoospermi¢nim ispitanicima i
ostalim podskupinama. Tako najmanji udio imaju ispitanici u podskupini OA, zatim u A, dok
je postotak vitalnih spermija u podskupini O bliZi vrijednostima u normozoospermic¢noj skupini

normalnih parametara sjemena (Tablica 4).
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Tablica 4. Klini¢ke znadajke analize sjemena ispitanika s normalnim (N) i patoloskim (PAT)
parametrima sjemena svrstanih u astenozoospermicne (A), oligozoospermi¢ne (O) i
oligoastenozoospermi¢ne (OA) podskupine. P-vrijednosti su odredene pomocu testa Kruskal-Wallis,
p<0,05.

N (N=82) A(N=29) | O(N=21) | OA (N=34)

X SD X SD X SD X SD P
Koncentracija
spermija 59,1 | 29,0 | 52,7 | 29,8 | 12,1 | 10,6 | 30,2 | 142,3 | <0,001
(10%mL)
Ukupan broj
spermija 188,3 | 116,1 | 165,1 | 158,4 | 26,3 | 19,2 | 21,8 | 21,2 | <0,001
(10%/uzorak)
Volumen (mL) 33 1.3 3,0 1.3 2,7 1,4 3,7 2,2 0,229

Brzo progresivni

157 | 7,2 6,1 50 | 158 | 88 6,3 6,2 | <0,001
spermiji (%)

Srednje
progresivni 35,7 | 111 | 143 | 63 | 308 | 95 | 10,8 6,9 <0,001
spermiji (%)

Ne-progresivni

16,1 | 49 | 162 | 57 | 122 | 6,1 | 10,8 8,5 | <0,001
spermiji (%)

Ukupno pokretni

67,4 | 10,8 | 36,5 | 10,6 | 58,2 | 9,7 | 26,6 | 12,7 | <0,001
spermiji (%)

Nepokretni 327 | 110 | 635 | 106 | 41,8 | 97 | 734 | 12,7 | <0,001
spermiji (%)

Pravilna 98 | 40 | 70 | 43 | 66 | 37 | 61 | 45 | <0,001
morfologija (%)

Vitalnost

- 74,4 8,7 514 | 11,3 | 67,6 | 10,2 | 41,0 17,1 | <0,001
_spermija (%)

X — aritmeti¢ka sredina; SD — standardna devijacija

5.3. Fragmentacija DNA spermija

Fragmentacija DNA spermija (SDF) odredena je metodom kromatinske disperzije spermija
i analizirana na sustavu CASA. Potom su statisti¢ki analizirane razlike SDF-a izmedu N i PAT
skupine (Tablica 5) kao i izmedu N te podskupina astenozoospermija (A), oligozoospermija
(O) i oligoastenozoospermija (OA) (Tablica 6). U ovoj analizi, promatrani su detaljniji
parametri fragmentiranih spermija koji poboljsavaju 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.

Statisticki znacajna razlika DFI uocena je ve¢ kod osnovne raspodijele na N i PAT (Slika
18), koja je vidljiva u znacajno vec¢em 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 patoloskim (PAT)

parametrima sjemena. P-vrijednosti su odredene pomocu testa Mann-Whitney, p<0,05.

N (N=82) PAT (N=84)

X SD X 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 53 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

X — aritmeti¢ka 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 odredivanje fragmentacije DNA. A, B) Spermiji kod ispitanika ¢ija DNA nije
fragmentirana te C, D) spermiji ispitanika ¢ija DNA je znacajno fragmentirana. Povecanje x400, skala

pokazuje 20 um. (Preuzeto iz: Maric i sur. Life, 2021 (187))

Sto se ti¢e razlike DFI kod podskupina ispitanika abnormalnih (patoloskih) parametara
sjemena, uocena je statisticki znacajna razlika izmedu vrijednosti skupine N te A, O i OA kojoj
su najviSe pridonosile skupine narusene pokretljivosti i broja OA te narusene pokretljivosti A
(Tablica 6). Shodno tomu, najmanji udio spermija s velikom aureolom (p<0,001) te najveci
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 statisticki znacajno veci udio spermija
bez aureole (22,1 + 12,2), a O skupina veci udio spermija sa srednjom aureolom (28,8 + 12,5).

Nije uocena statisticki znacajna razlika u skupinama za potpuno degradirane spermije.
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Tablica 6. Usporedba fragmentacije DNA spermija ispitanika s normalnim (N) i patoloskim (PAT)
parametrima sjemena svrstanih u astenozoospermicne (A), oligozoospermi¢ne (O) i
oligoastenozoospermi¢ne (OA) podskupine. P-vrijednosti su odredene pomocu testa Kruskal-Wallis,
p<0,05.

OA
N (N=82) | A(N=29) | O(N=21) | \Zo. .
X [sD| X [sb| X [sD]| X [sD
DFI (%) 178 92 | 276 153|216 7,2 [ 389|203 | <0,001
Velika aureola (%) 58,1|18,7 49,3 |20,4|49,6 | 158 | 31,3 | 18,3 <0,001
Srednjaaureola (%) | 24,1 | 154 |235]103]28,8| 125|298 | 133| 0,019
Mala aureola (%) 36 |21 ]49[46[36|20]|71 66| 0005
Bez aureole (%) 136 84 |221[122]17,7] 63 [ 31,1167 <0001
g/i)grad"a”'s"erm”' 06|08 |07[08|03|04/|07 |10/ 0164

X — aritmeticka sredina; SD — standardna devijacija; DFI — indeks fragmentacije DNA (engl. DNA

fragmentation index)

5.4. Sazimanje kromatina spermija

Bojanjem anilin-plavim odreden je postotak spermija koji su pravilno sazreli odnosno imaju
pravilno sazet (kondenziran) kromatin. Intenzivno plavo obojenje upucuje na boju vezanu na
suviSak histona zaostalih nakon procesa spermiogeneze. Blago plavo obojenje i ne postojanje
obojenja znaci da je u uzorku prisutan manji udio histona (Slika 19) (106). Statisticki znacajna
razlika nije pronadena izmedu skupina N i PAT (Tablica 7). Nadalje, analizom razlika skupine
s normalnim i podskupina narusenih parametra spermija A, O i OA ponovno nisu pronadene

statisti¢ki znacajna odstupanja medu njima (Tablica 8).

Tablica 7. Usporedba stupnja saZimanja kromatina spermija ispitanika s normalnim (N) i
patoloskim parametrima (PAT) sjemena. P-vrijednosti su odredene pomocu testa Mann-Whitney,
p<0,05.

N (N=82) PAT (N=84)

X sD X SD P
Stupanj saZimanja 945 48 954 i1 0197
kromatina spermija (%) ’ : ’ , )

X — aritmeti¢ka sredina; SD — standardna devijacija
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Tablica 8. Usporedba stupnja sazimanja kromatina spermija ispitanika s normalnim (N) i
patoloskim parametrima (PAT) sjemena svrstanih u astenozoospermicne (A), oligozoospermic¢ne
(O) i oligoastenozoospermi¢ne (OA) podskupine. P-vrijednosti su odredene pomocu testa Kruskal-
Wallis, p<0,05.

N(N=82) | A(N=29) | O(N=21) | OA (N=34)

p
X SD X SD X SD X SD
Sazimanje
kromatina 945 | 48 | 947 | 40 | 96,2 | 46 | 955 | 38 0,216
spermija (%)

X — aritmeti¢ka sredina; SD — standardna devijacija
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Slika 19. Vizualizacija spermija svjetlosnim mikroskopom nakon bojenja anilin plavim za
odredivanje stupnja saZimanja kromatina spermija. Reprezentativni prikaz A) spermija
normozoospermic¢nog ispitanika B) spermija ispitanika patoloskih parametara sjemena. Povecanje

x1000, skala pokazuje 10 um.

60



5.5. N-glikani sjemene plazme

U svrhu otkrivanja specificnih N-glikanskih obrazaca ukupnih proteina sjemene plazme,
optimizirana i provedena je metoda otpustanja N-glikana s glikoproteina sjemene plazme,
obiljezavanja, prociS¢avanja i profiliranja metodom tekucinske kromatografije HILIC-UPLC.
Budu¢i da su pikovi porijeklom iz sjemene plazme, ne mogu se korelirati s N-glikanima drugih
proteina ili tjelesnih tekuéina, stoga ¢e nadalje biti ozna¢eni kraticom SPGP (engl. seminal
plasma glycan peaks). N-glikani su manualno integrirani ¢ime je dobiveno 37 individualnih
glikanskih pikova, SPGP1 — SPGP37, a reprezentativni prikaz kromatogama je na slici 20.

Vrijednosti SPGP-a izraZene su kao postotak (udio) relativne povrSine pojedinog pika.

Intenzitet/EU

}
|

Peak 12 3456 78 9 10 11 12 13 14 15161718 19 20 21 22 23 3'4 2526 57 28 2930 31323334 35 36 37
800 10.00 1200 14.00 16.00 1800 2000 200 .00
Vrijeme/min

Slika 20. Reprezentativni prikaz kromatograma N-glikana izoliranih s ukupnih proteina sjemene
plazme. Kromatogram je dobiven nakon provedbe tekucinske kromatografije ultra visoke

djelotvornosti, temeljenoj na hidrofilnim interakcijama (HILIC-UPLC), sastoji se od 37 individualnih

N-glikanskih pikova ¢iji intenzitet je prikazan u jedinicama EU (engl. emission units).

Usporedbom vrijednosti relativne povrSine SPGP-a ispitanika s normalnim i1 patoloSkim
parametrima sjemena, dobiveni su statisticki znacajni glikanski pikovi SPGP14 i SPGP27.
Ostali SPGP-ovi nisu pokazali znacajnost izmedu ove dvije skupine te su vrijednosti njihovih
relativnih povrSina prikazane u tablici 9. SPGP14 je znacajno smanjen u skupini PAT naspram
skupine N, dok je SPGP27 povecan kod skupine N. Medutim, nakon primjene Bonferronijeve
korekcije za visestruke usporedbe, statisti¢ki znacajno razli¢it medu N i PAT skupinom ostao
je jedino pik SPGP14.
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Tablica 9. Usporedba relativne povrsine N-glikanskih pikova ukupnih proteina sjemene plazme
kod ispitanika s normalnim (N) i patolo§kim parametrima (PAT) sjemena. P-vrijednosti su

odredene pomocu testa Mann-Whitney, podebljana p<0,05.

N-glikanski pikovi ’_\I (N=82) P_AT (N=84) p
X SD X 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 0,91 0,745

SPGP37 1,00 0,53 0,90 0,43 0,294
X — aritmeti¢ka sredina; *: p<0,05 nakon Bonferronijeve korekcije; SD — standardna devijacija

Testiranje znacajnosti razlike relativne povrsine N-glikana proteina sjemene plazme
provedeno je izmedu skupine ispitanika s normalnim parametrima sjemena N i patoloskih
podskupina A, O i OA, ¢ije vrijednosti se nalaze u tablici 10. Ponovno je statisticki znacajna
razlika medu skupinama uocena za N-glikan SPGP14 (p < 0,001), za koji se moze uo¢iti trend
opadanja. Najvecu vrijednost relativne povrSine ima skupina s naruSenim parametrima
pokretljivosti A (3,89 + 0,86), koja je ¢ak nesto veca od normozoospermi¢ne skupine N (3,85
+ 0,89). Nakon njih je vrijednost skupine s naruSenim brojem spermija O (3,39 + 1,50), a
najmanju relativnu povrsinu je pokazala skupina s oba naruSena parametra OA (3,13 + 0,86).

Nadalje, razvrstavanje u podskupine pokazalo je znacajne razlike u dodatnim
N-glikanima koje nisu bile vidljive u zdruzenoj PAT skupini. Ti dodatni N-glikani su SPGP5,
SPGP17, SPGP26 i SPGP32, a za njih nije uocen jasan trend. Nakon provedene Bonferronijeve
korekcije za viSestruke usporedbe, ponovno je statistiCki znacajan ostao samo N-glikan

SPGP14.

Tablica 10. Usporedba relativne povrsine N-glikanskih pikova ukupnih proteina sjemene plazme
ispitanika s normalnim (N) i patoloskim parametrima (PAT) sjemena svrstanih u
astenozoospermicne (A), oligozoospermi¢ne (O) i oligoastenozoospermi¢ne (OA) podskupine.
P-vrijednosti su odredene pomocu testa Kruskal-Wallis. Nominalna podebljana p-vrijednost ukazuje da

je barem jedna skupina statisticki znacajno razli¢ita od ostalih (p<0,05).

N A 0 OA
N-glikanski pikovi (N=82) (N=29) (N=21) (N=34) p
X |sb| X |sD| X |sD| X |sSD
SPGP1 2,27 10,40 | 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 494 |1,95| 431 [1,95| 534 | 253 | 533 | 223 | 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 | 337 |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 718 1,70 | 768 | 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* 385 0,89 389 |133| 3,39 | 150 | 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 381 (1,12 3,54 | 1,17 | 3,67 |1,44| 3,73 |1,41| 0,553
SPGP17 2,78 | 147 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 540 | 2,41 | 504 | 2,38 | 509 198 | 584 |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 {059 | 1,16 | 0,45| 1,19 | 0,73 | 1,07 | 0,44 | 0,801
SPGP22 2,15 (121 2,25 | 160 | 225 | 1,57 | 2,06 | 0,94 | 0,950
SPGP23 365 (191 413 | 222 | 3,01 |159| 3,17 |1,93| 0,071
SPGP24 2,11 (1,86 | 2,21 | 1,74 | 2,20 | 152 | 2,14 | 2,01 | 0,770
SPGP25 1,43 {096 | 1,39 |0,84| 1,31 (0,91 | 1,23 | 0,75 | 0,632
SPGP26 1,19 | 0,77 | 151 |0O,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 | 150 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 289 |1,74| 239 | 137 | 2,74 |121| 3,00 |2,34| 0,436
SPGP32 1,23 {052 | 1,38 | 0,69 | 1,07 | 0,46 | 1,09 | 0,72 | 0,035
SPGP33 0,74 {049 0,77 | 0,47 | 0,67 |0,41| 0,70 | 0,50 | 0,887
SPGP34 0,77 {037,082 [041| 1,02 |0,64 | 0,77 |0,51| 0,420
SPGP35 0,49 (030 0,42 |0,26 | 0,49 | 0,18 | 0,43 | 0,28 | 0,314
SPGP36 085 (0,72 0,84 |045| 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

X — aritmeti¢ka sredina; *: p<0,05 nakon Bonferronijeve korekcije; SD — standardna devijacija

5.5.1. Regresijski model N-glikana ukupnih proteina sjemene plazme i klini¢kih

dijagnoza ispitanika

Kako bi se detaljnije istrazila promjena N-glikana ukupnih proteina sjemene plazme u
ispitanika narusenih parametara sjemena naspram normozoospermic¢nih, na¢injen je statisticki
regresijski log-normalni model. Model je prilagoden za potencijalne zbunjujuce ¢imbenike
(engl. confounding factors) koji bi mogli utjecati na ishod analize, a ukljucuju godine,
fragmentaciju DNA i sazimanje kromatina spermija. Rezultati statistickog modela su prikazani

u tablici 11, a statisticki znacajne vrijednosti su podebljane. Statisticki najznacajnija promjena
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potvrdena je za N-glikan SPGP14 koji pokazuje 16 %-tno smanjenje (p=0,001) u skupini
ispitanika s patoloSkim parametrima sjemena. N-glikanski pikovi SPGP6 i SPGP26 takoder
pokazuju statisticki znacajnu promjenu relativne povrSine kod ispitanika s abnormalnim
parametrima sjemena naspram normalnih. N-glikan SPGP6 je pokazao 18 %-tno smanjenje
(p=0,015) u patoloskoj skupini, dok je SPGP26 pokazao povecanje od 21 % (p=0,026) naspram
normozoospermi¢ne skupine (Tablica 11). Nadalje, SPGP14 je jedini N-glikan koji u
multivarijatnoj statisti¢koj analizi ostaje znaajan s prilagodenom p-vrijednosti manjom od
0,05. Takoder, njegova statisticka znaCajnost ostaje i nakon Bonferronijeve korekcije za

viSestruke usporedbe.

Tablica 11. Regresijski log-normalni model usporedbe relativne povrsine N-glikana kod
ispitanika s patolo§kim parametrima sjemena u odnosu na normozoospermiéne. Model prilagoden

prema godinama, fragmentaciji DNA i sazimanju kromatina spermija, p<0,05.

N-glikanski pikovi PromJenagrlfil(aatrl]\;n(e(:yg)ovrﬁne N- D
SPGP6 -18 0,015
SPGP14* -16 0,001
SPGP26 +21 0,026

*: p<0,05 nakon Bonferronijeve korekcije

Gledajuci trend smanjenja vrijednosti relativne povr§ine N-glikana SPGP14, podskupina A
nije pokazala znac¢ajno smanjenje naspram normozoospermicne skupine N (-5 %, p=0,409). S
druge strane, statisticki znacajno smanjenje u multivarijatnom modelu jesu imale skupina
O (-19 %, p=0,004) i OA (-26 %, p<0,001) (Tablica 12). Znacajnu promjenu reativne povrsine
u barem jednoj od patoloskih podskupina naspram normozoospermic¢ne su SPGP2, SPGP4,
SPGP6, SPGP18, SPGP26 i SPGP35, iako niti jedan od navedenih N-glikana nije pokazao jasan
trend kao SPGP14. Nadalje, znacajno smanjenje relativne povrsine 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 znaajno povecanje u skupini A (p=0,009) i O (p=0,043), ali ne i u patoloski
kombiniranoj skupini OA gdje nema uocene razlike (p=0,978). Znacajno smanjenje relativne
povrsine uoceno je za N-glikan SPGP35 samo u podskupinama koje imaju narusenu
pokretljivost — A (p=0,035) i OA (p=0,033) (Tablica 12).

Nadalje, ispitano je postoje li znaCajne razlike relativne povrSine N-glikana unutar
patoloskih podskupina. Primijenjena je uparena usporedba izmedu svih podskupina kao i

Bonferronijeva korekcija za visestruke usporedbe razlika relativnih povrSina svih N-glikana
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koji su pokazali znaCajne razlike prema tablici 12. Uocena je znafajno povecana relativna
povrsina N-glikana SPGP14 kod podskupine A u odnosu na podskupinu OA. Takoder,
N-glikani SPGP2 1 SPGP4 su bili znacajno povecani u podskupini O u odnosu na OA. Znacajno
povecanje u skupini OA u odnosu na A pokazao je jedino N-glikan SPGP18.

Tablica 12. Regresijski log-normalni modeli usporedbe relativne povrsine N-glikana ukupnih
proteina sjemene plazme normozoospermi¢nih naspram ispitanika s patolo§kim parametrima
sjemena svrstanih u astenozoospermicne (A), oligozoospermicne (O) i oligoastenozoospermicne
(OA) podskupine. Postoci promjene su prilagodeni prema godinama, fragmentaciji DNA i sazimanju
kromatina spermija, p<0,05.

N-glikanski Promjena relativne povrsine N-glikana (%)
pikovi 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 takoder ispitana povezanost parametara sjemena i razine fragmentacije DNA
(SDF) pomoc¢u Spearmanovog koeficijenta korelacije. Pronaden je Spearmanov koeficijent
korelacije >0,50 izmedu indeksa DNA fragmentacije (DFI) te pokretljivosti i vitalnosti. DFI i
pokretljivosti spermija (-0,509) pokazuju negativhu povezanost, te shodno tome izravna
povezanost DFI i nepokretljivosti spermija (0,517). Nadalje, negativna povezanost je uoc¢ena i
s vitalno§¢u spermija (-0,509), dok je DFI izravno povezan s nevitalnim spermijima (-0,509).

Rezultati su prikazani u tablici 13.

66



Tablica 13. Odredivanje 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 prilagoden za godine, parametre sjemena i stupanj sazimanja kromatina spermija. Potvrdena
je statisticki znacajna povezanosti izmedu SDF-a te pokretljivosti i vitalnosti spermija
(p<0,001). Model je pokazao kako povecanje udjela pokretljivih spermija za 10 % vodi ka
smanjenju DFl-ja za 12,4 % (p<0,001), dok povecanje udjela vitalnih spermija vodi do
smanjenja DFI za 16,8 %. Shodno tome, poveéanje udjela nepokretnih i mrtvih spermija za
10 % je povezano s povecanjem DFI za 12,9 % kod nepokretnih spermija, odnosno 17,1 % za
mrtve spermije (Tablica 14). Vrijednosti ovog modela su ostale statistiCcki znacajne nakon

primjene Bonferronijeve korekcije za viSestruke usporedbe.

Tablica 14. Regresijski log-normalni modeli u kojima je fragmentacija DNA spermija zavisna
varijabla. Pokretljivost i vitalnost spermija su pojedina¢no uneseni u model te je odredena nominalna
p-vrijednost. Postoci promjene su prilagodeni prema godinama ispitanika, normalnim ili patoloskim

parametrima sjemena i stupanj saZzimanja kromatina spermija.

Parametar povecan 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 sazimanja kromatina spermija

Ispitana je povezanost parametra sjemena i sazimanja Kromatina spermija Spearmanovim
koeficijentom korelacije kako bi se dodatno provjerilo ima li povezanosti ova dva parametra,

budu¢i da nisu pronadene razlike u vrijednostima sazimanja kromatina izmedu
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normozoospermicnih i patoloskim podskupinama ispitanika (Tablica 8). Sukladno navedenim
opazanjima, nisu pronadene dodatne statisticki znaCajne povezanosti izmedu parametara
sjemena i sazimanja kromatina spermija (Tablica 15).

Nadalje, ispitani su i regresijski log-normalni modeli povezanosti parametara sjemena i
sazimanja kromatina, kako bi se dodatno provjerilo postoji li ovim statistickim modelom
povezanost. Ponovno, povezanost sazimanja kromatina i parametara sjemena nije pronadena te

rezultati nisu prikazani.

Tablica 15. Odredivanje povezanosti parametra sjemena i saZimanja kromatina spermija.

Prikazan je Spearmanov koeficijent korelacije r>0,50, p<0,05.

Parametri sjemena r

Koncentracija spermija (10%/mL) 0,1194
Ukupan broj spermija (10%/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 povrsine N-glikana ukupnih
proteina sjemene plazme pomocu Spearmanovog koeficijenta korelacije. Povezanost nije
uocena izmedu N-glikana te niti jednog parametra sjemena ukljucujuc¢i ukupan broj spermija,
broj spermija po ml, volumen sjemena, pokretljivosti, morfologije i vitalnosti spermija. Buduci
da nisu dobivene znacajne razlike ovim statistickim testom, rezultati nisu tabli¢no prikazani.

Iduce su napravljeni regresijski log-normalni modeli kako bi se dodatno istrazila povezanost
parametara sjemena i N-glikana u ukupnoj populaciji pacijenata te zasebno u skupini pacijenata
s normalnim i patoloskim parametrima sjemena. U tablici 16 su prikazani dobiveni znacajni
N-glikanski pikovi te njihova povezanost s pojedinim parametrima. Nakon prilagodbe modela
za visestruke usporedbe, znacajna pozitivna povezanost ostala je samo izmedu N-glikana

SPGP?2 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, (+) oznacava pozitivnu, a (—) negativnu povezanost. Podebljano je oznac¢en N-glikan

znacajan (p<0,05) nakon prilagodbe za viSestruke usporedbe.

Znacajno povezani N-glikani (SPGP)

Parametri sjemena

Ukupno N PAT
(Klrég;:ne]rf)raCI.Ja Sperri"Ja 11() 6(+), 8(+), 21(+) 11(-)
a‘algﬁjazf:)?g% spermija 6(+), 7(-), 19(-) 8(+), 19(-) 6(+), 7(-), 8(-)
200300400 1 59,1309, 190), | 40), 2009, 110
Volumen (mL) 9(%73(%8%:1)() 22(-) 14(-), 17(-), 18(+)

Progresivno pokretni

spermiji (%) - 1(-), 13(-), 34(+) 5(+), 32(-), 33(-)

Srednje progresivni 1(+), 2(+), 5(+), 1(+), 2(+), 4(+),
spermiji (%) | 8(+),11(+) 5. 1) 5(+), 35(+
(No/i;progreswnl spermiji 23(+), 32(+) 15(+) 14(+), 18(-), 32(+)
Nepokretni spermiji \ anf ) 2(-), 3(-), 4(-), 5(),
(%) 8(-), 35(-) 8(-) 35(-)
Nepravilna morfologija | 20(+), 21(-), 27(+), 8(-), 20(+), 21(-),

(%) 28(-), 29(+) 28(-), 29(+), 36(+) i
Nevitalni spermiji (%) - 3(+), 8(-) 5(-), 11(-)

N — normalni, PAT — patoloski parametri sjemena

5.9. Povezanost razine fragmentacije DNA i sazimanja kromatina

spermija

Ispitano je i postojanje povezanosti razine fragmentacije DNA (SDF)-a iskazane indeksom
fragmentacije DNA (DFI) i sazimanja kromatina spermija, regresijskim log-normalnim
modelima. Statisticki znacajna povezanost izmedu ova dva parametra nije uocena 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 zavisha

varijabla.
Promjena DFI (%) p
Sazimanje kromatina spermija* -5 0,582
Sazimanje Kromatina spermija** +1 0,946

DFI - indeks fragmentacije DNA (engl. DNA fragmentation index), *univarijatna

analiza i **prilagodeno 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 prilagoden na zbunjujuce ¢imbenike je primijenjen kako bi
se ispitala povezanost promjene relativne povrsine pikova N-glikana ukupnih proteina sjemene
plazme i fragmentacije DNA spermija. Detaljno su ispitani N-glikani koji su pokazali najveéu
znacajnost razlike relativne povrSine kod normozoospermicne i patoloske skupina ispitanika.
Statisti¢ki znacajnu povezanost sa razinom fragmentacije DNA (SDF) su pokazali N-glikani
SPGP5, SPGP17 i SPGP26 kod skupine N. Kada se vrijednost indeksa fragmentacije DNA
(DFI) poveca za 10 %, relativna povrsina 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 patoloskih
parametara sjemena statisti¢ki zna¢ajna povezanost je pronadena samo za N-glikan SPGP18. U
ovom slucaju kod povecanja postotka DFI za 10 % relativna povrsina N-glikana SPGP18 se
znacajno smanji za 9 % (p=0,001). Ostali N-glikani nisu pokazali statisticki znacajnu 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 odredivanje povezanosti specifi¢nih N-glikana i
fragmentacije DNA spermija kod ispitanika normalnih parametara sjemena. Promjene relativnih
povrsina N-glikanskih pikova prate povecanje indeksa fragmentacije DNA (DFI) za 10 %. Prilagodba

za odabrane zbunjujuée ¢imbenike, p<0,05.

N-glikanski pikovi | oM TSR /‘:)"Wg'“e N p
SPGP2 +8 0,082
SPGP4 0 0,907
SPGP5 16 0,006
SPGP6 +11 0,071
SPGP14 +3 0,262
SPGPL7 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 odredivanje povezanosti specifi¢nih N-glikana i
fragmentacije DNA spermija kod ispitanika patoloskih parametara sjemena. Promjene relativnih
povrsina N-glikanskih pikova prate povecanje indeksa fragmentacije DNA (DFI) za 10 %. Prilagodba

za odabrane zbunjujuée ¢imbenike, p<0,05.

N-glikanski pikovi | "™ e“agrl‘i"lj:;r‘];“(‘f, /f)’)"vré'“e N p
SPGP2 +2 0319
SPGP4 +5 0,068
SPGP5 1 0,655
SPGP6 +2 0,412
SPGP14 +2 0,240
SPGP17 2 0323
SPGP18 9 0,001
SPGP26 3 0316
SPGP32 1 0,867
SPGP35 +4 0,259
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5.11. Povezanost udjela N-glikana sjemene plazme i sazZimanja

kromatina spermija

Ispitana je povezanost N-glikana i sazimanja kromatina spermija multivarijathom analizom,
odnosno regresijskim log-normalnim modelima. Analiza je pokazala statisticki znacajnu
povezanost stupnja sazimanja kromatina i relativne povrsine N-glikana SPGP17 i SPGP25.
Pronadeno je smanjenje relativne povrSine SPGP17 kada postotak spermija sa sazetim
kromatinom raste za 10 % (p=0,037). Nadalje, za isti porast postotka spermija sa saZzetim
kromatinom, pronadeno je povecanje u relativnoj povrsini SPGP25 od 25 % (p=0,034) (Tablica
20). Nadalje, primijenjeni su dodatni dijagnosticki testovi kako bi se potvrdila ucinkovitost
koriStenog statistickog modela te nisu pokazali nikakvo krSenje pretpostavki regresijskog log-

normalnog modela.

Tablica 20. Regresijski log-normalni modeli ispitivanja povezanosti sazimanja kromatina
spermija i N-glikana sjemene plazme. Promjene relativnih povrSina N-glikanskih pikova prate
povecanje postotka sazetog kromatina spermija za 10 %. Model je prilagoden prema godinama

ispitanika i fragmentaciji DNA spermija.

P S Promjena relativne povrsine N-
N-glikanski pikovi glikana (%) p
SPGP17 -14 0,037
SPGP25 +25 0,034

5.12. Povezanost zivotnih i okoliSnih ¢imbenika, razine fragmentacije

DNA i sazimanja kromatina spermija

Zivotni i okolisni ¢imbenici su procijenjeni na temelju ankete preuzete iz Okvirnih
projekata EU COPHES, DEMOCOPHES i Horizon 2020 HBMA4EU. U tablici 21 prikazani su
rezultati ankete u obliku postotaka koji govore koliki udio ispitanika je izlozen pojedinom
okolisnom i zivotnom ¢imbeniku. Statisticki znacajne razlike u Zivotnim navikama i okoli$nim
¢imbenicima nisu utvrdene izmedu ispitanika s normalnim parametrima i patoloSkim

parametrima sjemena.

72



Tablica 21. Prikaz i razlika u Zivotnim ¢imbenicima izmedu ispitanika s normalnim (N) i

patoloskim (PAT) parametrima sjemena. P-vrijednosti dobivene y? testom, p<0,05.

Cimbenici N (N=82) / % PAT (N=84) / % p
Urbano okruzenje 70,73 63,53 0,409
Zivot blizu ceste 27,71 32,53 0,612
Zivot blizu tvornice 19,28 21,69 0,848
Svakodnevna konzumacija 3928 39.02 1.000
povréa ’ ’ ’
Svakodnevna konzumacija 93.75 2195 0.932
voca ’ ’ ’
Konzumacija crvenog 5476 4457 0.246
mesa > 3 puta tjedno ' ' ’
Konzumacija peradi > 3 3012 34.94 0.619
puta tjedno ’ ’ ’
Konzumacija ribe > 1 puta
tjedno 25,61 19,75 0,481
Konzumacija mlijeka 89,55 86,57 0,790
_ N>15/dan 19,05 14,63
Cigarete 0,499
N<15/dan 16,67 23,17
Konzumacija alkohola 63,10 59,04 0,705

Statisti¢ki znacajne povezanosti odredene su pomocu regresijskih log-normalnih modela.
Tablica 22 prikazuje popis najceséih zdravstvenih, zivotnih i okolisnih ¢imbenika povezanih sa
SDF-om u sveukupnoj ispitanoj populaciji, gdje je takoder navedena statistiCka zna¢ajnost
korelacije navedenih parametara. Zna¢ajna povezanost uocena je za konzumaciju cigareta, pri
¢emu je pojava SDF-a znacajno povecana u ispitanika koji konzumiraju vise od 15 cigareta
dnevno (CI 1,03 - 1,52; p=0,022).

Uzimajuéi u obzir saZimanje kromatina spermija, dobivena je znacajna povezanost za
pojacanu konzumaciju peradi, mlijeka, zivot u urbanom okruzenju (Tablica 23). Statisticki
znacajno smanjena kondenziranost kromatina je povezana s ucestalom konzumacijom peradi
(C10,57 - 0,96; p=0,022), dok je povecana pri konzumaciji mlijeka (Cl 1,12 — 2,53; p=0,012).
Nadalje, statisticki znacajno smanjena kondenzacija kromatina je povezana sa Zivotom u

urbanom okruzenju (CI 0,50 — 0,91; p=0,009).
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Tablica 22. Regresijski log-normalni modeli povezanosti fragmentacije DNA spermija i najéeséih

Zivotnih i okoli§nih faktora u ukupnoj ispitanoj populaciji.

Fragmentacija DNA spermija N Pmsj.eéni [95 % CI] p
omjer
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

Cl —interval pouzdanosti (engl. confidence interval)

Tablica 23. Regresijski log-normalni modeli povezanosti sazimanja kromatina spermija i

najcescih Zivotnih i okoliSnih faktora u ukupnoj ispitanoj populaciji.

Sazimanje kromatina spermija N Pg‘:;Jchrm [95 % CI] p
Konzumacija peradi > 3 puta 50/166 0,74 0,57-096 | 0,022
tjedno
Konzumacija mlijeka 126/166 1,68 1,12 -2,53 0,012
Urbano okruzenje 116/166 0,67 0,50-0,91 0,009

Cl —interval pouzdanosti (engl. confidence interval)

5.12.1. Povezanost Zivotnih i okoliSnih ¢imbenika, fragmentacije DNA spermija i

sazimanja kromatina kod ispitanika normalnih parametara sjemena

Povezanost zivotnih i okolisnih ¢imbenika sa SDF i sazimanja 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
uocene u ukupnoj populaciji ispitanika. Gledaju¢i SDF u tablici 24, dobivena je znacajnost za
faktore razlicite nego kod zdruzenih skupina. Dobivena povezanost se odnosi na prehrambene
navike, odnosno konzumaciju mlijeka, pri ¢emu SDF raste pri povecanoj konzumaciji mlijeka

(Cl 1,15 - 2,33; p=0,007).

Tablica 24. Regresijski log-normalni modeli povezanosti fragmentacije DNA spermija i naj¢e§¢ih

Zivotnih i okoli$nih faktora kod ispitanika normalnih parametara sjemena.

Fragmentacija DNA spermija N Prosjecni omjer | [95 % CI] p

Konzumacija mlijeka 63/82 1,63 1,15-2,33 0,007
Cl —interval pouzdanosti (engl. confidence interval)
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Sto se ti¢e sazimanja kromatina spermija, takoder su dobiveni razli¢iti ¢imbenici kod
skupine ispitanika normalnih parametara sjemena (Tablica 25). Kondenziranost kromatina
spermija je tako statisti¢ki zna¢ajno povezana sa svakodnevnom konzumacijom voca, tako da
kondenzacija kromatina opada ukoliko se svakodnevno konzumira vo¢e (Cl 0,36 — 0,78;
p=0,001). Iduci znacajan ¢imbenik je pusenje pri ¢emu kondenzacija kromatina raste ako se
smanjuje konzumacija cigareta. Za vise od 15 cigareta dnevno je statisticki znac¢ajno smanjena
kondenzacija kromatina (C1 0,33 — 0,62; p<0,001), koja je uocena i kod konzumacije manje od
15 cigareta na dan (Cl 0,48 — 1,03; p=0,070) makar nije bila statisti¢ki znaGajna. Zivot u
urbanom okruzenju je takoder znacajno povezan s kondenzacijom kromatina, pri ¢emu se
kondenzacija kromatina smanjuje ukoliko se udio zivljenja u urbanom okruzenju povecava kod
ispitanika (C1 0,36 — 0,74; p<0,001).

Tablica 25. Regresijski log-normalni modeli povezanosti sazimanja kromatina spermija i

najcescih Zivotnih i okoliSnih faktora kod ispitanika normalnih parametara sjemena.

Sazimanje kromatina spermija N Prosjecni omjer | [95 % CI] p

Svakodnevna konzumacija voca 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<I5 16/82 0,70 0,48-1,03 | 0,070

Urbano okruzenje 61/82 0,52 0,36 - 0,74 | <0,001

Cl —interval pouzdanosti (engl. confidence interval)

5.12.2. Povezanost Zivotnih i okoliSnih ¢imbenika, fragmentacije DNA i saZimanja

kromatina spermija kod ispitanika patoloskih parametara sjemena

Okoli8ni i Zivotni ¢imbenici su ispitani 1 samo kod skupine pacijenata patoloskih parametara
sjemena, kako bi se uocilo koji ¢imbenici najvise utjeu na SDF i kondenziranost kromatina
spermija ove skupine. Statisticki znacajna povezanost je uocena izmedu SDF i parametara
okolisa koji su u ovom istrazivanju promatrani (prehrana, puSenje, konzumacija alkohola, Zivot
u urbanom/ruralnom okruZenju), nije pronadena.

Kondenzacija kromatina spermija i okoli$ni i zivotni ¢imbenici su takoder ispitani.
Pokazano je u tablici 26, kako je znacajna povezanost izmedu kondenzacije kromatina spermija
1 prehrane, to¢nije povecane konzumacije crvenog mesa te svakodnevne konzumacije povrca.

Kondenzacija kromatina spermija je smanjena ako je konzumacija crvenog mesa bila veca od
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3 puta (CI 0,48 — 0,87; p=0,004). Nadalje, statisticki znacajno je povecana kondenzacija
kromatina, ako je konzumacija povréa bila svakodnevna (Cl 1,02 — 1,85; p=0,036).

Tablica 26. Regresijski log-normalni modeli povezanosti saZimanja kromatina spermija i

najcescih Zivotnih i okoliSnih faktora kod ispitanika patoloSkih parametara sjemena.

ve . . .. Prosjecna o
Sazimanje kromatina spermija N vrijednost [95 % CI] p
Konzumacija crvenog mesa >3 tjedno | 39/84 0,65 0,48 - 0,87 | 0,004
Svakodnevna konzumacija povrca 34/84 1,37 1,02-1,85 | 0,036

Cl — interval pouzdanosti (engl. confidence interval)

5.13. Povezanost udjela N-glikana sjemene plazme, Zivotnih i okoli$nih

¢imbenika

Odredena je povezanost udjela N-glikana ukupnih proteina sjemene plazme i okoliSnih 1
zivotnih faktora regresijskim log-normalnim modelom. Ispitani su N-glikani koji su pokazali
najznacajnije promjene relativne povrSine izmedu ispitanika s normalnim i1 patoloskim
parametrima sjemena (rezultati prikazani u tablici 12). Pri analizi povezanosti N-glikanskih
pikova i okolis$nih ¢imbenika kod normozoospermiénih ispitanika, osim SPGP6 i SPGP18, svi
ostali N-glikani su pokazali znacajnu povezanost s nekim Zzivotno-okolisnim ¢imbenikom
istrazivanim u ovoj studiji (Tablica 27). Tako je puSenje negativno povezano s N-glikanima
SPGP2, SPGP4, SPGP5, a pozitivno s SPGP26, SPGP32 i SPGP35. Zivot u blizini tvornice je
znacajno pozitivno povezan s SPGP2 i SPGP17 te je pozitivha povezanost uoc¢ena izmedu
SPGP14 i zivota u blizini ceste. Takoder, pronadena je pozitivna povezanost konzumacije ribe
i glikana SPGP32.

Nadalje, analiza povezanosti N-glikana i okoli$nih ¢imbenika u skupini ispitanika S
patoloskim parametrima sjemena, je pokazala kako N-glikani SPGP2, SPGP5, SPGP17 i
SPGP26 nisu povezane niti s jednim promatranim okoliSnim ¢imbenikom u ovoj studiji
(Tablica 28). Ponovno, povezanosti su dobivene za pusenje pri ¢emu 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 takoder pokazao
pozitivnu povezanost s konzumacijom alkohola. Zivot 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 naj¢eS¢ih Zivotnih i okolisnih faktora kod ispitanika koji imaju normalne

parametre sjemena. Model je prilagoden na odabrane zbunjujuce ¢imbenike. Pozitivna povezanost (+),

negativna povezanost (-). Prikazani ¢imbenici za koje je p<0,05.

N-glikanski pikovi

Povezani zivotni i okoli$Sni ¢imbenici

SPGP2 Zivot u blizini tvornice (+), pusenje (-)
SPGP4 Pusenje (-)

SPGP5 Pusenje (-)

SPGP6 -

SPGP14 Zivot blizu ceste (+)

SPGP17 Zivot u blizini tvornice (+)
SPGP18 -

SPGP26 Pusenje (+)

SPGP32 Pusenje (+), konzumacija ribe (+)
SPGP35 Pusenje (+)

Tablica 28. Regresijski log-normalni modeli povezanosti N-glikanskih pikova ukupnih proteina

sjemene plazme i najce$¢ih Zivotnih i okoliSnih faktora kod ispitanika koji imaju patoloSke

parametre sjemena. Model je prilagoden na odabrane zbunjujuce ¢imbenike. Pozitivna povezanost (+),

negativna povezanost (-). Prikazani ¢imbenici za koje je p<0,05.

N-glikanski pikovi

Povezani Zivotni i okolisSni ¢imbenici

SPGP2 -

SPGP4 Zivot u blizini tvornice (+)
SPGP5 -

SPGP6 Alkohol (+), pretilost (-)
SPGP14 Pretilost (+)
SPGP17 -

SPGP18 Pusenje (+)
SPGP26 -

SPGP32 Pusenje (+)
SPGP35 Zivot blizu ceste (+)
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5.14. Odredivanje strukture znacajnijih N-glikana ukupnih proteina

sjemene plazme

Kako bi se dodatno utvrdila svojstva, olaksalo razumijevanje i interpretacija rezultata
N-glikana koji su pokazali znafajnu razliku izmedu pacijenata normalnih i patoloskih
parametara sjemena, provedena je njihova strukturna karakterizacija. Nakon provedenog
profiliranja N-glikana tekuc¢inskom kromatografijom HILIC-UPLC, skupljeni su N-glikani
pikova od interesa uklju¢ujuc¢i SPGP2, SPGP4, SPGP6, SPGP14, SPGP17, SPGP18, SPGP25,
SPGP26, SPGP32 i SPGP35. Potom su pikovi analizirani metodom tekucinske kromatografije
spregnute sa spektrometrijom masa (LC-MS). Shodno dobivenim informacijama o sastavu
znacajnih pikova N-glikana uz dosad objavljenu literaturu, zakljuéeno je o kona¢nim
strukturama N-glikana ukupnih proteina sjemene plazme. Reprezentativni prikaz ukupnog
spektra dobivenog nakon LC-MS prikazan je na slici 21. Sastav i predlozena struktura
odabranih pikova N-glikana detaljno su opisani u tablici 29.

U svim istrazenim 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, sadrzi i hibridni tip glikana. Vecina istrazenih glikana,
poput SPGP5, SPGP6, SPGP14, SPGP17, SPGP25, SPGP26 i SPGP32, sadrzi sijaliniziranu
kapu. Takoder veliki broj identificiranih glikana sadrzi fukozu vezanu u samoj jezgri glikana
(SPGP2, SPGP4, SPGP5, SPGP14, SPGP18, SPGP25, SPGP32 i SPGP35). Glikani SPGP18 i
SPGP35 sadrze takoder fukozne jedinice i na predjelu antene. Nadalje, nakon analize spektara
masa, za nekoliko glikanskih pikova je predloZzena mjesavina struktura poput glikana SPGP2,
SPGPS, SPGP14 1 SPGP32. Glikanski pik SPGPS je najraznolikija mjeSavina koja sadrzi pet

predloZenih struktura kompleksnog tipa.
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Promatrane mase (m/z)

Slika 21. Reprezentativni sumirani spektar masa svih N-glikana ukupnih proteina sjemene

plazme nakon analize LC-MS. Vrijeme zadrZavanja je u rasponu od 7,2 — 24,0 min, uhvaéeno je 2009

spektara, a raspon omjera mase i naboja (m/z) je od 900 — 1650.

Tablica 29. Sastav i predloZeni opis strukture znacajnih N-glikana ukupnih proteina sjemene

plazme dobivenih nakon tekuéinske kromatografije spregnute sa spektrometrijom masa.

N-glikanski
pikovi

Sastav N-
glikana

Ukupni
promatrani
m/z

Ukupni
z

PredloZena
struktura

Opis strukture

SPGP2

H4N3F1

1641,701

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

Kompleksni tip
glikana, biantenarni,
monogalaktozilirani

bez fukoze

SPGP4

H4N4F1

922,898

1844,769

Kompleksni tip
glikana, biantenski,
monogalaktozilirani s
fukozom u jezgri

SPGP5

H4N3F1S1

966,893

1932,782

Kompleksni tip
glikana, monoantenski
monogalaktozilirani,
monosijalinski bez
gukoze u jezgri
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H4N5SF1

1024,421

Kompleksni tip
glikana, biantenski,
monogalaktoziliran sa
biseciranim N-
acetilglukozaminom i
fukozom u jezgri ili
kompleksni tip
glikana, triantenski
monogalaktoziliran s
fukozom u jezgri

H4NS5

951,407

Kompleksni tip
glikana, biantenski,
monogalaktoziliran sa
biseciranim N-
acetilglukozaminom
ili kompleksni tip
glikana, triantenski
monogalaktoziliran

SPGP6

HAN3F1S1

966,893

1932,782

Kompleksni tip
glikana, monoantenski
monogalaktozilirani,
monosijalinski bez
gukoze u jezgri

SPGP14

H5N4F1S2

1295,003

Kompleksni tip
glikana, biantenarni
digalaktozilirani,
disijalinizirani sa
fukozom u jezgri

HS5N4S2

1221,982

Kompleksni tip
glikana, biantenarni
digalaktozilirani,
disijalinizirani bez
fukoze u jezgri

SPGP17

H5N4S2

1221,982

Kompleksni tip
glikana, biantenarni
digalaktozilirani,
disijalinizirani bez
fukoze u jezgri

SPGP18

H5N4F4

1223,016

Kompleksni tip
glikana, biantenarni
digalaktozilirani, sa

jezgrenom i
antenskom fukozom

SPGP25

HG6N5F1S3

1082,418

1623,112

Kompleksni tip
glikana, triantenarni,
trigalaktozilirani,
trisijalinizirani sa
fukozom u jezgri

SPGP26

HGEN5S3

1033,746

Kompleksni tip
glikana, triantenarni,
trigalaktozilirani,
trisijalinizirani bez
fukoze u jezgri
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SPGP32

H7N6F1S4

1301,159

Kompleksni tip
glikana, tetraantenarni
tetragalaktozilirani,
tetrasijalinizirani s
fukozom u jezgri

H6N5F6

1551,620

Kompleksni tip
glikana, triantenarni
trigalaktozilirani, s

jezgrenom i
antenskom fukozom

SPGP35

H7N6F5

1107,778

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 slozen te vremenski i prostorno strogo reguliran proces
sazrijevanja muskih spolnih stanica tijekom kojeg iz nediferencirane spermatogonije nastaju
zrele stanice spermija sa sposobnos$¢u stvaranja potomstva. Ako dode do narusavanja
spermatogeneze u bilo kojem razvojnom stadiju muske spolne stanice, posljedice mogu biti
nepovratne te potaknuti reproduktivne probleme i musku neplodnost (3, 187). Nadalje, nedavni
sveobuhvatni sistematski revijalni ¢lanak je ukazao na godis$nji porast prevalencije muske
neplodnosti diljem svijeta unazad zadnjih 30 godina (71). Stoga, reproduktivni poremecaji
muskog spolnog sustava predstavljaju jedan od globalnih istrazivackih prioriteta u svrhu ranog
otkrivanja, lijecenja neplodnosti, odnosno primjene optimalnog tretmana medicinski

potpomognute oplodnje (MPO).

Osim u samim testisima, spermiji zavr$no sazrijevaju u epididimisu i ostalim dijelovima
muskog reproduktivnog sustava. Ukoliko i tijekom puta kroz ostale organe reproduktivnog
sustava dode do poremetnje, potencijal spermija za oplodnju takoder moze biti narusen i voditi
muskoj neplodnosti. Poremetnjama muSkog reproduktivnog sustava pridonose endogeni
utjecaji nastali zbog raznih patoloskih stanja organizma, ali i egzogeni uslijed izlaganja
okolisnim ¢imbenicima rizika. Navedeni ¢imbenici utjeCu na izuzetno sloZzene fizioloske i
molekularne mehanizme nastanka muske neplodnosti. Iako su znanstvena istraZivanja iz
podru¢ja andrologije, grane znanosti koja se bavi fizioloSkom i patoloSkom funkcijom muskog
reproduktivnog sustava, u zadnjem desetlje¢u izrazito uznapredovala, jo§ uvijek je rije¢ o
relativno mladoj znanstvenoj disciplini s mnogo neodgovorenih pitanja. Sama analiza sjemena,
odnosno spermiogram koji je standardna laboratorijsko-dijagnosticka metoda procjene muske
neplodnosti, ¢esto ne moze dati potpunu sliku narusenih funkcija reproduktivnog sustava (93).
Prema tome, potrebno je prositi raspon analiza kojima bi se mogli bolje opisati poremecaji u
spermatogenezi i funkciji testisa. Stoga su ciljevi ovog istrazivanja bili odrediti povezanost
klasi¢nih parametara sjemena, ukljucuju¢i pokretljivost, broj i morfologiju dobivenih
spermiogramom i dodatnih analiza spermija. Dodatne analize ukljucile su fragmentaciju DNA
spermija i odredivanje stupnja sazetosti Kromatina. Ono $to je znacaj ovog rada je da je i prvi
puta provedena analiza povezanosti N-glikozilacije slobodnih proteina sjemene plazme, no ne
samo s klasi¢nim analiziranim parametrima sjemena, nego i s naj¢es¢im rizicnim okoliSnim

¢imbenicima koji mogu imati utjecaj na plodnost. Ovo istrazivanje stoga daje kompleksan,
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jedinstveni uvid u dijagnostiku muske neplodnosti putem povezivanja parametara sjemena S
dodatnim analizama na nekoliko razlicitih razina. Takoder, istrazivanje daje uvid u vaznost

okolisnih parametara pri dijagnostici neplodnosti.

6.1. Usporedba karakteristika ispitanika i parametra sjemena

U ovo istrazivanje je ukljuceno 166 ispitanika koji su podijeljeni u dvije glavne skupine
nakon analize spermiograma — oni s normalnim (N) parametrima (N = 82) te oni s patoloSkim
(PAT) parametrima sjemena (N = 84). Usporedene su opce karakteristike ispitanika te je
pokazano da izmedu dviju promatranih skupina nema znacajnih razlika u godinama niti
vrijednosti BMI-a. Nadalje, postotak ispitanika u odnosu na stupanj obrazovanja slican je
izmedu dvije skupine, kao 1 onih koji su u braku ili partnerstvu. Sli¢nost osnovnih karakteristika
izmedu normozoospermi¢nih i ispitanika patoloskih parametara sjemena ukazala je na
izjednacenost raspodjele ispitanika $to dalje pridonosi kvalitetnijoj statistickoj obradi. Tako, na
primjer, starosna dob muskarca koja ima utjecaj na smanjenu funkciju muskog reproduktivnog
sustava (188), ne bi trebala utjecati na bioloske parametre odredene ovim istrazivanjem.
Takoder, ni vrijednost BMI-ja kao mjera pretilosti ne bi trebala utjecati na bioloSke parametre
odredene ovim istrazivanjem iako je u prethodnom istrazivanju povezan s narusenim

parametrima spermija (189).

Usporedba parametara sjemena pokazala je kako su kod ispitanika s patoloskim
parametrima sjemena svi promatrani parametri ukljucujuéi broj, koncentraciju, pokretljivost,
morfologiju i vitalnost spermija, izuzev volumena sjemena, znacajno smanjeni u odnosu na
normozoospermic¢nu grupu. Kako bi se detaljnije testirale razlike i povezanosti u heterogenoj
patoloskoj skupini ispitanika, ona je podijeljena u podgrupe sukladno broju i pokretljivosti
spermija koriStenjem kriterija osnovnih parametara sjemena prema smjernicama SZO (97).
Tako su dobivene tri podskupine ispitanika s patoloskim parametrima sjemena —
astenozoospermicna (A) (N = 29), oligozoospermicna (O) (N = 21) i oligoastenozoospermi¢na
(OA) (N = 34). Kod usporedbe patoloskih podskupina i normozoospermi¢ne skupine, takoder
su svi parametri osim volumena sjemena bili znac¢ajno razlic¢iti medu skupinama. Budu¢i da je
podskupina AO kombinacija naruSene pokretljivosti i broja, slijedi da je ve¢ina parametara
snizena u odnosu na druge dvije patoloske 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 veéa. Prema izdanju smjernica SZO za analizu sjemena iz srpnja 2021. godine (106),
analiza vitalnosti se niti ne preporucuje kod pacijenata koji imaju urednu pokretljivost, odnosno
ukupnu iznad 40 %, kao §to je slu¢aj kod skupina N i O. Takoder, analiza vitalnosti ukazuje

kako nisu nuzno svi nepokretni spermiji ujedno i mrtvi (190).

6.2. Razina fragmentacije DNA spermija

Studije su pokazale kako oSteCenje genoma spermija, koje se moze odrediti pomocu
razli¢itih testova fragmentacije DNA, nije izravno povezana s ostvarivanjem trudnoce, ali moze
utjecati na rani razvoj embrija tijekom postupaka MPO-a (191, 192). Povezanost smanjene
moguénosti ostvarenja trudnoce nakon postupka MPO i fragmentacije DNA spermija uocena
je kod muskaraca normalnih parametara sjemena koji imaju idiopatsku ili musku neplodnost
(193). U ovom istrazivanju takoder je pronadena statisticki znacajna razlika u razini
fragmentacije DNA spermija (SDF), izrazenoj kao postotak fragmentacijskog indeksa DNA
(DFI), ve¢ pri podjeli u dvije glavne skupine, N i PAT. Pri tome je DFI bio zna¢ajno poveéan
kod pacijenata patoloskih parametara sjemena, Sto se slaze s prethodno provedenim
istrazivanjima (194, 195). Ono §to prijeci uvodenje ove analize u standardnu klini¢ku uporabu
je nedostatak univerzalno definirane grani¢ne vrijednosti DFI koja oznacava patolosko stanje.
Osim toga, razli¢iti laboratoriji koriste pristupe bazirane na razli¢itoj metodologiji poput testova
TUNEL (engl. terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick-end labeling), elektroforeze
pojedinacnih stanica (Comet test), SCSA (engl. sperm chromatin structure assay) i SCD (engl.
sperm chromatin dispersion), pri odredivanju SDF i DFI od kojih svaki ima pojedine mane i
prednosti (105). Medutim, recentna meta-analiza u kojoj su analizirani plodni i neplodni
muskarci i SDF ukazala je na grani¢nu vrijednost DFI od 20 % kao visoko osjetljivu (79 %) i
specificnu (86 %) za predikciju muske neplodnosti, bez obzira na koriSteni test SDF (105).
Zanimljivo, rezultati ove studije takoder ulaze u grani¢nu vrijednost odredenu u toj meta-analizi
gdje normozoospermicni ispitanici imaju prosje¢nu vrijednost DFI ispod 20 % (17,8 £ 9,2), dok
ispitanici s patoloskim parametrima sjemena imaju DFI iznad navedene vrijednosti (30,7 +
17,5).

Nakon $to su ispitanici razdijeljeni u podskupine patoloskih dijagnoza A, O i AO, ponovno
je u srednja vrijednost postotka DFT ostala iznad 20% u patoloskih skupina, te ispod 20 % u

normozoospermi¢noj skupini. Nadalje, ispitanici podskupine OA su imali najvecu vrijednost
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DFl-ja, koje je slijedila podskupina A te naposljetku podskupina O. Budu¢i da je srednja
vrijednost DFI povecéana kod skupina s narusenom pokretljivoséu (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 opazanje, pri ¢emu je DFI negativno
povezana s pokretljivoséu (-0,509) i pozitivno povezana s nepokretljivos¢u spermija (0,517).
Osim toga, uocena je povezanost izmedu DFI i vitalnosti spermija gdje je poveéana DFI
negativno povezana s vitalnos¢u spermija (-0,509). Takoder, regresijski log normalni linearni
model je pokazao kako povecanje pokretljivosti spermija za 10 % vodi smanjenju DFI za
12,4 % te povecanje udjela vitalnih spermija vodi smanjenju DFI za 16,8 %. Rezultati
povezanosti SDF i pokretljivosti spermija slazu se s prethodno objavljenim istrazivanjima gdje
je SDF c¢esc¢e povezan s pokretljivoscéu, nego s brojem i koncentracijom spermija (196-198).
Jedan od mogucih razloga povezanost SDF, smanjene pokretljivosti i vitalnosti leZi u njthovom
zajednickom porijeklu tijekom sazrijevanja spermija, budu¢i da se tijekom spermiogeneze
kondenzira kromatin i u isto vrijeme spermatida sazrijeva iz okrugle u izduzenu i dobiva rep.
Takoder, pretpostavlja se kako uslijed pojave oksidacijskog stresa kod muskaraca abnormalnih
parametara sjemena dolazi do oste¢enja DNA kao i oSte¢enja plazmatske membrane spermija

Sto vodi smanjenoj pokretljivosti (198).

S druge strane, autori meta-analize u kojoj je analizirana povezanost SDF-a kao
prediktivnog ¢imbenika postupka MPO ustvrdila je kako ovaj test trenutno ne moze predvidjeti
ishode IVF-a ili ICSl-ja. Jedan od moguc¢ih razloga su izrazito heterogene skupine ispitanika
analiziranih studija, ali i razliiti testovi kojima se ovaj parametar opisuje te nedostatak
univerzalno definirane grani¢ne vrijednosti (199). Budu¢i da ova metoda nije jo§ uvijek
standardizirana za rutinska klini¢ka testiranja, moze do¢i do nesrazmjera rezultata i
metodologije u razli¢itim androloskim laboratorijima (200). Nadalje, rezultati ovog istrazivanja
su pokazali povezanost vitalnosti spermija i postotka DFI $to upucuje na potencijalno malu
dijagnosticku i prediktivnu vrijednost analize SDF-a kod pacijenata s narusenom vitalnoscu.
Medutim, nekoliko revijalnih ¢lanaka je ukazalo kako povecane razine SDF-a mogu utjecati na
rani razvoj embrija, implantaciju embrija u maternici te ishod trudnoc¢e prirodnim putem ili
putem MPO (201, 202). Prema tome, najnovije smjernice SZO kao i Europsko udruzenje
urologa upucuju na testiranje SDF-a kod normozoospermi¢nih muskaraca koji ne mogu
ostvariti trudnocu partnerice i kod ponovljenih gubitaka trudnoce partnerice (106, 203).
Potrebno je svakako provesti dodatna istrazivanja s veéim brojem ispitanika te nastaviti

analizirati dosadasnje podatke kako bi se ucvrstila potencijalna klinicka uporaba te ustvrdili
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dodatni reproduktivni poremecaji ¢iju dijagnostiku i lijecenje bi ova dodatna metoda analize

sjemena mogla olaksati.

6.3. Stupanj kondenzacije kromatina spermija

Ispravna kondenzacija kromatina tijekom spermiogeneze, od klju¢ne je vaznosti za pravilnu
zaStitu genoma spermija, rani razvoj i kvalitetu embrija kao i uspjesnost ostvarivanje trudnoce
pomo¢u MPO-a (204, 205). Stoga bi metode kojima se odreduje stupanj kondenzacije
kromatina, mogle biti veoma informativne i dodatno ukazati na kvalitetu spermija te potencijal
za oplodnju. U ovom istrazivanju stupanj kondenzacije kromatina, odreden je jednostavnom
metodom bojanja fiksiranih spermija anilin-plavim pri ¢emu se boja veze na visak zaostalih
histona i ukazuje na neispravno kondenzirani kromatin (106). Ipak, ovom analizom nisu
dobivene statisticki znacajne razlike u postotku preostalih histona izmedu skupina N i PAT.
Takoder, nisu dobivene razlike niti nakon podjele ispitanika u podskupine A, O i AO. Takoder,
racunanjem Spearmanovog koeficijenta korelacije, nije pronadena povezanost klasicnih
parametara sjemena i sazimanja kromatina spermija. Rezultati studija koje su prethodno
promatrale razlike sazimanja kromatina spermija izmedu plodnih i neplodnih pacijenata kao i
povezanost s pojedinim klasiénim parametrima sjemena nerijetko Su oprecni. Prema
istrazivanju iz 2001. godine, pronadene su razlike u kondenzaciji kromatina nakon bojenja
anilin-plavim izmedu plodnih i neplodnih pacijenata, ali nije pronadena povezanost s klasi¢nim
parametrima sjemena (206). Neslaganje u razlici kondenziranosti kromatina spermija u ovom
istrazivanju i navedenoj studiji moglo je potencijalno nastati zbog same raspodijele ispitanika
u skupine. Naime, u ovom istrazivanju, ispitanici su svrstani prema vrijednostima klasi¢nih
parametara sjemena, dok su u drugoj studiji raspodijeljeni na neplodne i zdrave kontrole koje
nisu bile u potpunosti definirane (206). Nedostatak povezanosti klasi¢nih parametara sjemena
I kondenzacije kromatina spermija slaze se u obje studije. Tako su Kim i sur, 2013., promatrali
razliku u kondenzacije kromatina izmedu pacijenata normalne i abnormalne morfologije te nisu
pronasli znacajne razlike. Ipak, pronasli su medusobnu povezanost ispravne kondenzacije
kromatina i morfologije (207), sto je potvrdeno u jo$ jednoj studiji (208). Povezanost ostalih
klasicnih parametara sjemena poput pokretljivosti, vitalnosti i broja spermija i ispravne
kondenzacije kromatina ponovno nije pronadena (208). Ponovno, ovakva odstupanja rezultata

ove studije te ostalih, vjerojatno nastaju zbog koristenja razlicitih kriterija pri svrstavanju
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ispitanika u skupine. Stoga se moze uvidjeti vaznost 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

Budu¢i da su se dodatne analize fragmentacija DNA i stupanja kondenzacije kromatina
spermija u prethodnim istraZivanjima pokazale povezanima s ishodima MPO-a (106, 201, 204),
ispitala se potencijalna povezanost ova dva parametra na populaciji ispitanika uklju¢enih u
istrazivanje. 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 statisticki znacajnu povezanost promjene DFI pri
univarijatnoj analizi niti u postavkama gdje je analiza prilagodena godinama i skupinama
ispitanika. Dio dosadasnjih istraZivanja je takoder 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 moze do¢i do
razilaZzenja opazanja u razli¢itim studijama. Jedan razloga je sam mehanizam nastanka
fragmentacije DNA 1 neispravno kondenziranog kromatina. lako SDF moZe nastati uslijed
neispravne spermiogeneze koja ujedno moze narusiti i kondenzaciju kromatina, takoder moze
nastati i tijekom same spermatogeneze, ali i post-testikularno pojavom oksidacijskog stresa
(108, 112, 113). Prema tome, nije neocekivano da promatrana dva parametra nisu povezani
jedan s drugim te da mogu sluziti kao neovisni ¢imbenici procjene kvalitete spermija (210).
Takoder, sama spermiogeneza, a time i kondenzacija kromatina, ovisi o udjelu protamina P1 i
P2, broju disulfidnih mostova koje medusobno 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, moze biti povezan sa SDF-om (212), §to bi
moglo sugerirati analizu omjera P1/P2 kao informativniji parametar zaStite 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, tekuci medij koji potpomaze kretanje spermija kroz dio muskog 1 zenski
reproduktivni sustav, sadrzi brojne makromolekule §to ukazuje na njen potencijal za pronalazak
novih informativnih biomarkera muske neplodnosti i ostalih poremecaja reproduktivnog
sustava (30). Osobito je bogata glikoproteinima koji imaju jednu od naj¢es¢ih post-
translacijskih  modifikacija, N-glikozilaciju. Zbog svojstava dobivenih N-glikozilacijom,
glikoproteini imaju vaznu ulogu u interakcijama sa stanicnom membranom te glikozilacija ima
ulogu pri smatanju proteina u kona¢nu strukturu, ¢cime neposredno moze utjecati i na njihovu
funkciju (42). Pokazano je kako obrazac glikozilacije moze biti naruSen u raznim bolestima
(47), izmedu ostalih i kod muske neplodnosti (65), te time mogu biti potencijalni kandidati za

nove biomarkere neplodnosti (213).

U ovom istrazivanju identificirano je ¢ak 37 specificnih N-glikana izoliranih s ukupnih
proteina sjemene plazme te razdvojenih pomocu metode HILIC-UPLC. Statisticki znacajna
razlika u relativnoj povrsini N-glikanskih pikova SPGP27 i SPGP14 dobivena je izmedu
skupine ispitanika patoloskih parametara sjemena naspram normozoospermic¢nih. Raspodjelom
u podskupine A, O i AO, statisti¢ki znacajnim su se pokazali opet pik SPGP14 ali i pikovi
SPGP17, SPGP26 i SPGP32, iako je nakon Bonferronijeve korekcije za visestruke usporedbe,
kao statisticki znac¢ajan N-glikan ostao samo SPGP14. Takoder, znacajan je ostao I nakon
raspodjele u podskupine, gdje je uocen trend opadanja njegove vrijednosti s najnizom
relativnom povr§inom u podskupini OA, zatim O, pa A. Pomocu regresijskog modela za log-
normalnu distribuciju podataka pokazano je 16 %-tno smanjenje (p=0,001) povrsine SPGP14
kod skupine s patoloSkim parametrima sjemena, te Smanjenje i u njenim podskupinama koje se
povecavalo s ozbiljnos¢u dijagnoze - O (-19 %, p=0,004) i OA (-26 %, p<0,001). Nadalje,
regresijskim modelima dobiveno je jo§ glikanskih pikova poput SPGP2, SPGP4, SPGP6,
SPGP14, SPGP18, SPGP26, SPGP35 koji su se pokazali zna¢ajno razli€iti, no medu njima
samo za SPGP6 i SPGP26 dobiveni su trendovi opadanja, odnosno porasta relativne povrsine
u skupini s patoloSkim parametrima sjemena. Medutim, nakon Bonferronijeve korekcije za
viSestruke usporedbe, ponovno je znacajan ostao samo SPGP14. Prethodne studije su pokazale
kako Secerne skupine na glikanima, kao i specifi¢ne glikozidne veze, mogu do odredene mjere
razlikovati patoloske skupine ispitanika i one normalnih parametara sjemena (214-216). Tako

je izmedu O, A i OA pacijenata pokazan trend smanjene sijalinizacije glikana koji je
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najuocljiviji u skupini astenozoospermicnih ispitanika (215). Kod tih ispitanika je takoder
detektirana potpuna odsutnost glikana koji sadrze vise od 2 sijalinske kiseline, dok je uocen
porast fukoznih podjednica na glikanima (215). Kod skupine ispitanika definiranih kao
muskarci normalnih parametara sjemena s idiopatskom neplodnos$¢u, bio je povecan udio
visoko razgranatih i sijaliniziranih glikana (215). Jos jedna studija pokazala je sniZzen udio
sijalinske kiseline vezane a-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 narusen obrazac N-glikozilacije proteina moze utjecati na homeostazu
molekularnih procesa u spermijima i sjemenoj plazmi. Osim toga, moze znaciti narusavanje
procesa glikozilacije u reproduktivnim organima koji sjemenu plazmu luce, poput sjemenih

vezikula, prostate i ostalih sekretornih organa (217).

Buduéi da je rije¢ o nepoznatom i nestandardnom uzorku, izolacijom N-glikana ukupnih
proteina sjemene plazme i razdvajanjem metodom HILIC-UPLC nije bilo moguée dobiti to¢ne
informacija o njihovom sastavu te njihovoj biolosko-kemijskoj pozadini. 1z tog razloga,
napravljena je strukturna karakterizacija onih N-glikana koji su pokazali statisti¢ki znacaj prije
ili nakon Bonferronijeve korekcije, izmedu skupine N i PAT te N i podskupina A, O i OA.
Prethodna sveobuhvatna dva istrazivanja odredila su strukture N-glikana u sjemenoj plazmi
normozoospermicnih, plodnih dobrovoljaca (66, 186). U studiji koju su proveli Pang i sur.
2009, utvrdeno je nekoliko najzastupljenijih tipova glikana koji ukljucuju glikane bogate
manozom, kompleksne N-glikane Cije antene zavrSavaju tzv. Lewisovim X ili Lewisovim y
epitopima i kompleksne tipove N-glikana koji imaju sijalinsku kapu na zavrsecima antena
(186). Rezultati se djelomi¢no slazu s ovim istrazivanjem gdje su takoder najceséi tipovi
N-glikana kompleksni te nerijetko zavrSavaju sijalinskom kapom poput sastava glikana
H4N3F1S1 iz pika SPGP5 te glikana pikova SPGP6, SPGP14, SPGP17, SPGP25, SPGP26 i
SPGP32. Nesto drugaciji epitopi, Lewis X i a, su pronadeni 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 medutim nisu pronasli sijalinizirane
Lewisove epitope (66), koji su s druge strane detaljno opisani u studiji Pang i sur. 2009 (186).
Lewisovi epitopi su inace zavrSni sljedovi antena glikana, bogati fukozom 1 ponekad
sijalinizirani te su podobnije istraZzeni budu¢i da imaju vaznu ulogu u nekoliko fizioloskih
procesa. Jedna od uloga je pri oplodnji, gdje je pronadeno kako je zona pellucida jajne stanice
obogacena upravo prisutnoscu sijaliniziranih Lewisovih x epitopa (217). Takoder, Lewisovi

epitopi specifi¢no sudjeluju u raspoznavanju signala imunoloskog sustava pri ¢emu suprimiraju
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adaptivni imunoloski odgovor (186). U ovom radu su pronadeni Lewisovi x epitopi kod
N-glikana SPGP18, SPGP32 i SPGP35 sto je u skladu s prethodnim studijama (66, 186).

Vazan rezultat ovog rada je i pronalazak visokog udjela fukozilacije u jezgri glikana sto je
potvrdeno i u 9 od ukupno 11 glikana karakteriziranih u ovom istrazivanju, poput glikana u
pikovima SPGP2, SPGP4, SPGP5, SPGP6, SPGP14, SPGP18, SPGP25, SPGP32 i SPGP35, a
slaze se s rezultatima prethodnih istrazivanja (66, 186, 214). lako sama uloga fukozilacije u
jezgri glikana proteina sjemene plazme jo$ uvijek nije razja$njena kao $to je uloga u predjelu
antene, ipak ostaje jedna od karakteristika ovih glikoproteina koju je potrebno istraziti (214).
Takoder, pokazano je kako muskarci smanjene plodnosti pokazuju tendenciju prema jos vecoj
fukozilaciji no plodni (214), $to ne moZemo izravno povezati s ovim istrazivanjem, ali ukazuje
na zanimljiv aspekt gdje bi detekcija odredenih svojstava glikana proteina sjemene plazme
mogla ukazati na zdravstveni status muskog reproduktivnog sustava. Karakterizirani glikani
velikim dijelom sadrze sijalinizirane kape koje Cesto prati jedna fukoza u jezgri ukljucujuéi
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, iskljucivo
kod glikana koji ne sadrze sijaliniziranu kapu, pronadena je bogata fukozilacija u predjelu
antene poput pika SPGP18, sastava glikana karakteriziranog kao H6N5F6 iz glikanskog pika
SPGP32 te SPGP35. Ovi rezultati se slazu s rezultatima drugih studija koje su takoder pokazale
kako su razgranati glikani koji ne sadrze 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) sto se slaZze s rezultatima ove studije gdje je takoder

vecina glikana razgranata i sadrzi sijaliniziranu kapu.

Istrazivanja glikana kao potencijalnih biomarkera odnosno prediktora poremecaja muskog
reproduktivnog sustava su relativno novo podru¢je. Medu analiziranim N-glikanima u ovoj
studiji kao potencijalni biomarker muske (ne)plodnosti po prvi puta istaknut je bio upravo
SPGP14 koji je pokazan znacajnim u nekoliko koriStenih statistickih modela. Analizom
njegove kompozicije identificirana je struktura kompleksnog tipa te se pokazalo da je SPGP14
biantenarni digalaktozilirani, disijalinizirani N-glikan s fukozom u jezgri (H5SN4F1S2) ili bez
fukoze u jezgri (H5N4S2). U dosadasnjim, mada rijetkim studijama, ovaj glikan nije bio uo¢en
kao biomarker muske plodnosti (219), Sto upucuje na kompleksnost detekcije ovih post-
translacijskih modifikacija u sjemenoj plazmi (66, 186, 213). Obrazac glikozilacije istrazivan

je 1 kod specifi¢nih glikoproteina sjemene plazme poput PSA (engl. prostate specific antigen)
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u neplodnih i plodnih muskaraca. Budu¢i da je PSA ujedno i jedan od najc¢escih glikoproteina
u sjemenoj plazmi, dio detektiranih glikana vjerojatno i potjeCe s ovih proteina. Tako su Wang
i sur. 2021, ustanovili kako je glikan HSN4F1S2 jedan od najobilnijih dok a-2,6-sijalinizacija
naj¢es$¢i oblik glikozidne veze na PSA (220). Zanimljivo, isti N-glikan je pronaden u
glikanskom piku SPGP14 §to bi moglo ukazati kako je za promjene u povrsSini SPGP14 barem
djelomi¢no odgovoran PSA. Ipak, autori rada nisu pronasli razliku glikozilacije PSA kod
plodnih i neplodnih muskaraca, za $to bi razlog mogao biti suvise heterogena skupina neplodnih
ispitanika. S druge strane, utvrdili su kako su glikani PSA takoder visoko fukozilirani i
sijalinizirani (220, 221), sto 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, istrazena povezanost
pojedinih parametara sjemena (broj, pokretljivost, morfologija, vitalnost) i N-glikanskih pikova
kod ispitanika normalnih i patoloskih parametara sjemena. lako je ovaj statisti¢ki model
pokazao Sirok spektar povezanosti, nakon primjene prilagodbe za visestruke usporedbe, jedina
znaajna povezanost ostala je izmedu N-glikanskog pika SPGP2 i kategorije srednje
progresivno pokretnih spermija u skupini ispitanika s patoloskim parametrima sjemena.
Strukturna karakterizacija ovog glikana upucuje na nekoliko potencijalnih struktura ukljucujuéi
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 odredeni uvid, iako $turi, u povezanost N-glikana
I specificnih parametara sjemena. Tako je pronadena povezanost glikanskih profila i parametara
sjemena pri ¢emu je udio visoko razgranatih glikana pozitivno povezan s brojem spermija. Ovo
opazanje je uoceno buduci da je skupina oligozoospermicnih 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 znacajnih
razlika izmedu istrazivanih skupina neplodnosti kao na primjeru glikoproteina Kklasterina.
Njegova glikozilacija, odnosno fukozilacija jezgre i fukoze vezane glikanskom a-1,2-vezom

nije pokazala povezanost u odnosu na klasi¢ne parametre sjemena (222). Iz ovoga se moze
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zakljuciti da povezanost i medu-utjecaj glikana proteina sjemene plazme i svojstava spermija
dobivenih standardnim spermiogramom, ostaje podru¢je s mnogo nepoznanica za daljnja

istrazivanja s potrebom za izradom standardnog protokola za analizu.

6.7. Povezanost N-glikana sjemene plazme, fragmentacije DNA i

stupnja kondenzacije spermija

Budu¢i da je muska neplodnost izrazito heterogen poremecaj te da sam spermiogram cesto
ne daje prognosti¢ku vrijednost postupcima MPO-a, potrebno je raditi na razvijanju slozenijih
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 ukljucujuéi test
fragmentacije DNA i kondenzacije kromatina. Nacinjen je ponovno regresijski model za log-
normalnu distribuciju podataka te je pronadena povezanost odabranih N-glikana i oba
analizirana testa. N-glikani SPGPS, SPGP17 i SPGP26 se znacajno smanjuju kada se indeks
fragmentacije DNA (DFI) poveéa 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 mjeSavina nekoliko glikana. S druge strane, kod pacijenata s
patoloskim parametrima sjemena Se VisSoko fukozilirani N-glikan SPGP18 znacajno smanjuje
kada se DFI poveca za 10 %. SPGP18 je bez sijalinske kape, visoko fukoziliran na predjelu
antene i jezgre. Jedno od moguéih objasnjenja je sama promjena u sastavu glikoproteina
sjemene plazme muskaraca ¢ija DNA spermija je oSte¢ena uslijed post-teststikularnih utjecaja.
Tako primjerice pojava oksidacijskog stresa osim $to moze uzrokovati osteCenje DNA, moze
takoder negativno djelovati na sintezu glikana unutar endoplazmatskog retikuluma (ER) i
Golgijevog aparata (GA). Buduéi da je za sintezu prekursora sekretornih proteina potreban
velik oksidativni potencijal, oksidativni stres ga moze narusiti 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
izloZeni, moze biti razli¢it. Medu njima je pronaden i glikoprotein fibronektin, jedan od
najzastupljenijih proteina sjemene plazme, koji je bio prisutan samo kod ispitanika koji nisu
bili izlozeni ROS-ovima (225). Takoder, uocena je povezanost razine jos jednog glikoproteina
kojim sjemena plazma obiluje, klasterina i narusenih parametara sjemena, kao i povecane
pojave SDF-a (226). Prema tome, jedno od objasnjenja povezanost promjene odredenih

N-glikana i razine SDF-a potjece najvjerojatnije od same promjene razine glikoproteina
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sjemene plazme koja je nastala uslijed oksidacijskog stresa ili drugih ¢imbenika neplodnosti.
Za buduca istrazivanja od interesa bi bilo odrediti i same glikoproteine koji su odgovorni za

promjene koje se odrazavaju na N-glikane ukupnih proteina sjemene plazme.

Osim povezanosti SDF-a i N-glikana, ispitana je i pronadena povezanost kondenzacije
kromatina i N-glikana ukupnih proteina sjemene plazme. Ta povezanost utvrdena je za
smanjenje, odnosno povecanje relativne povrsine glikanskih pikova SPGP17, tj. SPGP25 te je
prvi puta pronadena i ispitana u ovom istrazivanju. 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 razli¢itim proteinima sjemene plazme (227). Buduéi da su
N-glikani proteina izuzetno dinami¢ne modifikacije (224), moguce da u jednom trenutku na
njih utjece i histonska odnosno protaminska kompozicija na kromatinu izravno ili nekim
drugim zajednickim mehanizmima. Zanimljivo je kako u ovom radu nema znacajne
povezanosti kondenzacije kromatina i analiziranih parametra sjemena, kao ni povezanosti
kondenzacije kromatina s SDF-om. Ipak, statisticki znacajna povezanost je uocena sa
specificnim N-glikanskim pikovima ali ona ne mora nuzno opisivati povezanost bioloSkih
procesa koji se odvijaju u spermijima i sjemenoj plazmi. Mozda bi se na ve¢em broju ispitanika

takva povezanost mogla potvrditi.

6.8. Povezanost okoliSnih ¢imbenika, fragmentacije DNA i stupnja

kondenzacije spermija

Cimbenici koji mogu utjecati na plodnost muskarca su i oni okolidni kojima je osoba
izlozena kroz svoje svakodnevne zivotne navike poput prehrane, pusenja, konzumaciju
alkohola te zZivot u urbanoj ili ruralnoj sredini (228). U ovoj studiji je stoga regresijskim
modelima ispitana povezanost dodatnih analiza parametara sjemena (SDF i sazimanje
kromatina) i znacajnih N-glikana s parametrima zivotnih navika dobivenih anketom. Ranija
Istrazivanja su pokazala kako pusenje nepovoljno utje¢e na musku plodnost te je povezano S
patoloskim parametrima spermija na animalnim modelima, ali i kod ljudi (150, 229). U ovom
istrazivanju, o$teéenje genoma, odnosno povecana fragmentacija DNA je povezana s
povecanom konzumacijom cigareta kada se istraze povezanosti na ukupnoj populaciji. Ovi

rezultati se slazu s dosada$njim rezultatima gdje je pokazano kako pusSaci imaju vecu stopu

93



SDF-a (229-231). Neki od predloZzenih mehanizama kojima puSenje oStecuje DNA jesu
povecéani oksidacijski stres uslijed izlaganja nikotinu, kao i povecana disfunkcija spolnih
hormona. Takoder, drugi sastojci dima poput teSkih metala olova i kadmija te benzopirena, kao
endokrino aktivnih tvari, mogu nepovoljno utjecati na kvalitetu spermija i raznim
mehanizmima dovesti do oSteCenja DNA spermija (229). PredloZen je i mehanizam putem
enzima CHKZ1 (engl. checkpoint kinase 1), koji koordinira odgovor na oStecenje DNA tako da
aktivira zaustavljanje stani¢nog ciklusa, popravak DNA ili stani¢nu smrt (230). Pokazano je
kako je razina ovog enzima znacajno sniZzena u pusaca naspram nepuSaca. Pronadena je i
povezanost ekspresije CHK1 u spermijima i SDF-a $to bi moglo upucivati kako odgovor ovog

enzima takoder moze sudjelovati u odgovoru na oSte¢enja izazvana pusenjem (230).

U ovom radu pronadena je i povezanost povecanja kondenzacije kromatina spermija kod
ispitanika s normalnim parametrima sjemena kako opada njihova konzumacija cigareta. Ovi
rezultati se takoder slazu s rezultatima dobivenim u prethodnim studijama (231-233). Naime,
Hammadeh i sur. 2010. su predloZili mehanizam kojim pusenje utjeCe na kondenzaciju
kromatina pri ¢emu kod puSaca zaostaje povecana razina histona H2B S$to uzrokuje slabiju
kondenzaciju kromatina. Takav slabije kondenzirani kromatin je podloZan oS$te¢enjima

uzrokovanim oksidacijskim stresom kojeg moze izazvati i pusenje (233).

Prehrana takoder moZe utjecati na kvalitetu spermija pogotovo ako je rije¢ zapadnjackoj
prehrani koja ukljucuje konzumaciju preradenih proizvoda visokog glikemijskog indeksa,
crvenog mesa, mlijeénih proizvoda, zasi¢enih masti i trans-masnih kiselina (136). S druge
strane, mediteranska prehrana uz koju ide konzumacija prehrane bogate cjelovitim Zitaricama,
povréem, vocem, peradi, ribom 1 morskim plodovima te orasastim plodovima je takoder
povezana s boljom kvalitetom sjemena (136). U ovom istrazivanju traZzene su regresijskom
modelima povezanosti prehrane, odnosno konzumacije crvenog mesa, peradi, ribe, voca,
povréa i mlijeka s dodatnim testovima analize kvalitete spermija. U ukupnoj ispitanoj populaciji
povecana kondenzacija kromatina je povezana sa smanjenom konzumacijom peradi i
pove¢anom konzumacijom mlijeka. S povecanom konzumacijom mlijeka je povezana i
fragmentacija DNA spermija kod ispitanika normalnih parametara sjemena, dok je smanjena
konzumacija voc¢a povezana s kondenzacijom kromatina kod normalnih parametara sjemena. S
druge strane, s kondenzacijom kromatina je povezana manja konzumacija crvenog mesa i
svakodnevna konzumacija povréa kod ispitanika patoloskih parametara sjemena. Navedena

opazanja govore u prilog kako prehrana koja naginje mediteranskoj pridonosi boljoj kvaliteti
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spermija procijenjenoj na temelju SDF-a i kondenzacije kromatina. Takoder, izlaganje
endokrinim disruptorima kroz prehranu poput ksenoestrogena koji se nalaze u soji, mlijeku ili
govedu moze naru$iti kvalitetu sjemena. Kako prehrambene namirnice u kombinaciji s
navikama pusenja, konzumiranja alkohola i izloZeno$¢u drugim okoliSnim ksenobioticima
predstavljaju slozenu mjesavinu mogucih genotoksika i endokrino aktivnih tvari iznimno je
tesko kod ljudi odrediti u¢inak samo jedne vrste namirnica i njihov utjecaj na plodnost (234).
Ipak vecina istrazivackih i preglednih radova u podruc¢ju prehrane i neplodnosti ipak sugerira
mediteransku prehranu kao izbor za poboljSanje funkcije cjelokupnog organizma te tako i

reproduktivnog sustava (136, 234).

Samo Zivotno okruZenje pojedinca, ovisno Zivi li u urbanoj ili ruralnoj okolini takoder moZe
imati utjecaja na reproduktivni status. Studija na misevima je pokazala kako su muske spolne
stanice osjetljive na oSte¢enja koja mogu nastati uslijed izlaganju zagadenju zraka kakvo se
Cesto nalazi u urbanim i industrijskim sredinama (235). S druge strane, zivot u ruralnoj sredini
takoder nosi opasnosti po reproduktivne zdravlje, buduc¢i da je veca vjerojatnost koristenja
raznih pesticida kroz bavljenje poljoprivredom u takvom okruzenju (160). U ovom istraZivanju,
urbano okruzenje je negativno povezano s kondenzacijom kromatina u ukupnoj populaciji kao
I kod ispitanika normalnih parametara sjemena. Istrazivanje koje su proveli Lim i sur., 2018,
pokazalo je kako je dugotrajno zagadenje zraka, kakvo nerijetko vlada u veéim gradovima,
povezano s rizikom nastanka dijabetesa (236). Prema tome muskarci koji Zive u okolini s veéim
zagadenjem, zbog takvog okoliSa potencijalno imaju ve¢u moguc¢nost poremetnji. Takoder,
kondenzacija kromatina iako nije izravno povezana s klasi¢nim parametrima sjemena i
SDF-om, potencijalno moze biti senzor okoliSnih ¢imbenika poput Zivotnog okoliSa ili

prehrane.

6.9. Povezanost okolisnih ¢imbenika i N-glikana ukupnih proteina

sjemene plazme

Budu¢i da su N-glikani proteina izrazito dinamican sustav koji je osjetljiv na vanjske
promjene, na njih mogu utjecati i odredeni okoli$ni ¢imbenici (44). U ovoj studiji su stoga po
prvi puta regresijskim modelom ispitane povezanosti odabranih zivotnih i okolisnih faktora
(prehrana, puSenje, konzumacija alkohola i urbana/ruralna sredina) s N-glikanima koji su

pokazali znacaj pri analizama u normozoospermicnih ispitanika i razliitim skupinama
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ispitanika s patoloskim parametrima sjemena. Dobivene su razne povezanosti, pri ¢emu se
navika pusenja pokazala kao navika koja je najCeSCe povezana s promjenama u sastavu
N-glikana. Povezanost puSenja i promjena N-glikana je detaljnije istrazena u krvnom serumu
pacijenata oboljelih od karcinoma plu¢a (237, 238). Nadalje pokazano je kako pusaci imaju
poveéanu 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 normozoospermicnih ispitanika pozitivna povezanost je uocena
s tri- ili tetra-antenarnim glikanom sa, odnosno bez sijalinske kape. S druge strane, glikani bez
sijalinske kape su negativno povezani s puSenjem u ovoj promatranoj skupini. Kod ispitanika
patoloskih parametara sjemena uocena 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 veéoj populaciji
ispitanika. Osim pusenja, povezanosti N-glikana su pronadene i s joS nekoliko okoli$nih
¢imbenika ukljucujuci zivot u industrijskom okruzenju (tvornice i prometnice), konzumaciju
alkohola te konzumaciju ribe kao i pretilost. Ovi rezultati su iznimno zanimljivi te dalje upuéuju
na N-glikane kao potencijalne biomarkere izlozenosti ¢imbenicima okoli$a, §to je pokazano u
prijasnjim studijama provedenim na nekim drugim bolestima poput N-glikanima
imunoglobulina G krvne plazme (240, 241). Buduéi da je ispitivani uzorak i populacija u

drugim studijama drugaciji no u ovoj, rezultati nisu izravno usporedivi.

Moze se zakljuciti da je hipoteza ovog istrazivanja djelomi¢no potvrdena, buduci da su
patoloski parametri sjemena povezani s povecanjem fragmentacije DNA 1 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 sloZenosti dijagnostike musSke neplodnosti te donosi uvid u povezanost dodatnih
analiza kvalitete spermija i sjemene plazme, koje su po prvi puta ispitane. Takoder, ovaj rad
predstavlja bazu za nova istrazivana koja ¢e podobnije ispitati same mehanizme povezanosti
parametara poput stupnja sazetosti kromatina ili fragmentacije DNA sa sastavom N-glikana
sjemene plazme. Povezanost provedenih analiza s okolisnim ¢imbenicima rizika za razvoj

neplodnosti, ukazuje na potencijal pojedinih analiza kao biomarkera tih utjecaja.
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7. ZAKLJUCAK

Dobiveni rezultati ukazuju na nekoliko najvaznijih zakljucaka:

1.

Fragmentacija DNA spermija u ovom istrazivanju definira prag od DFI 20 % kao
grani¢ni, Korelira s pokretljivos¢u i vitalno$¢u spermija te kod pacijenata koji imaju
narusene navedene parametre nije pogodan nezavisni biomarker.

Stupanj kondenzacije kromatina spermija ne korelira s parametrima sjemena i
fragmentacijom DNA spermija te se ponasa kao zaseban parametar. Zbog statistic¢ki
znaCajne povezanosti s N-glikanima SPGP17 i SPGP25, ipak je moguca njegova
korelacija s analizom N-glikana.

N-glikan SPGP14 pokazuje statisti¢ki zna¢ajan trend opadanja u astenozoospermi¢nim
ispitanicima koje slijede oligozoospermi¢ni te naposlijetku oligoastenozoospermicni pa
je potencijalni indikator stupnja neplodnosti.

N-glikani proteina sjemene plazme koreliraju s parametrima dobivenim dodatnim
analizama kvalitete spermija (fragmentacija DNA i stupanj sazimanja kromatina) §to
ukazuje na vaznost kombiniranja vise analiza pri procjeni kvalitete sjemena.

Ispitani okoli$ni ¢imbenici - puSenje, alkohol, prehrana i1 zivot u urbanoj ili ruralnoj
sredini negativno su povezani s fragmentacijom DNA i stupnjem kondenzacije
kromatina $to ukazuje kako nepravilnost stukture genoma moze biti dijelom uzrokovana
vanjskim utjecajima.

Utjecaj okoli$nih ¢imbenika vidljiv je na N-glikanima sjemene plazme, $to upucuje na
kombinacije N-glikana kao potencijalne biomarkere vanjskih utjecaja na muski
reproduktivni sustav.

Statisticki znacajna povezanost kvalitete spermija sa sastavom N-glikana ukupnih
proteina sjemene plazme ukazuje na vaznost razvoja i uklju¢ivanja novih dijagnosti¢kih

metoda u analizu muske neplodnosti.
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8. SAZETAK

Muska neplodnost je izrazito heterogen poremecaj te je nerijetko osnovna analiza sjemena
nedostatna za njezinu dijagnostiku i objasnjenje. Cilj istrazivanja je bio po prvi put odrediti
povezanost kvalitete spermija i zivotnih i okoli$nih ¢imbenika sa sastavom N-glikana ukupnih
proteina sjemene plazme. U studiju je ukljuCeno 166 ispitanika s normalnim (N = 82) i
patoloskim (PAT = 84) parametrima sjemena (koncentracija/broj, pokretljivost, vijabilnost,
morfologija spermija tj. astenozoospermija, oligozoospermija, oligoastenozoospermija).
Fragmentacija DNA spermija (SDF) bila je statisti¢ki znac¢ajno veca kod skupine PAT te
negativno povezana s pokretljivoséu i vitalno$¢u spermija. N-glikan SPGP14 se pokazao
statisti¢ki najznacajnijim za razlikovanje skupine N i PAT, kao i za statisti¢ki znac¢ajan trend
opadanja u skupini PAT od astenozoospermije prema oligozoospermiji do
oligoastenozoospermije. Parametri sjemena i N-glikana nisu pokazali znaCajne povezanosti,
osim kod srednje progresivne pokretljivosti spermija i SPGP2 u skupini PAT. Specifi¢ni
N-glikani su pokazali statisti¢ki znacajnu povezanost s SDF i sazimanja kromatina. Okoli$ni
¢imbenici (prehrana, puSenje, alkohol, urbana/ruralna sredina) pokazali su znacajnu povezanost
sa SDF, sazimanjem kromatina i promjenom sastava N-glikana ¢ija konacna struktura je
takoder istraZzena. Ovaj doktorski rad daje doprinos sveobuhvatnijem uvidu u musku

neplodnost, a N-glikani iskazuju potencijal kao biomarkeri za dijagnostiku muske neplodnosti.
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9. ABSTRACT

Association of life habits and environmental factors, sperm quality and seminal fluid

N-glycans in men, Tihana Mari¢, 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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