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IMUNOLOGIJA SPERME - POSEBAN OSVRT NA GOVEDA
IMMUNOLOGY OF SEMEN - SPECIAL REFERENCE TO CATTLE

Fratri¢ Natalija, Gvozdi¢ Dragan

Fakultet veterinarske medicine, Univerzitet u Beogradu, Srbija

Kratak sadrZaj

Imunski sistem igra vaznu ulogu u fertilizaciji, uspostavljanju i odrZzavanju
graviditeta. Imunski mehanizmi semenika opremljeni su fizickom i imunskom za-
Stitom antigena spermatozoida (autoantigena) od imunskog sistema domacina
kao i mehanizmima za suzbijanje mikrobijalnih patogena. U pubertetu kada je
vec uspostavijena imunska kompetentnost, germinativhe — polne celije zavrsa-
vaju svoj prvi ciklus dok se diferentciraju u zrele spermatozoide. U ovom periodu
se sintetise niz novih povrsinskih molekula koji se zajedno sa spermatozoidima u
razvoju (autoantigenima) “predstavljaju” imunskom sistemu. Prisustvo fizicke krv
— testis barijere Cini da su testisi sisara imunolo$ki privilegovano mesto koje $titi
autoantigene polnih celija od sistemskog imunskog odgovora. Lokalni imunomo-
dulatori kao $to su makrofagi, ¢elije prirodne ubice (engl. natural killer, NK), den-
driticne celije, mastociti i T limfociti ne aktiviraju imunsku reakciju odbacivanja i
na taj na€in omogucavaju spermatozoidima da izbegnu napad imunskog sistema
(lokalna imunosupresivna sredina).

Kljuéne reci: imunitet, oplodnja, semena plazma, spermatozoidi

Summary

The immune system plays a critical role in fertilization, the establishment
and maintenance of pregnancy. Immune mechanisms of testes represent physi-
call and immunologicall protection of spermatozoal autoantigens from a host im-
mune response and also to counteract invading microbial pathogens. At puberty,
when immune competence is already established, germ cells complete their first
spermatogenic cycle as they differentiate into mature spermatozoa. In this peri-
od, new surface molecules are synthesized, and along with the developing sper-
matozoa (autoantigens) are presented to the immune system. The presence of
the physical blood testis barrier makes the mammalian testes an immunologically
privileged splace, protecting the autoantigenic germ cells from systemic immune
response. Local immune modulators such as macrophages, natural Killer cells,
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dendritic cells, mast cells, and T lymphocytes do not activate immune rejection,
thus allowing spermatozoa to escape immune attack (local imnmunosupresive en-
vironment).

Key words: fertilization, immunity, seminal plasma, spermatozoa

Imunski sistem

Imunski sistem se sastoji iz dve komponente: nespecificnog imunskog siste-
ma koji uklju€uje nespecificne mehanizme za zastitu domacina od infekcije i spe-
cificnog imunskog sistema koji prepoznaje i odgovara na specifi¢ne antigene pre-
ko visoko polimorfnih molekula tkivne histokompatibilnosti (engl. major histocom-
patibility complex, MHC) i Sirokog repertoara imunoglobulina (Zhao i sar., 2014;
Hurley, 2015).

Nespecificni imunski sistem koristi brojne celije (fagocite, NK ¢elije i dr.), mo-
lekule (defenzini i komplement) i receptore (engl. Toll-like receptors, TLR) da pre-
pozna molekulske karakteristike patogena u cilju njihovog uklanjanja. Defenzini
su Siroko rasprostranjena klasa antimikrobijalnih proteina i igraju bitnu ulogu u za-
§titi od bakterija i gljivica. Interesantno je da su 3-defenzini eksprimirani i u epidi-
dimisu i u Zenskom reproduktivnom traktu (Horne i sar., 2008). Druga vazna kom-
ponenta imunskog sistema je sistem komplementa koji se sastoji od velikog broja
specificnih proteina i njihovih proteolitiCkih proizvoda, koji cirkuliSu u krvi i Cesto
predstavljaju prvu liniju odbrane organizma. Oni Cine oko 5% globulinske frakcije
krvnog seruma i uklju€uju brojne male molekule proteina koji normalno cirkuliSu
kao inaktivni prekursori. Dva glavna puta aktivacije komplementa su: klasi¢ni, ko-
ji prepoznaje i aktivira se u odgovoru na antigen-antitelo kompleks i alternativni
put, koji se aktivira putem C3b proteina komplementa koji se vezuje za povrSinu
mikroba i molekule antitela. Ishod svakog od puteva aktivacije moze biti: pokreta-
nje zapaljenskog procesa, oslobadanje hemoatraktanata koji privlace fagocite na
mesto infekcije, podsticanje vezivanja i prepoznavanja antigena (opsonizacija) i
pokretanje liziranja bakterije-antigena (Sarma i Ward, 2011).

Brojni proteini komplementa su uklju€eni u imunski odgovor, a medu njima
su primarni aktivatori: C3 komponenta komplementa i njeni proteoliti¢ki proizvo-
di (C3a i C3b) nastali delovanjem C3 konvertaze; C5 komponenta komplemen-
ta i njeni proteolitiCki proizvodi (C5a i C5b). Komponenta C5a je vazan hemotak-
tiCki protein koji ima ulogu u privlaCenju i aktivaciji mastocita. Komponente C5a
i C3a imaju anafilaktiCku aktivnost izazivajuc¢i degranulaciju mastocita. Kompo-
nenta C5b pokrecée put stvaranja (engl. membrane attack pathway) koji na kraju
zavrSava formiranjem MAC (engl. membrane attack complex). Ova komponenta
kordinira vezivanjem i drugih zna€ajnih komponenti komplementa bitnih za nasta-
janje MAC i generisanje pora u membrani koje dovode do liziranja bakterija (Do-
rus i sar., 2012).
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Postoje dve tipa specificnog imunskog odgovora: ¢elijski i humoralni. Nosi-
oci ¢elijskog imunskog odgovora su T limfociti. Nosioci humoralnog odgovora su
B limfociti koji se nakon kontakta sa antigenom transformiSu u plazma celije koje
sinteSu i sekretuju imunoglobuline. Specifi¢ni imunski sistem odgovara direktno
na prisustvo ta¢no odredenog antigena. On se oslanja na kapacitet imunskih ¢e-
lija da razlikuju sopstvene od stranih ¢elija (prepoznavanje sopstvenog od stra-
nog). Ovo prepoznavanje, zajedno sa prezentacijom antigena na povrsini celije,
olak$ano je prisustvom MHC molekula klase | i Il u ¢elijskoj membrani. Ovi prote-
ini su markeri sopstvenih ¢elija i jedinstveni su za jedinku. Oni su uklju€eni u pre-
poznavanje i imunsku reakciju na strane antigene. Molekuli MHC klase | su izlo-
Zeni na povrSini svih celija sa jedrom, dok je molekul MHC klase Il prisutan samo
na povrsini antigen-prezentujucih ¢elija (APC c¢elije: makrofagi, B ¢elije i dendritic-
ne ¢Eelije). T limfociti prepoznaju MHC i antigenske komplekse na povrs$ini ¢elije i
podstiCu eliminaciju inficirane Celije. Imunski odgovor posredovan antitelima zavi-
si od sloZenog procesa somatskog prepoznavanja u kome nastaje Siroki repertoar
antitela na specifiCne antigene.

Kako spermatozoidi, tako su i oociti, jedinstveni medu ¢elijama sa jedrom jer
nemaju na povrsini molekule MHC klase | i zbog toga su manje podlozni otkriva-
nju od strane T limfocita (Clark, 2010a).

Uspesna funkcija sperme u velikoj meri zavisi od interakcije sa drugim kljuc-
nim aspektima biologije muskog i zenskog pola, a imunski sistem je medu najvaz-
nijima (Wigbya i sar., 2019).

Krvno-testisna barijera (KTB)

Krvno-testisna barijera je karaktericha po tome da je 50-100 puta &vrsca i
neprobojnija u odnosu na periferne endotelne ¢elije (Mruk i Cheng, 2015). Zna-
¢ajna funkcija KTB je imunoloska izolacija razvoja polnih ¢elija (gameta u razvo-
ju). Tesno vezane membrane Sertolijevih ¢elija formiraju barijeru (KTB) koja one-
mogucava prolazak proteinskih molekula (kao $to su imunoglobulini) iz kapilara,
dok molekuli rastvorljivi u mastima kao $to su steroidni hormoni lako difunduju
kroz nju. Ova barijera je neophodna i potrebna za zavrSetak mejoze polnih ¢elija i
njihovo napredovanje kroz spermiogenezu. Ona je vazna jer se antigeni sperma-
tocita, spermatida i spermatozoida mogu “prepoznati” kao “tudi” antigeni od stra-
ne imunskog sistema odraslog muzjaka. Oni nisu prisutni za vreme razvoja fetu-
sa, kada imunski sistem razvija sposobnost razlikovanja sopstvenog od stranog.
Spermatozoidi se razvijaju u pubertetu dugo nakon prepoznavanja sopstvenih
antigena i razvoja imunske tolerancije na njihove antigene. Proteinski antigeni ko-
jima organizam nikada ranije nije bio izloZen sintetiSu se u testisima tokom sper-
matogeneze. Izolacija razvoja polnih ¢Eelija iza imunske barijere (KTB) sprecava
da odrasla jedinka — muzjak stvori antitela na sopstvene spermatozoide. Ako do-
de do oStecCenja krvno-testisne barijere imunski sistem moze tretirati spermato-
zoide kao strane antigene i dolazi do proizvodnje anti-spermatozoalnih antitela.
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Anti-spermatozoalna antitela mogu predstavljati smetnju za fertilizaciju dovodeci
do gubitka pokretljivosti spermatozoida, remeteci sposobnost njihove penetracije
kroz cervikalnu sluz, inaktiviSu akrozomalne enzime, inhibiraju priljubljivanje sper-
matozoida za zonu pelucidu i posreduju u uginuéu embriona. Integritet KTB moze
biti pod uticajem i drugih faktora uklju€ujuci genetske faktore, toksine iz sredine,
zapaljenje i odredene bolesti. Integritet KTB je regulisan kako endokrinom (FSH,
LH, androgeni) kao i parakrinom (TNF retinoid) sekrecijom (Stanton, 2016; Arc-
hana i sar., 2019).

Na integritet KTB i kvalitet sperme uti¢u takode Pin 1 (peptidil-prolil cis/trans
izomeraza), FASLG sistem (engl. fas ligand sistem) i TLR receptori (engl. toll like
receptors) (Islam i sar., 2017). Poslednja dva faktora su poslednjih decenija pri-
vukla veliku paznju u istrazivanju imunskog aspekta sperme i fertilnosti. Prisustvo
FASLG iRNA u polnim ¢elijama (mejoti¢nim i postmejoti¢nim) i Fas proteina u zre-
lim spermatozoidima ukljueni su u regulaciju imunskog odgovora indukovanjem
apoptoze u limfocitima koji su reagovali na ¢elije koje nose Fas proteine. Sma-
tra se da je ovo sustinski mehanizam kojim se smanjuje imunski odgovor i odrza-
va imunolo$ki “privilegovano” okruzenje u testisima (Zhao i sar., 2014; Sahnoun
i sar., 2017). Ovaj mehanizam je vazan u fertilizaciji jer omogucava da sperma-
tozoidi izbegnu autoimuni odgovor u muskom reproduktivhom sistemu i alogeni
odgovor u zenskom (D’Alessio i sar., 2001). TLR receptori pokrec¢u nespecificni
imunski odgovor preko citokina interleukina 1 i 6 (IL-1, IL-6) i faktora nekroze tu-
mora (TNFa) i njegova regulacija je od sustinske vaznosti za zastitu polnih celija
od samog imunskog sistema i patogena.

Imuno-regulatorni biomolekuli u testisu i semenu

U muskom reproduktivhom traktu se sintetiSu i zajedno sa spermatozoidima
transportuju u spermu — seme imuno regulatorni molekuli kao 8to su TGFf (engl.
transforming growth factor 8), citokini, faktori rasta, CD3, imunosupresivni mole-
kuli (PGE - prostaglandin E) IL-2, IL-4, IL-10, kao i NK ¢elije (engl. natural killer)
(Archana i sar., 2019).

Semena plazma obezbeduje citokine i faktore rasta koji su neophodni za
regulaciju zapaljenskog odgovora, privlacenje leukocita, maternalnu toleranciju
na aloantigene spermatozoida i razvoj embriona. Ona sadrzi mnoge biomolekule
(Juyena i Srelleta, 2012) koji deluju na imunski sistem i inflamaciju. Dokazano je
da semena plazma bikova ispoljava snaznu antikomplementarnu aktivnost i dovo-
di do inhibicije precipitacije imunskih kompleksa (Lazarevi¢, 2000). Ona dostavlja
potencijalno imunogene biomolekule u Zenski reproduktivni trakt kao $to su PGE,
19 hidroksi-prostaglandin E, TGF i humani leukocitni antigen G.

Ne postoji ni jedna telesna te€nost kao $to je semena plazma u kojoj je kon-
centracija prostaglandina tako visoka. Pored toga, tu se nalaze i imunosupresivni
faktori kao §to su IL-6 i IL-10, koji Stite spermu od imuskih reakcija u zenskom re-
produktivnom traktu (Ochsenkihn i sar., 2006).
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Citokini

Citokini reguliSu fizioloSke funkcije vezane za testise i proizvodnju semena
da bi se omogucila oplodnja. Citokini kao §to su TGF, CXChemokini ligand 12
(CXCL12), IL-1, IL-5, IL-7, IL-13, IL-17 i monocitni hemotakticki protein 1, utvrdeni
su kod zdravih plodnih jedinki. Oni reguliSu aktivnost T ¢&elija, aktivhost hemotak-
tickog liganda 3, interferona alfa i faktora stimulacije kolonija granulocita (CFU-G)
(Archana i sar., 2019). Povecanje koncentracije PGE tokom infekcije sprecava
Celijski posredovan odgovor na spermatozoide, dok je ukupna sekrecija citoki-
na tokom humoralnog odgovora pojacana tokom infekcije (Loveland i sar., 2017).

Defenzini

Antimikrobne materije sekretovane u seme kao $to su defenzin, katepsin
i serpin mogu da reguliSu pokretljivost sperme i nespecifiéni imunski odgovor.
Defenzin pruza zastitu kod virusne i bakterijske infekcije i prevenira preuranjenu
aktivaciju spermatozoida. Defenzin je neophodan za sazrevanje spermatozoida
i njihovu zastitu od imunskog odgovora u zenskom reproduktivhom traktu. U epi-
telnim ¢elijama kaudalnog epididimisa i vas deferensa, defenzin 3 126 je povezan
sa antimikrobnim peptidima koji su ukljuceni u pokretljivosti spermatozoida, celij-
sku signalizacijiu, imunoregulaciju i vezivanje spermatozoida za epitel jajovoda
(Lyons i sar., 2018). Defenzin 126 reguliSe i kretanje spermatozoida kroz cervikal-

takode je neophodan za maturaciju spermatozoida (Tollner i sar., 2008).

Komplement

Sperma takode sadrZi i neke komponente sistema komplementa, ukljuujuci
komplement vezujuci protein C1q, C3 komponentu komplementa, kao i proteine
koji ne pripadaju komplementu kao $to su angiotenzin konvertaza enzim 2, apoli-
poprotein 1,2 1 4, B2 mikroglobulin i dr. U regulaciji aktivhosti spermatozoida uce-
stvuju i proteini kao to su klasterin, CD109, CD46, i CD55. Svi ovi elementi za-
jedno Stite spermu od komplementa u mudkom i Zenskom reproduktivnom traktu
tokom inflamatornog odgovora, u€estvuju u spajanju speratozoida i jajne celije i
implantaciji (Dorus i sar., 2012).

Komplement i funkcija sperme

Intereakcija sperme sa imunskim sistemom Zenke je neizbezna jer ona pro-
lazi kroz taj sistem da bi doSlo do oplodnje jajne celije. U Zenskom reproduktiv-
nom traktu glavna komponenta nespecificnog imunskog sistema je sistem kom-
plementa. Semena plazma poseduje sposobnost inhibicije komplementa. Identifi-
kovano je viSe proteina u semenoj plazmi i na povrsini spermatozoida koji regulidu
aktivaciju komplementa. Regulatori komplementa koji su dobro prou¢eni ukljucuju

149



11. nauéni simpozijum “Reprodukcija domacih Zivotinja”

klasterin, CD46, CD55 i CD59, za koje je utvrdeno da imaju aktivnost u semenoj
plazmi i koji u razli¢itom stepenu prijanjaju za membranu spermatozoida. Od po-
sebnog interesa je CD46. On se kod ljudi eksprimira na ¢elijama sa jedrom i pruza
zastitu od komplementa (Inoue i sar., 2003; Archana i sar., 2019).

Istrazivanja u oblasti proteomike sperme su pokazala da sperma sadrzi naj-
manje tri primarne komponente komplementa: C1qbp (engl. binding protein, bp),
C3 i C5 komponentu sistema komplementa. Smatra se da komponenta C1gbp
igra ulogu u regulisanju aktivacije klasicnog puta komplementa inhibicijom akti-
vacije C1 komponente. Komponenta komplementa C3 kod oba puta aktivacije
podleze hidrolizi da bi se se stvorili razliciti proizvodi aktivacije (C3b) koji na kra-
ju dovode do vezivanja i eliminacije patogena. Proizvodnja C3b komponente mo-
ze dovesti do stvaranja C5 konvertaze koja onda deluje na C5, cepa ga i rezultat
aktivacije komplementa je na kraju formiranjem MAC-a (engl. membrane attack
complex), koji se ubacuje u ¢elijsku membranu i dovodi do liziranja ¢elije (Sarma
i Ward, 2011).

lako precizne funkcije ovih komponenti komplementa treba da bude razjas-
njene poznato je da se C3b vezuje za spermu koriste¢i CD46 kao receptor (Mizu-
noisar., 2004). Smatra se da C3b deluje kao most izmedu spermatozoida i drugih
CD antigena na povrsini oocita. Ovo se moze uporediti sa klasi¢nim mehanizmom
imunoloske adherence. Takode se smatra da je prepoznavanje i medusobno ve-
zivanje celija odraz plejotropije (pojava da jedan gen utiCe na dve ili viSe naizgled
nepovezanih fenotiskih karakteristika) izmedu imuniteta i reproduktivhog sistema
(Riley-Vargas i sar., 2005). Isto tako je poznato da sperma sadrzi i druge CD an-
tigene kao $to su CD55, CD59 i CD109 (Dorus i sar., 2012). Predpostavlja se da
CD55 i CD59 predstavljaju dopunu zastiti sperme od sistema komplementa. Utvr-
deno je ovi molekuli (CD55 i CD59), antigeni, utiCu na rastavljanje C3/C5 konver-
taze i time blokiraju formiranje formiranje MAC-a. Medutim, da li je to slu€aj i kod
sperme nije sigurno dokazano. Za faktor H komplementa se zna da prekida C3
konvertazu, klasterin inhibira lizu komplementom i oni su identifikovani u proteo-
mu (proteinima) sperme (Sarma i Ward 2011; Moura i Menilli, 2016).

Rezultati istrazivanja proteomike sperme bi svakako trebalo da budu korisni
u razjasnjavanju kako ovi molekuli zajedno funkcioniSu kako bi uticali na aktivaci-
ju komplementa, dinamiku akrozomalne reakcije i fuziju spermatozoid-jajna celija.

Hormoni

Osovina hipotalamus-hipofiza-gonade (HPA - osovina) u vezi je sa odgovo-
rom imunskog sistema na funkcionalne i fizioloSke promene. Tokom graviditeta,
progesteron dovodi do imunosupresije dok estrogen obezbeduje imunsku zastitu
tokom implantacije embriona. Polni steroidi i luteiniziraju¢i hormon (LH) odrzavaju
lokalnu imunoloSku sredinu u reproduktivnom traktu supresijom maternalnog alo-
odgovora i generisanjem puteva imunoloske tolerancije. Ovo se postize smanje-
njem antigen prezentuju¢eg kapaciteta dendritiénih ¢elija, monocita i makrofaga,
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i/ili blokiranjem NK celija, T i B celija protiv spermatozoidnih imuno regulatornih
biomolekula u Zzenskom reproduktivhom traktu.

Utvrdene su razliite uloge androgena u muskom reproduktivhom traktu u
regulisanju proinflamatornih citokina. Izlaganje imunskih ¢elija testosteronu, u in
vitro uslovima, je pokazalo da pod njegovim dejstvom dolazi do supresije adhe-
zivnih molekula i citokina kao §to su IL-1, IL-6 i TNF[3, i proizvodnje antiinflamator-
nih citokina (IL-10). U testisima je testosteron uklju¢en u apoptozu T ¢elija $to je
vazno za odrzavanje imunski “privilegovane” sredine. Androgeni ispoljavaju svo-
ju imunosupresivnu funkciju na leukocite testisa reguliSuéi ravnotezu izmedu ek-
spresije pro-infimatornih i anti-inflamatornih citokina u Sertolijevim, Lajdigovim i
peritubularnim ¢éelijama (Meinhardt i Hedger, 2011). Poremecaj funkcije HPA oso-
vine, posebno sekrcije androgena moze dovesti do poremecaja imunske funkcije
i neplodnosti kod muzjaka.

Stres, reaktivne kiseonicke vrste (ROS) i imunski sistem

Spermatozoidi proizvode visok nivo ROS Sto odrazava nivo njihove metabo-
licke aktivnosti. Oksidativni stres je jedan od glavnih faktora koji uti€u na fertilnost
kod muzjaka. Nivo nekih antioksidanasa kao $to su askorbinska kiselina, a-toko-
ferol i redukovani glutation u semenoj plazmi ublazavaju efekte ROS da bi se odr-
Zala pokretljivost i morfologija sperme (Thakare i Patil, 2012). U prevenciji oksi-
dativnog stresa u reproduktivhom traktu bitnu ulogu imaju i kiseli proteini semene
plazme. Ovi proteini se kod bikova nalaze u sekretu epididimisa i akcesornih pol-
nih Zlezda (Kumar i sar., 2012).

Toplotni stres deluje supresivno na imunitet i uti¢e na reprodukciju uglavhom
povec¢anom proizvodnjom ROS (Tremellen, 2008). Proizvodnja ROS u mitohon-
drijama spermatozoida, fluidnost membrane sperme, oStecenje dezoksiribonukle-
inske kiseline (DNK) su pod uticajem toplotnog stresa. Citokini odgovorni za poja-
vu ROS pokazuju slozenu intereakciju koja reguliSe imunsku odbranu reproduk-
tivnog trakta muzjaka. Koncentracije nekih citokina (CXCL5, CXCL16, CXCL8,
IL1b, IL10, CSF3, chemokine-motif ligand 3, i TNFB) su povecane kod visokog
nivoa ROS. Takode, neki kontaminanti sredine kao $to su teSki metali, fungicidi i
pesticidi mogu uticati na promenu imunski privilegovanog mesta testisa (Archana
i sar., 2019).

Antigene komponente semena

Antigene komponente semena su poreklom iz testisa, epididimisa, vas defe-
rens-a i akcesornih polnih Zlezda. U najSirem smislu se mogu klasifikovati na one
komponente koje se nalaze u semenoj plazmi i one koje su vezane za spermato-
zoide. Spermatozoidi nose meSavinu antigena (Ag) ukljuCujuéi Ag-specifiCne za
spermu, MHC antigene, Ag krvnih grupa i druge somatske Ag. Antigeni sperme
mogu biti poreklom iz reproduktivnhog trakta muzjaka (autoantigeni) a za Zenke su
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izoantigeni. Antitela na spermatozoide moraju uéi u semenu plazmu ili cervikalni
sluz da bi odigrali svoju ulogu.

Interesantna je Cinjenica da u Zenskom reproduktivnom traktu spermatozoidi
usled kretanja i prolaska kroz cervikalnu sluz gube svoj omotac i na taj nacin stal-
no menjaju antigensku strukturu, ispoljavajuci razli€ite antigene na svojoj povrsini.
Ovim se smanjuje verovatnoca za nastanak dovoljne koli¢ine potencijalno Stetnih
antispermatozoalnih antitela. Imunosupresivno delovanje semene plazme doka-
zano je kod kod svih ispitivanih vrsta sisara i pretezno je usmereno na limfocite,
NK celije i komponente sistema komplementa (Lazarevi¢, 2000).

Antispermatozoidna antitela (antisperm antibodies, ASA)

Mnogi faktori utiCu na formiranje ASA kod muzjaka kao $to su osteéenje KTB
usled lokalne inflamacije, tumora, toksina, procedura ekstrakcije sperme, sma-
njenja celijskih i humoralnih imunomodulatornih faktora u semenoj plazmi ili an-
tigen-ukrStene reakcije izmedu mikroorganizama i spermatozoida. Kod bikova,
genitalna infekcija sa patogenima (bakterije) kao Sto su Chlamydia spp., Brucella
abortus i infekcija sa virusom infektivnog bovinog rinotraheitisa (IBR) mozZe biti
udruZena sa pojavom ASA. Takode se mogu se javiti ASA kod bikova sa orhitisom
i zapaljenjem semenih vezikula. ASA sekretovana u semenu plazmu negativno
utiCu na pokretljivost spermatozoida, integritet njihove membrane i moguénost da
penetriraju kroz cervikalnu sluz. Kod bikova sa niskom sposobnosti oplodnje na-
dena su ASA povezana sa abnormalnostima sperme (Ferrer i Miller, 2018). Tako
je, na primer, utvrden vedi nivo spermatozoida za koja su vezana IgA antitela kod
manje fertilnih bikova (bikovi rasa goveda za proizvodnju mesa). Vezivanje 19G
za spermatozoide uti¢e negativno na njihovu pokretljivost, abnormalnost glave i
promene morfologije repa (,namotani repovi“) (Ferrer i sar., 2015). Antispermalna
antitela nastaju kada imunski sistem bude senzibilisan spermom &to kao rezultat
dovodi do njihovog unidtavanja. Kod muzjaka, proizvodnja ASA je obi¢no inhibi-
rana zbog KTB, dok je kod Zenke proizvodnja ASA normalno suprimirana (Mital i
sar., 2011). Ukoliko dode do naruSavanja bilo kog od ovih mehanizama moZe dodi
do proizvodnje ASA Sto moZe biti uzrok neplodnosti.

Da bi se postavlile grani¢ne vrednosti za za utvrdivanje prisustva ASA u se-
rumu krava, koje su viSe puta osemenjavane (kod ponovljenog osemenjavanja)
istrazivaci su koristili razliCite testove: test imobilizacije sperme (engl. sperm im-
mobilization test), aglutinacije sperme (engl. sperm agglutination test, SAT) i imu-
noperoksidazni test (engl. immunoperoxidase test, IPT) (Srivastava i sar., 2016).
Za detekciju ASA moze se koristiti i enzimo-imuno esej (engl. enzyme-linked im-
munosorbent assay, ELISA test) u cilju kvantifikacije ukupnih IgG i IgA (za otkriva-
nje ASA vezanih za spermatozoide u sekretima reproduktivnog trakta i serumu).

Tako je dokazano da prisustvo antispermalnih antitela u cervikalnoj sluzi ili
krvnom serumu iznosi 37,9 i 34,5% kod neplodnih (nesteonih) krava, dok njih ne-
ma u cervikalnoj sluzi, a u krvnom serumu je pristno kod svega 6,7% plodnih —
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fertilnih (steonih) krava (Wang, 1989). Antitela mogu biti prisutna u krvi kao 1gG
i/ili u sekretu reproduktivnog trakta kod muzjaka kao i kod Zenke prezivara (ali i
ljudi). Antispermalna antitela izazivaju neplodnost aglutinacijom ili imobilizacijom
spermatozoida u serumu/cervikalnoj sluzi ili blokiraju priévr§éivanje spermatozoi-
da za oocite, 5to negativno uti€e na fertilizaciju ili dovodi do rane smrti embriona i
ponovnog osemenjavanja (parenja).

Istrazivanja su pokazala da prisustvo vise od 12,6% aglutinovanih spermato-
zoida pri razblazenju 1:5 ili viSe od 2,62 % peroksidaza pozitivnih spermatozoida
pri razblazenju seruma od 1:80 testiranih SAT and IPT moze biti uzrok ponovlje-
nog parenja usled ASA kod krava (Srivastava i sar., 2016).

Tehnike za otkrivanje imunskih regulatornih molekula

Za otkrivanje ASA u bioloskim te¢nostima, serumu i semenoj plazmi mogu
se koristiti ELISA test ili radioimunoesej (engl. radioimmuno assay, RIA test). Pro-
to€na citometrija se upotrebljava za identifikaciju IgG | IgA molekula na povrsini
spermatozoida (Sardoy i sar., 2012), dok su 2D-poliakrilamid gel elektroforeza i
SDS-PAGE elektroforeza (engl. sodium dodecyl! sulfate-polyacrylamide electrop-
horesis) metode izbora za analizu brojnih proteina sperme (Kasimanickam i sar.,
2019). U istu svrhu se mogu koristiti te€na hromatografija i masena spektrome-
trija.

Otkrivanje antigena sperme i razjaSnjavanje njihove uloge u funkciji sper-
me i fertilizaciji ukazuje na znacaj sveobuhvatnog razumevanja sastava plazma
membrane spermatozoida i oocita, koji medusobno deluju tokom oplodnje. Ra-
zjasnjenje funkcija i puteva regulatornih molekula imunskog sistema koji su u ve-
zi sa oplodnjom — fertilizacijom, je preduslov za razumevanje njihovog uticaja na
plodnost.
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