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Predavanje po pozivu

KORELACIONA POVEZANOST SASTAVA SEMINALNE PLAZME
NERASTOVA SA POKRETLJIVOSCU | KINETIKOM SPERMATOZOIDA

RELATIONSHIP OF BOARS SEMINAL PLASMA COMPOSITION
WITH MOTILITY AND KINETICS OF SPERMATOZOA

Slobodanka Vakanjac', Ljubodrag Stanisi¢', Vladimir Magas', Miloje Duri¢',
Sveta Arsi¢?, Milan Maleti¢', Svetlana Nedi¢'

"Univerzitet u Beogradu, Fakultet veterinarske medicine, Katedra za porodiljstvo,
sterilitet i v.o., Beograd, R. Srbija

2Univerzitet u Beogradu, Fakultet veterinarske medicine, Katedra za bolesti papkara,
Beograd, R. Srbija

Kratak sadrzaj

Glavni cilj svih biotehnologija u reprodukciji je postizanje uspesnog gravidi-
teta. Ejakulati nerastova koji se koriste za veStacko osemenjavanje krmaca, obic-
no se selektuju na osnovu parametara pokretljivosti koji se procenjuju upotrebom
inovativnih tehnika kao $to je kompjuterski asistirana analiza semena — CASA.
lako nove tehnike daju mnogo objektivnije i detaljnije analize pokretljivosti sper-
matozoida, povezanost dobijenih parametara u oceni kvaliteta semena sa in vivo
fertilitetom jo$ uvek je diskutabilna. Stoga, analiza komponenti seminalne plazme
moze biti od velikog klinickog znacaja u ispitivanju fertilnosti ili steriliteta nerasto-
va, kao i ranom otkrivanju subfertilnih nerastova. Seminalna plazma je sloZena
smeS$a egzokrinih sekreta testisa, epididimisa i akcesornih polnih Zlezda muZjaka
u kojoj se nalazi Sirok spektar razlicitih organskih i neorganskih komponenti. Is-
pitivanje biohemijskog sastava seminalne plazme od velikog je znacaja jer moze
ukazati na normalnu ili promenjenu funkciju i/ili oStecenje spermatozoida.

Cilj rada bio je da se ispita povezanost pojedinih biohemijskih parametara
i ukupnog antioksidativnog kapaciteta seminalne plazme sa parametrima pokret-
ljivosti i kinetike spermatozoida, kao i mogucnost upotrebe nekog od parametara
kao moguceg biomarkera kvaliteta semena. U radu je kompjuterski asistiranom
analizom semena (CASA) i citomorfoloskim pregledom ispitan kvalitet, odnosno
pokretljivost i kinetika spermatozoida od 39 nerastova. U seminalnoj plazmi ispiti-
vane su koncentracije Ca, Na, K, Cl, P, Mg, laktata, ukupnih proteina, albumina,
holesterola, aktivnost enzima alkalne-fosfataze, kreatin-kinaze i laktat-dehidroge-
naze kao i ukupan antioksidativni kapacitet. Utvrdena je negativna korelacija pro-
centa ukupno i progresivno pokretnih spermatozoida sa P, aktivnho$c¢u alkalne-fo-
sfataze i pozitivna korelacija sa ukupnim holesterolom, aktivno$cu enzima krea-
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tin-kinaze i ukupnim antioksidativnim kapacitetom. Procenat brzih spermatozoida
bio je u pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom Cl, laktata i laktat-dehidrogenaze, i
u negativnoj korelaciji sa P, Mg i aktivno$cu alkalne-fosfataze. Utvrdena je nega-
tivna korelacija parametara kinetike spermatozoida: VCL, VAP, DCL, DAP, ALH,
BCF i HAC i procenatualne zastupljenosti morfoloski abnormalnih spermatozoida
u semenu. Takode, aktivnost enzima laktat-dehidrogenaze bila je u pozitivnoj ko-
relaciji sa DCL i ALH. Rezultati ovog rada ukazuju na povezanost biohemijskog
sastava seminalne plazme sa pokretljivoScu i kinetikom spermatozoida. Odredi-
vanje aktivnosti laktat-dehidrogenaze bi se moglo preporuciti pri rutinskoj oceni
kvaliteta semena nerastova.

Kljuéne reci: nerastovi, seminalna plazma, CASA, biohemijski sastav

Summary

The main goal of all biotechnologies in the field of reproduction is to achie-
ve a successful pregnancy. Ejaculates from boars used for artificial insemination
of sows are usually selected on the basis of motility parameters evaluated by in-
novative techniques such as computerized semen analysis (CASA). Although the
new techniques allow a much more objective and detailed analysis of sperm mo-
tility, the correlation of the obtained parameters in the evaluation of semen quali-
ty with in vivo fertility is still controversial. Therefore, the analysis of seminal pla-
sma components can be of great clinical importance for the study of boar fertility
or sterility, as well as for the early detection of subfertile boars. Seminal plasma is
a complex mixture of exocrine secretions from the testes, epididymis, and acce-
ssory glands of males, containing a variety of different organic and inorganic com-
ponents. The study of the biochemical composition of seminal plasma is of great
importance, as it may indicate normal or altered sperm function and/or damage
of spermatozoa.

The aim of this work was to investigate the relationship between certain bio-
chemical parameters and the total antioxidant capacity of seminal plasma with the
parameters of sperm motility and kinetics, as well as the possibility of using one of
the parameters as a possible biomarker of semen quality. In this work, the quality,
i.e., motility and kinetics of spermatozoa from 39 boars were studied by compute-
rised semen analysis (CASA) and cytomorphological examination. In seminal pla-
sma, concentrations of Ca, Na, K, Cl, P, Mg, lactate, total proteins, albumin, chole-
sterol, enzyme activity of alkaline phosphatase, creatine kinase, and lactate dehy-
drogenase, and total antioxidant capacity were studied. A negative correlation of
the percentage of total and progressively motile spermatozoa with P, ALP activity
and a positive correlation with total cholesterol, creatine kinase activity, and total
antioxidant capacity were found. The percentage of fast spermatozoa was posi-
tively correlated with the concentration of Cl, lactate and lactate dehydrogenase,
and negatively correlated with P, Mg and ALP. A negative correlation was found
between the parameters of spermatozoa kinetics: VCL, VAP, DCL, DAP, ALH,
BCF and HAC and the percentage of morphologically abnormal spermatozoa in
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semen. Also, the activity of lactate dehydrogenase enzyme was positively corre-
lated with DCL and ALH. The results of this work indicate the connection between
the biochemical composition of the seminal plasma and the motility and kinetics
of spermatozoa. The determination of lactate dehydrogenase activity could be re-
commended for the routine assessment of the quality of boar semen.

Key words: boars, seminal plasma, CASA, biochemical composition

uvoD

Glavni cilj svih biotehnologija u reprodukciji je postizanje uspesSnog gravidite-
ta, pri Cemu vestacko osemenjavanje u savremenoj intenzivnoj proizvodnji svinja
omogucava povecanje reproduktivne efikasnosti genetski superiornih nerastova.
Ejakulati nerastova koji se koriste za veStacko osemenjavanje krmaca, obi¢no se
selektuju na osnovu parametara pokretljivosti koji se procenjuju upotrebom kom-
pjuterski asistirane analize semena — CASA. Ejakulat (sperma) se veoma ¢esto
ekstremno razreduje da bi se dobilo Sto viSe doza za osemenjavanje, pri Cemu
razredivaci koji se dodaju iako sadrze hranjive materije, ne mogu u potpunosti za-
meniti seminalnu plazmu.

Seminalna plazma (SP) je sloZzena smeSa egzokrinih sekreta testisa, epidi-
dimisa i akcesornih polnih Zlezda muZjaka, u kojoj se nalazi Sirok spektar razli¢i-
tih organskih i neorganskih komponenti koje su od velikog zna¢aja za normalnu
funkciju i preZivljavanje spermatozoida. Ona ima znac&ajnu ulogu u metabolizmu i
funkciji spermatozoida, deluje kao njihov za&titni faktor tokom prolaska kroz ma-
tericu, i Sto je veoma vazno znacajana je za pripremu materice za prijem embrio-
na, njegov razvoj i implantaciju. Ispitivanje biohemijskog sastava SP od velikog je
znacaja jer moze ukazati na normalnu ili promenjenu funkciju i/ili oSteéenje sper-
matozoida, a tana procena fertilizacionog potencijala moze pomodi pri selekci-
ji visoko fertilnih nerastova. Poznato je da su proteini, lipidi i ugljeni hidrati vazni
gradivni sastojci spermatozoida, sastavni su deo seminalne plazme i imaju zna-
€ajnu ulogu u metaboli¢kim procesima spermatozoida. Minerali u seminalnoj plaz-
mi su neophodni za uspostavljanje i odrzavanje osmotske ravnoteze, za normalnu
pokretljivost spermatozoida, i sastavni su delovi enzima koji u SP koji imaju razli-
¢ite funkcije.

Kod svinja, najvedi procenat inseminacija izvrsi se sveZe razredenim seme-
nom, koje se ¢uva 0 - 5 dana, na temperature od 15°C do 20°C. UspesSna repro-
duktivna eksploatacija nerastova podrazumeva dobijanje maksimalnog broja in-
seminacionih doza po ejakulatu, odnosno nerastu. Kako bi se postigao ovaj cil;
neophodna je tacna procena fertilizacionog potencijala spermatozoida, i selekcija
visoko fertilnih nerastova.

Poznato je da su spermatozoidi nerasta su veoma osetljivi na hladan Sok
usled svojih fizicko hemijskih karakteristika. Specificnost lipida plazma membrane
objasnjava ovaj fenomen. Boc¢ni pokreti fosfolipida plazma membrane spermato-
zoida se smanijuju sa snizavanjem temperture, dovodeci do izdvajanja lipidne fa-
ze i ireverzibilnih promena membranskih proteina. Ove promene menjaju i funkci-
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ju membrane spermatozoida i na taj naCin smanjuju prezivljavanje spermatozoi-
da. Spermatozoidi su veoma osetljivi na oksidativni stres (Li i sar., 2018). Celijska
membrana spermatozoida veoma je osetljiva na lipidnu peroksidaciju iniciranu
nastankom i nagomilavanjem reaktivnih vrsta kiseonika (ROS) tokom metabo-
lizma spermatozoida. Spermatozoidi su osetljivi na oksidativni stres zbog viso-
kog sadrzaja nezasi¢enih masnih kiselina u njihovoj membrani i relativno niskog
antioksidativnog kapaciteta SP (Brezezinska-Slebodzinska, 1995). Poviseni nivoi
ROS su povezani sa vremenski-zavisnim smanjenjem pokretljivosti, viabilteta i in-
tegriteta plazma membrane spermatozoida tokom skladistenja.

Tokom ejakulacije spermatozoidi se spajaju sa seminalnom plazmom. Bio-
hemijske komponente seminalne plazme su sekreti akcesornih polnih Zlezda
(glandulae vesiculares, glandula prostatica i glandulae bulbourethrales), testisa
i epididimisa. Osnovna uloga seminalne plazme je da obezbedi te¢ni medijum
za spermatozoide, kao i da ovim ¢&elijama obezbedi energetske materije (frukto-
za, aromaticni alkoholi, glicerilfosforilholin), elektrolite (mineralne materije), pufer-
ne sisteme (za odrzavanje pH), specificne proteine i druge bioaktivne supstance
(hormone i fermente).

U sastavu seminalne plazme se nalaze i minerali (Na, K, Ca, Mg, Cli dru-
gi), energetski supstrati (fruktoza, sorbitol, glicerilfosfokolona), organske kompo-
nente (proteini sa malom i velikom molekulskom masom, peptidi, aminokiseline,
lipidi, limunska kiselina, hormoni, citokini). U seminalnoj plazmi se nalaze i amo-
nijak, ureja, mokraéna kiselina, kreatinin, zatim askorbinska kiselina i hipotaurin
(Rodriguez-Martinez i sar., 2011). Sve ove komponente seminalne plazme omo-
gucavaju normalno prezivljavanje i funkciju spermatozoida izvan muskog repro-
duktivnog trakta, u Zenskom reproduktivnom traktu ili in vitro (Rodriguez-Martinez
i sar., 2011). Stoga, ispitivanje biohemijskog sastava seminalne plazme od veli-
kog je znacaja jer mozZe ukazati na normalnu ili promenjenu funkciju i/ili oStecenje
spermatozoida.

MATERIJAL | METODE
Uzimanje semena

U studiju je uklju€eno trideset devet nerastova, starosti od 1 do 3 godine, iz
3 razli¢ita centra za vesStacko osemenjavanje. U svakom centru nerastovi su dr-
Zani pod sli€nim uslovima, u individualnim boksovima, hranjeni su komercijalnom
hranom (2-3 kg hrane/dan), i napajani su vodom ad libitum. Puni ejakulati, bez
gel frakcije uzimani su tehnikom dvostruke rukavice (Shipley, 1999) u centrima
za vesStacko osemenjavanje. Pre bilo kakvog razredenja, 9 mL nativnog ejakulata
nerastova je odvojeno u sterilne epruvete, za ocenu kvaliteta semena i kako bi se
odvojila seminalna plazma za dalje analize. Ejakulat je ¢uvan na sobnoj tempe-
raturi i transportovan u izotermalnom boksu (15-17 °C) do Fakulteta veterinarske
medicine, Univerzitet u Beogradu, Srbija.
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Ispitivanje kvaliteta semena nerastova

Razli¢iti parametri pokretljivosti, kao i koncentracija spermatozoida su anali-
zirani pomocu CASA sistema (Minitube, AndroVision, Tiefenbach, Nemacka). Pre
analize poduzorak ejakulata je razreden u PBS (1:8) i zagrejan na 38 °C (Labo-
ratory heating plate with integrated controller Minitube, Tiefenbach, Nemacka).
Nakon zagrevanja 2,7 uL uzorka je nano$eno na Leja komorice (Leja, GN Nieuw
Vennep, Holandija). Analizirano je 10 vidnih polja na fazno-kontrastnom mikrosko-
pu (Motic BA310, Barselona, Spanija) sa ugradnom grejnom plogom, a analiza
parametara pokretljivosti izvrSena je automatski pomo¢u AndroVision software.
CASA sistemom su odredivani sledeci parametri kvaliteta semena: broj sperma-
tozoida, ukupna i progresivna pokretljivost spermatozoida, procenat brzih, sporih,
nepokretnih spermatozoida kao i parametri kinetike spermatozoida: krivolinijska
brzina (VCL), prose¢na brzina (VAP), DCL, amplituda lateralnog otklona (ALH) i
frekvencija prelaska prose¢ne putanje u sekundi (BCF).

Odvajanje seminalne plazme nerastova

Seminalna plazma je odvojena nakon duplog centrifugiranja na 1500 x g u
trajanju od 10 min. Supernatant nakon drugog centrifugiranja je proveren mikro-
skopski kako bi bili sigurni da nema spermatozoida. Nakon centrifugiranja odvoje-
na je seminalna plazma, koja je zamrzavana i Cuvana na — 20°C do analiza.

Biohemijske analize seminalne plazme

Koncentracija mineralnih materija u semenoj plazmi: jonizovanog kalcijuma
(iCa), natrijuma (Na), kalijuma (K), hlora (Cl), pH i laktata odredena je na gasno
jonskom analajzeru State Profile Prime + Vet (Nova Biomedical Corporation, Wal-
tham, USA), uz upotrebu originalnih mikro senzor kartica za navedene parametra
od istog proizvodaca. Koncentracija ukupnih proteina (TP), albumina, ukupnog
holesterola (TC), fosfora (P), magnezijuma (Mg), kao i aktivnost enzima alkal-
ne-fosfataze (ALP), aspartat-amino-transferaze (AST), kreatin-kinaze (CK) i lak-
tat-dehidrogenaze (LDH) odredena je na automatskom biohemijskom analajzeru
BioSystems A15, (BioSystems, Barcelona, Spain) uz upotrebu originalnih reage-
nasa od istog proizvodaca.

StatistiCka obrada podataka

StatistiCka obrada podataka izvrSena je pomoc¢u GraphPad Prism 8.00 stati-
stickog softvera (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA. Stepen poveza-
nosti ispitivanih parametara utvrdivan je Spearmanovim koeficijentom korelacije
(r) i proverom statisticke znacajnosti koeficijenta korelacije (P < 0.05).

109



14. Naucni simpozijum “Reprodukcija Zivotinja”

REZULTATI

Analiza korelacione povezanosti biohemijskih komponenti seminalne plazme i
kvaliteta semena nerastova

Tabela 1. Korelaciona povezanost biohemijskih komponenti i kvaliteta semena nerastova

(preuzeto i modifikovano od Nedi¢ i sar., 2023).

upP PP Brzi Spori r‘klfeggi- Koncentracija

tCa -0.2975 -0.3125 -0.4398 0.2531 0.2975 0.2291

iCa 0.0101 0.0715 0.5386* -0.4953* 0.0100 0.0276
P -0.7972*** | -0.8170*** | -0.7467** 0.3192 0.7972*** 0.3535
Mg -0.4004 -0.3557 | -0.5410* | 0.8704*** 0.4004 0.1823
Na -0.1271 -0.0203 0.0398 -0.0241 0.1271 -0.2305
K -0.2125 -0.2509 0.2656 -0.5363* 0.2125 -0.2742
Cl 0.0185 0.0219 0.4784* -0.4700* -0.0185 -0.0698
TC 0.5022* 0.4959* -0.2109 0.5884* -0.5022* 0.6217*
Albumini | 0.1459 0.1889 0.3100 -0.1763 -0.1459 -0.3891
Laktati 0.0079 0.0202 0.5114* -0.5048* -0.0079 0.1266
ALP -0.9122*** | -0.9032*** | -0.8853*** | 0.5376* | 0.9122*** 0.6201*
CK 0.5592* 0.5438* 0.2621 0.05296 -0.5592* 0.3443
ALT 0.2729 0.3373 0.2771 -0.0079 -0.2729 0.4782*
AST -0.1004 -0.1348 -0.1269 0.0835 -0.0114 -0.1348
LDH 0.2392 0.2612 0.5924* -0.4715* | -0.2392 0.2931

CK 0.5592* 0.5438* 0.2621 0.05296 -0.5592* 0.3443
TAC 0.6693* 0.6682* | 0.8711** -0.4844 -0.6693* -0.5777

UP: ukupna pokretljivost spermatozoida, PP: progresivna pokretljivost spermatozoida,
tCa: ukupni kalcijum, iCa: jonizovani kalcijum, P: fosfor, Mg: magnezijum, Na: natrijum,
K:kalijum, CI: hlor, TC: ukupni holesterol, ALP: alkalna-fosfataza, CK: kreatin-kinaza,

ALT: alanin-aminotransferaza, AST: aspartat-amino-transferaza, LDH: laktat-dehidrogena-
za, TAC: ukupan antioksidativni kapacitet.
Znacajna razlika: *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001, Spearman Rank korelacija.

U tabeli 1. su prikazane korelacione analize izmedu biohemijskih i parame-
tara kvaliteta semena nerastova.

Procenat brzih spermatozoida bio je u pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom
iCa, ClI, koncentracijom laktata i aktivno§¢u enzima LDH.

Uvrdena je negativna korelacija izmedu procenta sporih spermatozoida |
koncentracije spermatozoida sa koncentracijom iCa, Cl, laktata i aktivno$¢éu LDH
(P <0,05).

Koncentracija P je bila u negativnoj korelaciji sa ukupnom i progresivnom po-
kretljivos¢u spermatozoida (P < 0,001), procentom brzih spermatozoida (P < 0,01)
i u pozitivnoj korelaciji sa procentom nepokretnih spermatozoida (P < 0,001).
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Koncentracija Mg bila je u negativnoj korelaciji sa procentom brzih sperma-
tozoida (P < 0,05), i pozitivnoj korelaciji sa procentualnom zastupljeno$¢u sporih
spermatozoida u uzorku semena (P < 0,001), dok je koncentracija K bila u nega-
tivnoj korelaciji sa procentom sporih spermatozoida (P < 0,05).

Pozitivna korelacija (P < 0,05) utvrdena je izmedu holesterola i ukupne po-
kretljivosti, progresivne pokretljivosti i sporih spermatozoida, dok je negativna ko-
relacija utvrdena sa procentom nepokretnih spermatozoida. Koncentracije sper-
matozoida bila je u pozitivnoj korelaciji sa ukupnim holesterolom (P < 0,05).

Aktivnost enzima ALP bila je negativnoj korelaciji (P < 0,001) sa ukupnom
pokretljivoS¢u spermatozoida, progresivnom pokretljivoS¢u, procentom brzih
spermatozoida, i u pozitivnoj korelaciji sa procentom nepokretnih spermatozoida
(P < 0,001), procentom sporih spermatozoida (P < 0,05) i sa sa koncentracijom
spermatozoida (P < 0,05).

Utvrdena je pozitivha korelacija (P < 0,05) izmedu aktivnosti enzima CK i
ukupne pokretljivosti, progresivne pokretljivosti.

Takode utvrdena je i negativna korelacija sa procentom nepokretnih sperma-
tozoida (P < 0,05).

Pozitivna korelacija je utvrdena izmedu ukupne i progresivne pokretljivo-
sti spermatozoida sa ukupnim antioksidativnim kapacitetom seminalne plazme
(P<0,05).

Analiza korelacione povezanosti biohemijskih komponenti
seminalne plazme i parametara kinetike spermatozoida

Tabela 2. Korelaciona povezanost biohemijskih komponenti i parametara kinetike
spermatozoida.

VCL VSL VAP DCL DSL ALH BCF
(m/s) | (pm/s) | (um/s) | (um) | (pm) | (um) (Hz)
Morfologija | -0,6472** | -0,7291*** | -0,729*** | -0,6203** | -0,640** | -0,5347* |-0,5771**
pH -0,1996 | -0,08066 | -0,08066 | -0,2600 | -0,1160 | -0,3023 | -0,1357
Albumini -0,1486 | -0,1683 | -0,1630 | -0,0974 |-0,0994 | -0,1502 | 0,0208
Holesterol | 0,0316 0,2074 0,1361 0,1207 | 0,3103 | -0,0456 | 0,4028
Laktati 0,4034 0,2669 0,2791 0,2534 | 0,1133 | 0,3555 | 0,1496
iCa 0,3000 0,0041 0,0702 0,3289 |-0,0439 | 0,4612* | -0,0574
tCa -0,0049 | -0,0309 | -0,0319 | 0,1229 | 0,0551 [ 0,0680 | 0,0591
Mg -0,0329 | -0,0045 | -0,0113 | -0,0382 |-0,0105 | -0,0145 | 0,0171
K 0,0679 0,0564 0,0576 0,0444 | 0,0281 | 0,0809 | -0,0131
Cl 0,4112 0,2981 0,3328 0,3147 | 0,1602 | 0,4279 | 0,03026
Na 0,02358 | -0,07329 | -0,06279 | -0,03665 | -0,1290 [ 0,1118 | -0,1487
ALT 0,3669 0,3423 0,3604 0,4877 | 0,4185 | 0,2739 | 0,5192
AST -0,0224 | -0,2597 | -0,2353 | -0,0083 | -0,0083 ( 0,1003 | -0,1606
LDH 0,5299 0,2873 0,3430 | 0,4916* | 0,2093 | 0,5723* | 0,2496
CK 0,3106 0,1679 0,1822 0,3025 | 0,1477 | 0,3397 | 0,2881
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U tabeli 2. su prikazane korelacione analize izmedu biohemijskih parameta-
ra seminalne plazme i parametara kinetike spermatozoida.

Procenat morfoloSki abnormalnih spermatozoida bio je u negativnoj korela-
cijisa VCL (P <0,01), VSLi VAP (P < 0,001). Negativna korelacija (P < 0,01) pro-
centualne zastupljenosti morfoloSki abnormalnih spermatozoida utvrdena je i sa
DCL, DSL i Procenat morfoloski abnormalnih spermatozoida bio je u negativnoj
korelaciji i sa ALH (P < 0,05), BCF (P <0,01) i HAC (P < 0,05). Koncentracija iCa
bila je u pozitivnoj korelaciji sa ALH (P < 0,05). Aktivhost enzima LDH bila je u po-
zitivnoj korelaciji sa DCL i ALH na nivou statistiCke zna€ajnosti P < 0,05.

DISKUSIJA

Ranije dijagnostikovanje nerastova sa smanjenom fertilno$¢u je jedan od
prioritetnih ciljeva programa centara za ve$tacko osemenjavanje. Opste je prihva-
¢eno da konvencionalne metode ocene kvaliteta semena daju samo grubu pro-
cenu potencijalnog fertiliteta nerastova. Zbog toga, veoma je vazno ispitivanje
sastava seminalne plazme kao potencijalnog izvora biomarkera koji bi pomogli u
identifikovanju subfertilnih nerastova koji ostanu nedijagnostikovani pri ispitivanju
semena konvencionalnim metodama.

U nasem radu ispitivan je uticaj biohemijskog sastava kao i ukupan antiok-
sidativni kapacitet seminalne plazme na kvalitetet semena nerastova. Utvrden je
pozitivan uticaj iCa na brzinu spermatozoida, $to je potvrdeno pozitivnom korela-
cijom sa brzim spermatozoidima i ALH, kao i njegovom negativhom korelacijom
sa sporim spermatozoidima. Nasa istrazivanja su u skladu sa ranijim studijama
kod muskaraca sa hipomotilitetom spermatozoida kod kojih su utvrdene znacaj-
no nize koncentracije iCa iako nije bilo razlika u koncentraciji ukupnog Cau SP u
poredenju sa semenom sa normalnom pokretljivo§¢u spermatozoida (Prien i sar.,
1990).

Pozitivan uticaj jona Cl na brzinu spermatozoida u naSem radu potvrden je
pozitivnom korelacijom ovog jona sa procentom brzih i negativnom korelacijom sa
procentom sporih spermatozoida. Poznato je da joni Cl i pove¢anje cAMP induku-
ju kapacitaciju spermatozoida, povecavaju pokretljivost spermatozoida i aktivaciju
proteolitiCkih enzima neophodnih za njihovu penetraciju kroz membranu jajne ¢e-
lije (Modi i sar., 2007). Medutim, u naSem radu nije potvrden uticaj koncentracije
ovog jona na parametre kinetike spermatozoida. Negativna korelacija jona K sa
procentom sporih spermatozoida utvrdena u naSem radu potvrduje €injenicu da K
pomaze u o€uvanju pokretljivosti spermatozoida, $to je u skladu sa nalazima Jo-
hnson i sar. (2000).

Negativan uticaj Mg na brzinu spermatozoida dokazan je jakom pozitivhom
korelacijom sa procentom sporih spermatozoida i negativnhom korelacijom sa pro-
centom brzih spermatozoida, $to je u skladu sa istrazivanjima Pipan i sar. (2017)
koji su utvrdili negativnu korelaciju izmedu koncentracije Mg u seminalnoj plazmi
nerastova i progresivne pokretljivosti spermatozoida kod ohladenog semena na-
kon tri dana skladiStenja.
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U nasem radu utvrden je negativan uticaj povisene aktivnosti ALP i P u SP
na parametre pokretljivosti spermatozoida. Ovaj enzim katalizuje hidrolizu fosfat-
nih grupa mnogobrojnih supstrata, ali uloga ALP u reproduktivnom traktu nije u
potpunosti razjasnjena (Price i sar., 2009).

Aktivnost enzima CK u SP muskaraca povezana je sa kvalitetom semena,
funkcionalno§¢éu membrane spermatozoida i uklju€ena je u razliCite metaboli¢-
ke procese tokom maturacije (Collodel i sar., 2019). Ovaj enzim konvertuje ADP
u ATP uz istovremenu hidrolizu fosfokreatinina do kreatinina i neophodan je za
funkciju spermatozoida, Sto je u naSem radu potvrdeno pozitivnom korelacijom
CK sa ukupnom i progresivnom pokretljivo§¢éu spermatozoida.

Pozitivan uticaj LDH na kvalitet semena nerastova u naSem radu potvrden
je pozitivnom korelacijom sa brzim spermatozoidima i negativnom korelacijom sa
sporim spermatozoidima, kao i pozitivnom korelacijom sa parametrima kinetike
spermatozoida (DCL i ALH). Laktat-dehidrogenaza ima znacajnu ulogu u metabo-
lickim procesima koji obezbeduju energiju za prezivljavanje, pokretljivost i fertili-
zacioni potencijal spermatozoida i vazan je indikator fertiliteta semena. Vise aktiv-
nosti LDH utvrdene su u semenu nerastova sa visokim procentom ukupno pokret-
nih spermatozoida (Sopkova i sar., 2015).

Celijska membrana spermatozoida veoma je osetljiva na lipidnu peroksidaci-
ju iniciranu nastankom i nagomilavanjem reaktivnih vrsta kiseonika (ROS) tokom
metabolizma spermatozoida, €ije nagomilavanje spre€avaju supstance sa antiok-
sidativnim svojstvima. Znacajan uticaj ukupnog antioksidativhog kapaciteta u za-
§titi spermatozoida u naSem radu je potvrden pozitivnhom korelacijom sa ukupnom
i progresivhom pokretljivoS¢u spermatozoida.

ZAKLJUCAK

U naSem radu utvrden je uticaj biohemijskog sastava seminalne plazme na
parametre pokretljivosti spermatozoida, dok je uticaj na parametre kinetike slabi-
je izrazen. Na parametre pokretljivosti spermatozoida pozitivan uticaj imaju vise
koncentracije iCa, Cl, laktata, aktivnost enzima LDH i ukupan antioksidativni ka-
pacitet u seminalnoj plazmi, dok negativan uticaj imaju viSe koncentracije Mg, P i
aktivnosti enzima ALP.

Napomena:

Rad je podrzan sredstvima Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloSkog razvoja
Republike Srbije (Ugovor broj 451-03-68/2022-14/200143).
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