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UVOD

Zna~aj prezervacije

Prezervacija sperme je naro~ito dobila na zna~aju
{irokom primenom ve{ta~ke oplodnje u sto~arstvu i
svinjogojstvu, kao i u humanoj populaciji. U humanoj
populaciji prezervacija sperme se primenjuje u le~enju
steriliteta, ali i pre sprovo|enja antikancerske terapije,
pre operacije prostate ili testisa, vazektomije, kod
osoba koje se bave zanimanjima povezanim sa
dejstvom hemikalija, radiajcije ili ekstremne toplote
(1). Iz prakti~nih razloga, nastale su ''banke sperme'' u
kojima se seperma ~uva da bi se upotrebila u
pogodnom trenutku. Za sada, ~uvanje sperme u
bankama sperme prevenstveno podrazumeva primenu
tehnologije krioprezervacije. S obzirom da se prilikom
zamrzavanja i odmrzavanja spermatozoidi o{te}uju, za
ve{ta~ku oplodnju potrebna je ve}a koncentracija
zamrznutih spermatozoida nego kada se koristi sve`a
sperma (2). Spermatozoidi razli~itih vrsta su razli~ito
osetljivi na zamrzavanje i odmrzavanje (3).

Iz tih razloga, traga se za alternativnim tehnikama
prezervacije.

METODE PREZERVACIJE

Krioprezervacija

Metode prezervacije mogu biti dugotrajne i
kratkotrajne. Metoda dugotrajne prezervacije je
krioprezervacija. Za kratkotrajnu prezervaciju se mo`e
koristiti te~na prezervacija i mikroinkapsulacija.
Krioprezervacija sperme po~ela je {iroko da se koristi
od 1950. godine. Glavne prednosti zamrznute sperme
nad sve`om su mogu}nost ~uvanja decenijama,
prenosa pomo}u manjih kontejnera sa te~nim azotom,
koji su otporni na transport, i mogu}nost upotrebe u
bilo kom trenutku. Me|utim, izvestan procenat
spermatozoida ne pre`ivi odmrzavanje ili postane
nefunkcionalan. Cilj svih protokola za zamrzavanje
sperme je spre~avanje letalanog formiranja kristala
leda u }eliji, kontrola velikih promena }elijskog
volumena i smanjenje o{te}enja membrana koja
nastaju kao posledica izazvane temperaturom fazne
promene. Zbog gra|e spermatozoida i postojanja
razli~itih kompartmana unutar spermatozoida, veoma
je te{ko ispuniti sve uslove. Prilikom velikih
temperaturnih promena, spermatozoidi su izlo`eni
o{te}enju slobodnim radikalima kiseonika.

SA@ETAK
U cilju pove}anja procenta uspe{nih koncepcija

primenom ve{ta~ke oplodnje koriste se razli~ite tehnike
prezervacije sperme. Trajno ~uvanje (decenijama) za sada je
mogu}e krioprezervacijom te~nim azotom. Kratkotrajna
prezervacija podrazumeva te~nu prezervaciju, i
mikroinkapsulaciju razli~itim polimerima (poliuretani,
kalcijum i barijum alginat). Spermatozoidi razli~itih vrsta su
razli~ito osetljivi na proces zamrzavanja i odmrzavanja. Bez
obzira na vrstu, de{ava se o{te}enje }elijskih membrana,
DNK, smanjuje se procenat pokretnih i vijabilnih
sprmatozoida. Postoje razli~iti protokoli zamrzavanja koji se
standardizuju za svaku vrstu. Kvalitet odmrznute sperme
zavisi od primenjenog protokola i kvaliteta sperme pre
zamrzavanja i varira i u okviru iste jedinke. Kada je u
pitanju humani materijal pokazalo se da postepeno hla|enje
i odmrzavanje vi{e nije imperativ. Su{tina mikroinkap-
sulacije spermatozoida je da se polimer koji je na sobnoj
tempeaturi u ~vrstom stanju, na temperaturi tela otopi i
oslobodi spermatozoide. Dizaniranjem karakteristika
membrane mikrokapsule mogu}e je ostvariti `eljenu
dinamiku otpu{tanja spermatozoida. Sistemi za kontin-
uirano osloba|anje mikroinkapsulisanih spermtozoida u
reproduktivnom traktu (kapsule od celuloza sulfat-poli-
dialildimetil amonijum hlorida, kalcijum alginat sa
hidroksipropiletilcelulozom) se za sada ne primenjuju na
ljudima.

Klju~ne re~i: spermatozoidi, prezervacija, inkapsulacija

ABSTRAKT
Sperm prezervation

In order to increase rate of succesfull conceptions by
using artifical insemination procedures, various methods of
semen preservation are used. Long-term preservation (for
decades) is so far possible by criopreservation in liquid
nitrogern. Short-term preservation means liquid preservation
and microincapsulation by using various polymers
(polyurethans, calcium and barium alginates). Spermatozoa
of various types differ in sensitivity to the process of freezing
and unfreezing, but some damage to cell membranes, DNA
and a reduction in the percentage of viable spermatozoa
always happens. There are various freezing protocols
standardized for each species. Quality of unfrozen semen
depends on the protocol applied and of pre-freezing semen
quality and various with the same being. Research has shown
that slow cooling and unfreezing is no longer an imperativ
for human semen. Semen microincapsulation is based on
the fact that polymer which is in a solid state at room
temperature melts when it reaches body tempereture thus
relesing the semen. By designing properties of microcapsule
membrane, dynamics of semen release can be controlled.
Systems for continual release of microencapsulated
spermatozoa in the reproductive tract (capsules made of
cellulose sulfat-poly-diallyldimethyl ammonium chlorid,
calcium alginat with hydroxypropyletilcellulose.... ) have so
far not been used in humans.
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S ciljem da se pove}a procenat spermatozoida koji
pre`ive proces odmrzavanja u ve}ini protokola
ejakulatu se dodaju razli~iti puferisani rastvara~i koji
sadr`e supstancu bogatu energijom - glukozu ili
fruktozu, krioprotektori (naj~e{}e glicerol, holesterol
se mo`e koristiti za stabilizaciju membrana
spermatozoida) kao i razli~ita dinamika temperaturnih
promena.

Posle rastvaranja krioprotektora intracelularna
voda izlazi iz }elije, a glicerol ulazi u }eliju. Brzina
hla|enja je otprilike 20OC u minutu. Pri tom nastaje
brzo formiranje ekstracelularnih kristala i brzo se
pove}ava koncentracija supstanci koje okru`uju
spermatozoide. Krioprotektori imaju za cilj da smanje
osmotski {ok kojem je izlo`ena }elija prilikom
zamrzavanja i odmrzavanja. Glicerol smanjuje ta~ku
zamrzavanja intracelularne vode, tako da }elija ostaje
nezale|ena i ostaje ohla|ena na temperaturi zna~ajno
ispod prave ta~ke smrzavanja. Kao odgovor na
pove}anu osmotsku koncentraciju ekstracelularno,
intracelularna voda te`i da napusti }eliju. Smrzavanjem
ekstracelularne vode nastaje egzotermna reakcija koja
mo`e o{tetiti }eliju {to se smanjuje brzim hla|enjem
okoline potapanjem u te~ni azot. U zamrznutom stanju
postoji minimalno molekularno kretanje. Prilikom
odmrzavanja spermatozoidi su izlo`eni sli~nim brzim
promenama volumena i propustljivosti }elijske
membrane. Otapanjem ekstracelualrna voda postaje
te~na, ulazi u }eliju, }elija pove}ava svoj volumen;
pove}anjem temperature glicerol napu{ta }eliju, dolazi
do redistribucije membranskih proteina i lipida }elije u
cilju ponovnog vra}anja }elijeskih funkcija.

Osetljivost spermatozoida na smrzavanje i
odmrzavanje zavisi od vrste, kvaliteta spermatozoida,
kao i od postupka krioprezervacije.

U in vitro uslovima spermatozoidi, koji su bili
zale|eni, br`e se vezuju za epitelne }elije jajovoda, ali
se i br`e od njih odvajaju u odnosu na sve`e
spermatozoide kod kojih su oba procesa postepena.
Ovo se mo`e delimi~no prevazi}i dodavanjem semene
plazme posle odmrzavanja (5).

Postoje razli~iti protokoli i metode krioprezervacije
(suvi led, dry shipper one-step, dry shipper two-step, te~ni
azot, para azota). Protokoli odmrzavanja se tako|e
razlikuju. Neki podrazumevaju da se epruvete posle
va|enja iz te~nog azota dr`e na sobnoj temperaturi
(25OC) 30-45 minuta (3), a neki brzo zagrevanje na
37OC (6).

Kvalitet odmrznutih spermatozoida zavisi od
protokola ali i od prvobitnog kvaliteta spermatozoida.
Posle zamrzavanja azotnom parom stopa obnove
pokretljivosti spermatozoida je ve}a kako za
spermatozoide normospermi~nih, tako i za

spermatozoide oligospermi~nih mu{karaca. Bolji
stepen oporavka pokazuju spermatozoidi
normospermi~nih.

U cilju za{tite spermatozoida prilikom procesa
zamrzavanja i odmrzavanja, konvencionalno se koriste
razli~iti krioprotektori: HSPM, TEST-yolk ili glicerol,
Glycerol-egg yolk citrate. Prilikom zamrzavanja i
odmrzavanja humanih spermatozoida smanjuje se
procenat spermatozoida sa normalnom morfologijom i
intaktnom hromatinskom strukturom, u pore|enju sa
nativnom spermom, bez obzira da li se kao
krioprotektor koristi HSPM ili TYB, mada TYB
zna~ajno bolje {titi hromatin i morfologiju
spermatozoida (7), dok spermatozoidi zamrznuti sa
HSPMa pokazuju bolji motilitet, brzinu i oporavak od
spermatozoida zamrznutih sa TEST-yolk ili glicerolom
(8).

Uspe{na krioprezervacija humanih spermatozoida
je mogu}a i bez upotrebe krioprotektanata - procesom
vitrifikacije (6). Proces vitrifikacije, tako|e, spre~ava
formiranje intracelularnog leda i visoke koncentracije
soli tokom procesa zamrzavanja i odmrzavanja. Ceo
proces traje nekoliko sekundi. Veoma brzo rashla|i-
vanje pre stavljanja u te~ni azot (i do 7.2 x 105 OC/min)
i veoma brzo zagrevanje posle va|enja iz te~nog azota
(na 37OC) ne dozvoljavaju da se formiraju
intracelularni kristali leda. Posle otapanja,
pokretljivost spermatozoida, fertilizaciona sposobnost,
DNK integritet spermatozoida je uporediv sa
tehnikom u kojoj se primenjuje rashla|ivanje pre
spu{tanja u te~ni azot i postepeno hla|enje (150-250OC
/min). Prihvatnjivi su razli~iti rasponi stepena
rashla|enja.

O{te}enje humanih spermatozoida de{ava se,
uglavnom, za vreme odmrzavanja i pripisuje se
smanjenoj antioksidativnoj za{titi za vreme hla|enja
i/ili strukturnim o{te}enjima citoskeleta i/ili
antioksidativnim enzimima. Pri sporom zamrzavanju
formira se led, te je neophodno koristiti visoke
koncentracije krioprotektora koji mogu imati toksi~ni
efekat. To se izbegava prethodnim rashla|enjem,
kori{}enjem manje koncentracije krioprotektora uz
istovremeno pove}anje brzine zamrzavanja i
odmrzavanja. Za uspe{an proces vitrifikacije va`an je
procenat intracelularne vode. Vitrifikacija velikih }elija
sa velikim sadr`ajem slobodne intracelularne vode
(oocite, embrionalne }elije) bez upotrebe
krioprotektora, tako da }elije ostanu u `ivotu, za sada
nije mogu}a. Zagrevanje male koli~ine uzorka, velika
viskoznost mediuma za zamrzavanje, velika brzina
zagrevanja, male }elije sa niskim sadr`ajem vode i
veliki stepen kompartmanizacije, su skup uslova koji bi
trebalo da omogu}e }elijama da u velikoj meri odole
devitrifikaciji (6).
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Spermatozoide mi{a mogu}e je sa~uvati
istovremenim zamrzavanjem (na -80OC) i desikacijom.
Ako su{enje traje 5 min uz dodatak trehaloze mogu}e
je ~uvati mi{ije spermatozoide do tri meseca na 4OC, i
dobiti `ivo potomstvo ICSI tehnikom (procenat
implantacije bio je 48% a `ivih fetusa 5%) (9).

Te~na prezervacija

''Do 1992 istra`iva~i su poku{avali da o~uvaju
spermatozoide na sobnoj temperaturi ili na 0-5OC ili
10-15OC pomo}u rastvora razli~itog sastava (sintetski
pufri kombinovani sa {e}erima ili `umancem jajeta ili
njegovim frakcijama, mlekom razli~itih vrsta, glicinom
i drugim supstancama). Nezavisno od rastvara~a,
njegove koncentracije i temperature ~uvanja,
spermatozoidi su propadali veoma brzo. Fertilizacionu
sposobnost spermatozoida bilo je mogu}e o~uvati
najvi{e 10 dana i to posle intrauterine inseminacije''
(10).

Na 5OC, u hipoosmotskom rastvoru Tris trehaloze
mogu}e je odr`ati veliki procenat spermatozoida
pokretnim (oko 94%) do 15 dana (11). Te~na
prezervacija spermatozoida svinje pomo}u Modena
rastvora (15% (v/v), u kojem cistein pobolj{ava
vijabilitet i oplodnu sposobnost spermatozoida mogu}a
je na 10OC do 22 dana (12).

Spermatozoidi mi{a se mogu ~uvati nedelju dana na
sobnoj temperaturi u KSOM-BSA hiperosmolarnom
medijumu (800 mOsmol), a na -20OC do tri meseca i
zadr`ati sposobnost oplodnje ICSI tehnikom (13).

Desikacija

Eksperimenti Meyers-a ukazuju da je mogu}e
sa~uvati spermatozoide i spermatogonije rezus
majmuna desikacijom. Pre`ivljavanje `ivotinjskih }elija
u uslovima dehidracije zavisi od njihove sposobnosti da
tokom procesa dehidracije akumuliraju disaharde
unutar citoplazme, pre svega trehalozu (14).

U suvom stanju }elije mogu da podnesu i znatno
vi{e i ni`e temperature. Pri procesu desikacije
molekule vode zamenjuju molekuli trehaloze.
Trehaloza menja temperaturu faznog prelaza
membranskog dipalmitoilfosfatidil holina. Molekuli
vode se pri procesu dehidracije zamenjuju molekulima
trehaloze do koncentracije koja omogu}ava
vitrifikaciju - nastanak staklastog stanja koje, zbog
svoje viskoznosti, blokira sve hemijske reakcije u
kojima je neophodna difuzija (15). U procesu
postepenog smrzavanja i isu{ivanja intracelularna voda
se razli}ito pona{a. Prilikom postepenog smrzavanja
osmotskim mehanizmima voda se povla~i iz
citoplazme, ali ipak ostaje mala koli~ina vezane vode

koja se ne zale|uje, tako da deo proteina i lipida ostaje
u hidratisanom stanju. Prilikom procesa isu{ivanja
dolazi do uklanjanja i ove vezane vode, {to za posledicu
ima velike biofizi~ke promene proteina i lipida.
Preliminarni rezultati ukazuju na to da je
spermatogonije mogu}e desikovati na manje od 3g po
gramu vode, a da one posle rehidratacije zadr`e
vijabilnost. Ova metoda je zami{ljena da bude
alternativa krioprezervaciji, ali za sada ne daje dobre
rezultate u prezervaciji spermatozoida (14).
Upotrebom zrelih smrznutih - desikovanih
spermatozoida mi{a, zeca i pacova (nepokretnih i
nevijabilnih, ali ultrastrukturno intaktnih) primenom
ICSI tehnike razvijaja se `ivo potomstvo (Kusakabe et
al, 2001 po 14).

Inkapsulacija

Mikroinkapsulacija spermatozoida razli~itim
polimerima omogu}ava njihovu kratkotrajnu
prezervaciju.

U cilju za{tite spermatozoida od nepovoljnih
uslova u uterusu (pH, leukociti koji fagocituju
spermatozoide) i njihovog produ`enog osloba|anja u
dovoljnoj koncentraciji u reproduktivnom traktu
`enske jedinke, pribeglo se njihovoj inkapsulaciji. Da
bi inkapsulisani spermatozoidi ostali vijabilni,
neophodno je da budu ispunjeni odre|eni uslovi od
strane polimera koji se koristi za inkapsulaciju: polimer
mora da bude netoksi~an, inertan, hidrofilan,
permeabilan za gasove i male molekule (do 5000 D) i
relativno nepropustljiv za makromolekule, kao i da
obezbedi stalan i jednak pH. Na temperaturi tela
(37OC), polimer mora da pre|e u te~no stanje, a da na
ni`im temperaturama postoji u polu~vrstom ili ~vrstom
stanju; zatim mora biti krioprezervabilan i aplikabilan.
Poroznost polimera i njegova koncentracija uti~u na
vijabilnost sprmatozoida (3). Prema Unitet States
Patent 4840891 objavljenom 1989-te, u ove svrhe
kori{}en je u vodi nerastvorljivi, temperaturno
reverzibilni hidrofilni polimer - poliuretan (RL39-41,
RL39-110, RL39-111, RL39-114, RL39-117, RL39-
118). Me{avina polimera, spermatozoida i medijuma se
priremi na 37-39OC, a zatim postepeno ohladi na sobnu
temperaturu (22OC) ili dalje na 4-5OC (0,5OC /min).
Brzina hla|enja zavisi od porekla spermatozoida
(spermatozoide gove~eta poterebno je sporije hladiti).
Prma ovom patentu, sporije hla|enje i sporije
zagrevanje obezbe|uju ve}i procenat pokretnih
spermatozoida. Inkapsulisani spermatozoidi su
potpuno imobilisani u polimeru i mogu se
transportovati ili ~uvati na niskim temperaturama
(4OC) do trenutka upotrebe. Prilikom hla|enja polimer
o~vrsne i spermatozoidi ostaju nepokretni sa
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minimalnim metaboli~kim zahtevima, da bi prilikom
prelaska polimera u te~no stanje (na 37OC ) vratili
svoju pokretljivost. Vidljivu pokretljivost (golim okom
pod mikroskopom) spermatozoidi gube na temperaturi
od 7OC (tada je polimer potpuno u gel stanju), a
njihova pokretljivost se ponovo mo`e primetiti
zagrevanjem polimera na 20OC (polimer je u semigel
stanju). Pokretljivost se najpre vra}a spermatozoidima
bli`e periferiji kapsule. Vreme faznog prelaza iz
~vrstog u te~no stanje (sa 4OC na 37OC) za kori{}ene
polimere koncentracije 4% i 8 % je 120 minuta. Vreme
faznog prelaza iz te~nog u ~vrsto stanje je 15 min (3).

Pokazalo se da 60% ovako inkapsulisanih
spermatozoida mi{a, gove~eta i ~oveka zadr`ava
vijabilnost 10 dana na temperaturi od 10OC, a 80%
vra}a pokretljivost posle prelaska polimera u te~no
stanje. Posle 14 dana, procenat pokretljivih
spermatozoida bio je 48% (3).

Tehnika elektrostati~ke ekstruzije se {iroko
primenjuje za inkapsulaciju }elija alginatom. Alginat je
biljni polimer, lako topljiv na telesnoj temperaturi
(37OC). Kori{~enjem ove tehnike i barijum alginata
mogu se kratkotrajno ~uvati spermatozoidi svinje
(Conte et al, 1999. po 16). Za razliku od kalcijuma koji
podsti~e, barijum inhibira prevremenu kapacitaciju.
Spermatozoidi svinje mogu se inkapsulisati i kalcijum
alginatom umre`enim polikatjonima. Pode{avanjem
debljine kapsule mo`e se kontrolisati vreme
osloba|anja spermatozoida, a me{avinom kapsula
razli~ite debljine kontroli{e se vreme i tempo
osloba|anja. Mikroinkapsulacija spermatozoida svinje
alginatom, pobolj{ava im trajnost i fertilitet in vivo.
Posle 3 dana ~uvanja mikroinkapsulisanih
spermatozoida svinje na 5OC, i osmo~asovne inkubacije
na 37 C, motilitet inkapsulisanih spermatozoida je bio
zna~ajno ve}i u odnosu na neinkapsulisane. Posle ~etiri
dana ~uvanja mikroinkapsulisana i neinkapsulisana
sperma je upotrebljena za ve{ta~ku oplodnju. Nije bilo
zna~ajne razlike u stepenu koncepcije, oprasivanja i
veli~ine okota (17). Posle krioprezervacije kalcijum
alginatom inkapsulisani humani spermatozoidi imaju
manju pokretljivost, ali ve}i vijabilitet (mereno
Spermatozoa viability kitom) u odnosu na standardne
protokole (18).

U cilju kontrolisanog osloba|anja sperme pri
ve{ta~koj inseminaciji gove~eta razvijene su dve
strategije mikroinkapsulacije kalcijum alginat- ili CS-
pDADMAC. CS-pDADMAC- kapsule se razla`e posle
72 sata dodavanjem pre~i{}ene celulaze ili kapsula
kalcijum alginata ispunjenih celulazom.
Mikrokapsulisani spematozoidi mogu da se
zamrzavaju (19).

Dodavanjem suspenzije nastale me{anjem
hidroksipropilmetilceluloze i kalcijum hlorida sve`em
ejakulatu svinja u vodeni rastvor natrijum alginata,
nastaju inkapsulisani spermataozoidi. Pode{avanje
debljine kapsule se mo`e posti}i razli~itim
koncentracijama kalcijum hlorida. Razli~ita debljina
kapsule ima uticaj na mehani~ke karakteristike kapsule
i dinamiku otpu{tanja spermatozoida iz kapsule.
Pokretljivost i srednja brzina inkapsulisanih
spermatozoida manja je od istih parametara sve`ih (20).

ZAKLJU^AK

Savremeni koncepti o~uvanja vrste i reprodukcije
stvorili su potrebu za prezervacijom sperme kao
strate{kim resursom za ve{ta~ku oplodnju. U humanoj
populaciji procenat uspenosti ve{ta~ke oplodnje je oko
30%. Trajno ~uvanje (decenijama) za sada je mogu}e
krioprezervacijom te~nim azotom. I pored brojnih
prednosti, tehnika krioprezervacije ima i svoje
nedostatke, a glavni nedostastak je neizbe`no
o{te}enje spermatozoida koje nastaje pri odmrzavanju.
Spermatozoidi razli~itih vrsta su razli~ito osetljivi na
proces zamrzavanja i odmrzavanja, te se protokoli
razlikuju, u zavisnosti od vrste. Kvalitet odmrznute
sperme zavisi i od kvaliteta sperme pre zamrzavanja i
varira i u okviru iste jedinke. Kada je u pitanju humani
materijal pokazalo se da postepeno hla|enje i
odmrzavanje vi{e nije imperativ, da spermatozoidi
~oveka mogu da podnesu {iri temperaturni raspon, a
da zadr`e oplodni potencijal. Krioprotektori deluju,
uglavnom, tako {to sni`avaju ta~ku zamrzavanja
intracelularne vode ili stabilizuju membrane. Jedna od
mogu}nosti krioprezervacije je i istovremena
desikacija.

Kratkotrajna prezervacija podrazumeva te~nu
prezervaciju i mikroinkapsulaciju razli~itim
polimerima (poliuretani, kalcijum i barijum alginat).
Postoje i sistemi mikroinkapsulisanih speramtozoida za
njihovo kontinuirano osloba|anje u reproduktivnom
traktu ({to pove}ava procenat uspe{nih ve{ta~kih
oplodnji), ali se oni za sada ne primenjuju na ljudima.
Dizaniranjem karakteristika membrane mikrokapsule
mogu}e je ostvariti `eljenu dinamiku otpu{tanja
spermatozoida. Cilj primene svih ovih tehnika je
pove}anje procenta uspe{nih koncepcija primenom
ve{ta~ke oplodnje.

Mo`da je alternativa tehnici krioprezervacijije
spermatozoida dizajniranje odgovaraju}e
mikrokapsule koja }e omogu}iti njihovo ~uvanje na
sobnoj temperaturi ili na +4OC.
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SKRA]ENICE

-CS-pDADMAC - celuloza sulfat-poli-dialildimetil
amonijum hlorid

-HSPM - human sperm prezervation medium
-H-TALP medijum - HEPES-TALP medijum:

(HEPES- 4-(2-hIdroksietil)-1-piperazinetan-
sulfonska kiselina; TALP -Tyrode's albumin
lactate pyruvate)

-ICSI - intracitoplazam sperm inection
-KSOM-BSA medijum - potassium simplex

optimized medium with amino acids and bovin
serum albumin

-TYB - TEST yolk buff
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