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ИЗВАДОК 

Комплементарното делување на семиналните протеински и  антиоксидативни 

компоненти во регулацијата на кислородните радикали беше основа за испитување на 

криопрезервацискиот потенцијал на tris-hydorymethyl-aminomethane-криопрезервациски 

медиуми (tris-KM) суплементирани со редуциран-глутатион (GSH) и хомологна 

семинална плазма (HSP). Постигнување на повисок криопрезервациски (КП) успех за 

сперматозоиди од  овчеполска праменка беше испитуван преку следните цели на 

истражувањето: 1. Проценување на КП успех на сперматозоиди од овчеполска праменка 

при суспендирање со HSP/GSH  суплементиран tris-КМ; 2. Проценување на КП успех 

при  суспендирање на сперматозоиди од овчеполска праменка во пред- или после-КП 

период; 3. Проценување на инкубационото време во оптимизирање на ефектите на 

HSP/GSH tris-КМ. Поединечни ејакулати беа земени од десет овни (овчеполска 

праменка) со метод на вештачка вагина. Свежите ејакулати беа инкорпорирани во 

збирен примерок кој беше поделен на аликвоти-примероци (N=240). Беа подготвени 

четири tris-КМ: 1. (С) - без HSP и GSH; 2. (Е1) - со GSH (5 mM); 3. (Е2) - со HSP (20 %); 

и (Е3) - со GSH (5 mM) и HSP (20 %). Една половина од примероците беа суспендирани 

во пред- (аCT), а другата во после-КП (b-CT) период. После КП во течен азот, спроведена 

со стандардизиран протокол, примероците беа сместени во инкубациони услови на 

температура од 37°С, и беа анализирани на 0- и 3-часови. Успехот на криопрезервацијата 

беше проценуван според степенот на задржување на структурниот интегритет, 

морфологијата (Hancock-2) и мотилноста (CASA – Hamilton Thorne). Интерпретацијата 

беше изведена со χ2 тест на независност, чии критериуми за значајност беа утврдени 

согласно степените на слобода, нивото на статистичка веројатност (p < α) и минималната 

χ2 вредност, пресметани алгоритмички (G*Power v.3.1). Е3 во а-СТ методот на 0-часови 

имаше висока застапеност на неоштетени клетки со задржана морфологија (57,16 %) и 

задржана линеарност на траекторијата кај мотилните клетки. С во a-CT методот на 0-

часови имаше највисока застапеност на клетки со оштетен структурен интегритет и 

морфологија (6,82 %) како и изразена девијација на траекторијата кај мотилните 

сперматозоиди. Во b-CT методот на 0-часови, не постоеше значително отстапување во 

категоријата на сперматозоиди со неоштетен структурен интегритет кај С (50,05 %), Е2 

(48,95 %) и Е3 (48,25 %), но во однос на линеарноста на траекторијата, С примероците 

имаа висока застапеност во категориите кои имплицираа девијација и хиперактивирана 

мотилност. Е3 примероците од а-СТ методот на 0-часови имаа повисока застапеност на 
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сперматозоиди со неоштетен структурен интегритет (57,16 %) во однос на примероците 

од Е3 во b-CT методот (48,25 %). Заклучно со ова, комбинираното користење на GSH (5 

mM) и HSP (20%) во tris-криопрезервациски медиум употребен во пред-

криопрезервацискиот период за сперматозоиди од овчеполска праменка, резултираше со 

значително повисок криопрезервациски капацитет на одмрзнатите сперматозоиди од 

овчеполска праменка во споредба со оние кои одделно содржеа GSH (5 mM) или HSP 

(20%). Инкубационото време во после-криопрезервацискиот период го зголемуваше 

бројот на оштетени и хиперактивирани сперматозоиди, а додавањето на 

криопрезервацискиот медиум со овие компоненти во после-криопрезервацискиот 

период значително го зголеми процентот на акрозомски-активирани клетки. 

 

Клучни зборови: сперматозоиди, овни, криопрезервација, редуциран глутатион, 

хомологна семинална плазма 

 

  



3 
 

ABSTRACT 

The complementary effect of protein and antioxidant components of the seminal plasma in 

regulating oxidative radical concentration was the basic concept of investigating the 

cryopreserving potential of tris-based (tris-hydorymethyl-aminomethane) media (tris-CM) 

supplemented with reduced glutathione (GSH) and homologous-seminal-plasma (HSP) in aim 

of achieving higher cryopreserving (CP potential of ovchepolska pramenka spermatozoa. The 

aims of this research were: 1. To assess the CP success of ovchepolska pramenka spermatozoa 

extended in HSP/GSH supplemented tris-CM; 2. To assess the CP success of ovchepolska 

pramenka spermatozoa extended prior- or following-CP; 3. To assess the optimizing effect of 

incubation time on HSP/GSH supplemented tris-CM. Single ejaculates were acquired from ten 

rams (ovchepolska pramenka) with artificial vagina method. Fresh ejaculates were pooled in 

single volume which was divided in aliqotes-samples (N=240). Four tris-CM were prepared: 

1. (С) - HSP and GSH free; 2. (Е1) - with GSH (5 mM); 3. (Е2) - with HSP (20 %); and (Е3) 

- with GSH (5 mM) and HSP (20 %). One half of the samples were extended prior- (a-CT), 

and the other following-CP (b-CT). After the CP in liquid nitrogen, the samples were placed in 

incubation chamber (37°С) and were assessed at 0- and 3-hours incubation. The CP success 

was assessed according to the degree of retaining structural integrity, morphology (Hancock-

2) and motility (CASA – Hamilton Thorne). Interpretation was performed by Pearson’s χ2 test 

of independence, which was evaluated according to degrees of freedom, probability levels (p 

< α) and minimal χ2 value, determined algorithmically G*Power v.3.1). E3 in a-CT method at 

0-hour incubation had the highest proportion of cells with intact structural integrity and 

morphology (57.16 %), and retained trajectory linearity of motile cells. C in a-CT method at 

0-hour incubation had the highest proportion of cells with deteriorated integrity and 

morphology (6.82 %) as well as highly deviated trajectory of the motile cells. In b-CT method 

at 0-hour incubation, there were no significant discrepancies for spermatozoa categories with 

intact structural integrity in C (50.05 %), E2 (48.95 %), and E3 (48.25 %). Despite this, C had 

high deviation of trajectory linearity. E3 samples of a-CT at 0-hour incubation had higher 

proportion of spermatozoa with intact structural integrity (57.16 %) in relation to E3 samples 

of b-CT method (48.25 %). It was conclusive that the combined supplementation of GSH (5 

mM) and HSP (20 %) in tris-CP media used for extending ejaculates prior CP, resulted in 

significantly higher CP capacity for ram spermatozoa of ovchepolska pramenka compared to 

other tris-CP media which contained  GS (5 mM) or HSP (20 %). Post-thaw incubation time 
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of 3-hours has increased the number of spermatozoa with damaged structural integrity, affected 

morphology or hyper-activated motility, regardless of the CP-media or extending method. 

 

Key words: spermatozoa, ram, cryopreservation, reduced-glutathione, homologous-seminal-

plasma 
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I. ВОВЕД 

Со забрзаниот развој на сточарството на глобално ниво, генетскиот диверзитет почнува 

да се редуцира во повеќе региони на светот (Mara и сор., 2013). Околу 17% од 

животинските видови се на прагот од истребување (Anzalone и сор., 2018). Како еден од 

обидите за намалување на овој тренд, е воспоставување на матични стада од одредени 

видови и раси на животни, но за тоа се неопходни големи финансирања кои најчесто се 

обезбедени на национално ниво (Prentice и сор., 2011). Како поевтина метода е 

искористена криопрезервацијата на гаметни клетки со која се овоможува пренос на 

расплоден материјал, без притоа да се врши транспорт на животни. Сепак, 

криопрезервацијата на гаметни клетки нема унифициран метод за сите животински 

видови, поради различните биолошки и функционални карактеристики.  

Праменката како раса на овца е широко застапена на Балканскиот полуостров, 

фенотипски изразена во повеќе соеви. Во Р. С. Македонија (РСМ), праменката е 

застапена во два соеви: овчеполски и шарпланински (Dzabirski и Andonov, 1998). 

Популацијата на овци во Р. С. Македонија од 1993 година има тренд на опаѓање кој се 

карактеризира со неколку позначителни периодични промени според статистичкиот 

годишник на РМ од 1999 до 2016. Првиот позначителен пад во бројноста се случува во 

периодот од 1993 – 1997 година, каде од околу 2,5 милиони овци се сведува на околу 1,5 

милион. Вториот позначителен период е меѓу 1998 и 2006 година каде трендот е 

приближно линеарен, со бројност помеѓу 1,0 – 1,5 милион овци. Третиот период е од 

2007 до 2015, кој повторно се карактеризира со намален, но линеарен тренд во бројноста, 

која се движи околу 0,7 – 0,8 милиони овци. Најголем дел од популацијата на овци во Р. 

С. Македонија се од мелезен тип, во кој фенотипски доминантно преовладува 

овчеполскиот сој (Dzabirski и Andonov, 1998). Според неофицијални податоци од 

здружението на одгледувачи на овчеполската праменка во Р. С. Македонија, кои се 

повикуваат на матично книговодство воведено во регистрираните одгледувачки објекти, 

бројот на овој автохтон сој изнесува околу 4,000 грла. Следејќи го опаѓачкиот тренд на 

популацијата на овци во Р. С. Македонија, вклучително и на овчеполската праменка, би 

можело да се очекува дека оваа тенденција ќе продолжи и во следните години доколку 

не се преземат соодветни мерки за нејзина заштита. Министерството за земјоделство, 

шумарство, водостопанство на Р. С. Македонија (МЗШВ) во 2010 година објави 

програма за заштита на биолошката разновидност во сточарството во која беше 

опфатена и овчеполската праменка. Факултетот за ветеринарна медицина во Скопје 



6 
 

(ФВМС) активно учествуваше во спроведувањето на оваа програма преку создавање на 

ген банка со криопрезервација на семенски материјал од машки расплодници.  

Во репродуктивната биотехнологија, криопрезервацијата зазема значително место. Со 

замрзнување на ејакулати од мажјаци може да се обезбеди генетски и расплоден 

материјал за поголем број на грла со што се олеснува контролата на генетската селекција 

и се редуцираат финансиските трошоци за одгледување на машките расплодници. 

Дополнително, криопрезервираните ејакулати може безбедно да се транспортираат и 

манипулираат, независно од времето и местото на нивната употреба (Salamon и Maxwell, 

2000). Целта на криопрезервацијата е да се суспендира метаболизмот на 

сперматозоидите при што периодот за нивно одржување би можел да биде речиси 

неограничен. Според одредени наоди (Salamon и сор., 2004), замрзнати овнешки 

ејакулати во течен азот (-196°С) може да ја задржат својата фертилна способност и до 

35 години. 

Криопрезервацијата во течен азот (криотретман) причинува значителни промени во 

клеточниот интегритет и функционалниот капацитет на сперматозоидите намалувајќи ја 

нивната фертилизирачка способност. Во криопрезервираните ејакулати од овни, 40-60% 

од клеточната популација имаат задржана подвижност (мотилност), а 20-30% имаат 

задржан биолошкиот и функционалниот интегритет (Salamon и Maxwell, 2000). Во однос 

на другите фармски одгледувани видови на животни, овие податоци укажуваат на 

ниската криотолеранција на овнешките сперматозоиди. Како можна причина се сметаат 

специфичности во структурата на клеточната мембрана и начинот на кој таа е 

афектирана, како на пример повисок степен на липидна пероксидација на мембранските 

фосфолипиди поради нивна поголема застапеност. Како главен причинител на овие 

процеси се кислородно-реактивните-радикали (КРР) кои произлегуваат од нормалната 

метаболичка активност на сперматозоидите (Salamon и Maxwell, 2000). 

Постејакулативните сперматозоиди имаат незначителни количини на цитоплазма, 

поради тоа што синтетските процеси не се неопходни за нивната функција, а главното 

депо за метаболички суровини како и за антиоксидативни компоненти е лоцирано во 

семиналната плазма (СП) (Alvarez и Storey, 1989). Најважни компоненти на ејакулатниот 

антиоксидативен систем кај овните, но и кај повеќето цицачи, се супероксид 

дисмутазата (SOD), каталазата (CAT), глутатион редуктазата (GR) и глутатион 

пероксидазата (GPx), (Marti и сор., 2007). Поради ниската концентрација на CAT во SP 

и цитоплазмата, приматот го заземаат редуцираниот глутатион (GSH) и GPх кои го 
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отстрануваат водородниот пероксид (Alvarez и Storey, 1989). Во научната литература 

познати се повеќе обиди за намалување на криолошки негативни ефекти кај овнешките 

сперматозоиди, кои вклучуваат употреба на антиоксидативни материи (Bucak и сор., 

2007), протеински фракции од семинална плазма на свежи ејакулати (Bergeron и сор., 

2005), фосфолипидни компоненти (Manjunath и Thérien, 2002) и сл. Протеинските 

компоненти на СП се смета дека имаат стабилизирачки ефект на клеточната мембрана, 

па била употребувана во пред- и пост-криопрезервацискиот период со цел подобрување 

на криопрезервацискиот успех во in-vitro услови (Maxwell и сор. 1999; Ghaoui и сор., 

2007; Mataveia и сор., 2010; Perez-Pe и сор., 2001). Други наоди се спротивставуваат на 

релативизирањето на улогата на СП за поттикнување на хиперактивација и акрозомска 

реакција, која неминовно би го намалила процентот на сперматозоиди способни да 

извршат фертилизација во пост-криопрезервацискиот период (Ledesma и сор., 2015; 

Rovegno и сор., 2013).  

И покрај обемниот извор на научни информации за користењето на СП или GSH како 

додатоци во криопрезервациските медиуми со цел зголемување на криопрезервацискиот 

успех на ејакулати од овни, според нашите сознанија, не постојат податоци за нивно 

истовремено (комбинирано) користење во единствен медиум за постигнување на истата 

цел. Според одредени научни податоци, специфични протеински фракции на СП од овни 

имаат способност да стапуваат во интеракција со антиоксидативните компоненти, како 

што е глутатион-редуктазата, неопходна за нормално функционирање на GSH (Garcia, 

E.M., и сор., 2006; Marti и сор., 2007). Оттука, следејќи ја оваа хипотеза, сметавме дека 

хомологната семинална плазма (HSP) во комбинација со GSH би можеле да го зголемат 

антиоксидативниот капацитет на свежите ејакулати и да обезбедат структурни елементи 

(протеински фракции, фосфолипиди, холестерол и сл.) кои би биле адсорбирани на 

оштетените домени од плазмената мембрана, репарирајќи ги. Овој комбиниран ефект во 

криопрезервациски медиуми, би можел да придонесе за зголемување на застапеноста на 

криопрезервирани сперматозоиди од овчеполска праменка кои имаат неоштетен 

структурен интегритет и задржан капацитет за оплодување. Очекувавме ефектите да 

бидат остварливи преку регулирањето на концентрацијата на оксидативните радикали 

кои поинтензивно се создаваат при лабораториска манипулација и криопрезервација на 

сперматозоидите, и преку зголемувањето на соодносот помеѓу СП и сперматозоидите. 

Со остварување на овие цели, очекувавме да го зголемиме криопрезервацискиот 

капацитет на класичните криопрезервациски медиуми кои се употребуваат за ејакулати 
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од овчеполска праменка, придонесувајќи во подобрување на протоколите за 

конзервирање на гаметни клетки од овој автохтон вид и сој на овци. 

 

II. ПРЕГЛЕД НА НАУЧНАТА ЛИТЕРАТУРА 

1. Криопрезервација на сперматозоиди од овни во течен азот  

Во ревијална студија (Salamon и Maxwell, 2000) се опишани неколку истражувања 

поврзани со криопрезервација на сперматозоиди, опишани подетално во понатамошниот 

текст. Првите обиди за криопрезервација на сперматозоиди од овни се направени во 1937 

година од Bernstein и Petropavlovsky, подетално опишани во ревијалната студија. 

Користејќи раствор на глицерол (1 М, 9,2%), успешно замрзнале сперматозоиди од 

цицачи (зајак, морско прасе, овен, бик, нерез, пастув) и птици (еребица и петел) на 

температура од -21°С. Раствор на глицерол, со концентрации од ≥18% имал токсичен 

ефект врз сперматозоидите.  Smirnov во периодот помеѓу 1947-1950 година, ја 

истражувал витрификацијата на мали волумени ејакулати (0,05 - 0,10 mL) од овни и 

бикови, без употреба на глицерол. Од 19 осеменети овци, секоја со 3-5 осеменувања, со 

употреба на замрзнати ејакулати (15 min на -78°С), седум останале сјагни, со 11 

живородени јагниња, а со осеменување на 11 крави, биле добиени 5 телиња. 

Истражувањата за криопрезервација продолжиле поинтензивно после 1950 година. 

Blackshaw и Emmens, во 1953 година утврдиле дека растворите за замрзнување кои биле 

користени за бикови, не давале иста ефикасност и кај овните. Во овој период биле 

истражувани цела плејада на криопротективни материи, криопрезервациски методи и 

криодефекти на сперматозоидите од цицачи. Нискиот криопрезервациски успех на 

сперматозоидите од овни (Watson, 2000; Medeiros, 2002), бил демонстриран со зголемена 

ембрионална смртност и нарушена миграција на сперматозоидите во женскиот 

генитален тракт (Gillan и сор., 2004; Barbas и Mascarenhas, 2009).  

Постоечките криопрезервациски протоколи за мали преживари се модифицирани од 

оние за бикови (Chunrong и сор. 2018). Индикативно е дека тие се повеќе адекватни за 

сперматозоиди од кози отколку за овни (Chunrong и сор., 2018). Интрацервикалното 

осеменување со криопрезервирани сперматозоиди дава многу повисок успех кај козите 

во споредба со овците. Структурата на цервикалниот канал се смета како една од 

причините за разликите во овие резултати (Foote, 2002). Криопрезервацијата дејствува 

примарно на протоплазматската мембрана на сперматозоидите што доведува до 
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намалени функционални карактеристики (Holt, 2000). Во споредба со нискиот успех од 

интрацервикалното осмененување (Maxwel и сор., 1999), интраутериното депонирање 

на криопрезервирани сперматозоиди резултирало со многу повисоки вредности (Watson, 

2000; Holt, 2000). Било демонстрирано дека за успешно интраутерино осеменување на 

овците (> 50% сјагност), неопходна е концентрација од 20 милиони криопрезервирани 

сперматозоиди, во споредба со интрацервикалното осменување за кое се потребни 10 

пати поголеми концентрации (Maxwel, 1986). 

Криопрезервацијата значително го продолжува векот на складирање на 

сперматозоидите од цицачи во in vitro услови, примарно поради инхибиција на 

метаболитичката активност во замрзната состојба. Во ревијална студија (Chunrong и 

сор., 2018), е најден податок од конференциски материјали за криопрезервирани 

сперматозоиди од овни чија фертилна способност била задржана и до 35 години. 

Методологијата за криопрезервација на сперматозоиди од овни најпрво ја вклучува 

фазата на собирање, која најчесто се изведува со метод на вештачка вагина, а поретко и 

со електроејакулација. Последниот метод најчесто е критикуван поради ефектот кој го 

има врз составот на СП, што може да резултира со намалена отпорност на 

сперматозоидите при криопрезервацијата (Chunrong и сор., 2018). Со цел да се избегнат 

негативните ефекти во оваа фаза, неопходно е да се елиминираат услови на 

контаминација (урина, фецес, крв и сл.) или на термален шок (ниски температури). 

Квалитативните и квантитативните карактеристики на ејакулатот се проценуваат 

непосредно после фазата на собирањето и најчесто вклучуваат проценување на волумен, 

клеточна концентрација, мотилност и морфолошка исправност на сперматозоидите. 

Дополнително, се користат тестови со кои се проверува интегритетот на 

протоплазматската и акрозомската мембрана (хипоосмотски тест-HOST или боење-

Hancock2), или in vitro фертилизациската способност на сперматозоидите (Faigl и сор., 

2012). Утврдувањето на параметри за  прецизно проценување на фертилната способност 

на сперматозоидите е дискутабилен процес за кој е неопходно опсежно истражување. 

Според одредени автори, HOST методот има висока веродостојност и повторливост 

(Matsuoka, T. и сор., 2006), но според други, уште поголема важност имаат мотилноста, 

хроматинскиот интегритет и митохондријалната активност (Kasimanickam и сор., 2011; 

Zhang и сор., 1998; Januskauskas и сор., 2003). И покрај бројните истражувања, сепак 

тешко е да се одреди еден параметар кој би давал најблиски вредности за фертилната 

способност на сперматозоидите, со оглед на тоа дека успешното оплодување зависи и 
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од други фактори, како што е еструсот кај женките, нивната фертилност, сезонската 

активност, но и методите кои се употребени за вештачко осеменување (интрацервикално 

или интраутерино) (Faigl и сор., 2012). После иницијалното проценување на 

квалитативните и квантитативните карактеристики на ејакулатот, може да се изврши 

негово суспендирање (разредување) во криопрезервациски медиуми (раствори), кои 

содржат Tris, фруктоза или гликоза, лимонска киселина, глицерол, антибиотици и 

жолчка од јајце. Степенот на разредување може да варира помеѓу 11 и 26 (Salamon и 

Maxwell, 2000) при што треба да се внимава да не се предизвика ефект на преголема 

разреденост. За овнешките ејакулати, се препорачува 2-5 кратно суспендирање на 

сперматозоидите, зависно од содржаните компоненти во растворот (Salamon и Maxwell, 

2000). Постои можност и за двофазно разредување, каде најпрво се користи раствор без 

глицерол, а потоа и раствор со глицерол. Обично, концентрацијата на глицерол во овие 

раствори може да варира меѓу 4% и 6% (Salamon и Maxwell, 2000). Следната фаза е 

еквилибрација на сперматозоидите во ниски температури со намален метаболизам, која 

се постигнува со постепено намалување на температурата до +4°С во период од 1,5 до 2 

часа, а потоа со задржување на оваа температура за уште 2 часа (Faigl и сор., 2012; Cseh 

и сор., 2012). Ова е неопходно за да се овозможи адаптација на сперматозоидите, но и 

еквилибрација на криопротективните материи (глицерол) во и надвор од клетката 

(Salamon и Maxwell, 2000). После еквилибрирањето, разредените ејакулати може да се 

замрзнат со автоматизиран протокол (-8°С/min), или спакуваните примероци (пластични 

паети) се изложуваат на температури од -75°С до -125°С, во временски период од 7-10 

min, со нивно поставување над нивото на течниот азот (6 cm) (Salamon и Maxwell, 2000, 

Faigl и сор., 2012). Одмрзнувањето се изведува на температура од 35°С до 40°С (водена 

бања), во период од 30 sec. 

 

1.1. Ефекти на криопрезервацијата врз морфолошкиот и функционалниот 

интегритет на сперматозоидите 

Главните оштетувања кои ги претрпуваат сперматозоидите во процесот на 

криопрезервација се однесуваат на физичките (структурните) и функционалните 

(биохемиските) особини (Salamon и Maxwell, 2000). Плазмената, акрозомската 

мембрана, митохондриите, хромозомот и опашниот сегмент имаат различен степен на 

криогени оштетувања. Мотилноста како функционална, а опашниот дел и хроматинот 
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како структурна компонента, имаат поголема резистентност кон криолошките ефекти 

(Salamon и Maxwell, 2000). Протоплазматската, акрозомската мембрана и 

митохондриите се главните морфолошки структури кои имаат значителни промени во 

текот на криотретманот (Salamon и Maxwell, 2000). Преку биохемиски истражувања на 

сперматозоиди од цицачи, било демонстрирано дека овие морфолошки дефекти се 

поврзуваат со ослободувањето на протеини и липиди од нивната структура (Derin-

Bennett, и сор., 1973). Освен директното физичко влијание на криопрезервацијата врз 

претходно споменатите структури, удел имаат и индиректните влијанија, како што се 

КРР, чие создавање е поттикнато како последица на биохемиските и морфолошките 

оштетувања, со кои значително се намалува фертилната и мотилната способност на 

сперматозоидите (Salamon и Maxwell, 2000; Juyena и Stelletta, 2012). Температурните 

промени во опсегот меѓу 20°С и 0°С, предизвикуваат термален шок кој е проследен со 

нарушување на мембранскиот интегритет на клетките како последица на создавањето 

кристали од мраз (Drobnis и сор., 1993). Во температурниот опсег меѓу +5°С и +15°С 

настануваат пукнатини во нејзината структура со кои се појавуваат процеси на фазно 

одвојување (Drobnis и сор., 1993), кои се делумно повратни во физиолошките 

температурни размери (Perez-Pe и сор., 2001).  

 

1.2. Оксидативен стрес и кислородно-реактивни-радикали како причинители на 

криогени оштетувања на сперматозоидите 

КРР првенствено реагираат со полинезаситените масни киселини кои се составен дел на 

мембранските фосфолипиди и имаат важна улога во одржувањето на мембранскиот 

интегритет (Aitken, 1991). Меѓу позначајните видови на КРР се: супероксидните 

анјонски (О2-), хидроксидните (НО-) и нитроксидните (NO-) радикали (Lenzi и сор., 

1996). Водородниот пероксид (H2O2), кислородот (О2) и хидрохлорната киселина 

(HOCl), кои се создаваат како производи на метаболизмот, не се типични КРР бидејќи 

имаат електронски парови кои не се слободни да реагираат. Во аеробните клетки, 

најважен извор за О2- (полуживот 0.4-1000 μs) е електронскиот транспортен ланец во 

митохондриите и во ендоплазматскиот ретикулум. За секои четири електрони кои се 

предадени на цитохром оксидазниот комплекс, настанува редукција на еден молекул О2 

во два молекули на вода (Lenzi и сор., 1996). Некои делови од електронскиот 

транспортен ланец, особено NADH-коензим Q (CoQ) редуктазниот комплекс и 
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редуцираните форми на CoQ, отпуштаат неколку електрони на O2 со унивалентна 

редукција, создавајќи О2-, H2O2 и НО- радикали (унивалентен правец на редукција). 

Степенот на унивалентниот правец како и последователното создавање на КРР е 

правопропорционално со одвивање на процесите на оксидативна фосфорилација и 

липопероксидација. Митохондриите имаат фосфолипиди во својата структура кои се со 

висок степен на незаситеност, што ги прави да бидат подложни на 

липопероксидативните процеси (Lenzi и сор., 1996). Супероксидните анјонски радикали 

се создаваат во микрозомите и протоплазматската мембрана. Хидропероксилните 

радикали се едни од најмоќните оксиданти и се најзастапената форма на супероксиди 

кои се создаваат во реакција со мембранските фосфолипиди. Имаат способност да вршат 

пероксидација на неестерифицирани масни киселини, отпочнувајќи сериска реакција 

(Bielski и сор., 1983). Водородниот пероксид е еден од најстабилните меѓупроизводи на 

кислородната редукција. Тој се создава при унивалентната редукција на кислородот, а 

може да се создава и во различни клетки кои се вклучени во воспалителни реакции преку 

мембранскиот NADH оксидазен систем и ксантин оксидазниот систем. За разлика од О2-

, водородниот пероксид ја поминува протоплозматската мембрана скоро исто како и 

водата. Во суштина, тој е цитотоксичен и има слаби оксидирачки својства, но во 

присуство на метали како што се железото или бакарот, создава многу потоксични 

хидроксилни радикали преку Фентоновата реакција (Lenzi и сор., 1996). Хидроксилните 

радикали се создаваат во фаза на респираторни реакции предизвикани од неутрофилите 

и макрофагите кои се помалку токсични производи од супероксидните анјони и 

водородниот пероксид. Разградувањето на липидните хидропероксиди во реакција со 

супероксидните анјонски радикали или во реакција со водородниот пероксид и метали, 

доведува до создавање на хидроксилни радикали. Тие се многу активни (полуживот 90.3 

ns) и реагираат со скоро сите молекули во клетката, непосредно на местото на нивното 

создавање. Тие предизвикуваат биолошко оштетување на клетките, реагирајќи со 

структури кои се неопходни за нејзино нормално оддржување во живот. Клеточната 

хомеостаза се оддржува преку регулација во концентрацијата на материи кои лесно се 

пероксидираат, како што се полинезаситените масни киселини, но и преку ефективноста 

на системите за редукција на слободните радикали. Оксидативниот стрес би можел да се 

дефинира како нарушен сооднос помеѓу про-оксидативните и антиоксидативните 

материи, во кои првите преовладуваат (Lenzi и сор., 1996). 
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1.3. Криопротективни материи употребувани во протоколите за криопрезервација 

на сперматозоиди од мали преживари 

1.3.1. Трехалоза 

Истражувањата за употребата на трехалозата (α – D – глукопиранозил – α – D - 

глукопиранозид) се актуелни во криобиологијата и репродукцијата кај домашните 

животни. Инспирацијата за употребата на оваа материја како криопротектант е што 

истата е најдена во големи концентрации кај одредени видови на организми (бактерии, 

габи, растенија) во фаза на криобиоза и анхидробиоза (Pereira и сор., 2008). Понови 

истражувања со употреба на трехалозата во криопрезервација на сперматозоиди од овни 

потврдуваат на зголемување во криопрезервацискиот успех (Quan и сор., 2012; Aisen и 

сор., 2002; Jafaroghli и сор., 2011). Во друго истражување, нагласен е негативниот ефект 

на трехалозата при нејзина употреба во многу високи концентрации, како последица на 

осмотски шок (Aisen и сор., 2002). Во споредба со други облици на олигосахариди, како 

што е сукрозата, ефектот на трехалозата е индициран како посупериорен (Aboagla и сор., 

2003; Quan и сор., 2012; Jafaroghli и сор., 2011). Сепак, постојат и контрадикторни наоди 

кои даваат различни толкувања за ефектот на трехалозата и сукрозата врз мотилноста на 

сперматозоидите (Molinia и сор., 1994), што може да се должи на различните 

експериментални поставки. За разлика од моносахаридите, трехалозата не може да ја 

помине протоплазматската мебрана, па нејзиното примарно дејство е екстрацелуларно. 

Сепак, според други извори, за оптимално дејство на трехалозата, неопходно е таа да 

биде присутна на двете страни од клеточната мембрана (Crowe и сор., 2001). Биле 

направени обиди за нејзино интрацелуларно внесување преку термотропна липидно-

фазна транзиција (Sathpaty и сор., 2004) и микроинјектирање (Eroglu и сор., 2003), но 

резултатите и ефективноста на овие методи би требало да биде дополнително 

валидирана. Сé уште е недоволно познат механизмот на криопротективно дејство на 

трехалозата, иако е познато дека неговата стаклено-транзициска температура (-30°С) е 

многу повисока во однос на конвенционалните криопротектанти, како што е етилен 

гликолот (-85°С) и глицеролот (-65°С) (Pereira и сор., 2008). Нејзиниот примарен ефект 

е во потикнување на екстрацелуларната витрификација и намалување на процесот за 

создавање на кристали од мраз. Има способност да ја замени водата во макромолекулите 

преку водородните врски и ја зголемува флуидноста на протоплазматската мембрана, со 

што го намалува процентот на криодефекти (Aboagla и сор., 2003; Crowe и сор., 2001). 

Се претпоставува дека трехалозата може и физички да ја заштити протоплазматската 
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мебрана преку спречување на прекумерните волуменски промени во текот на 

криопрезервацијата (Liu и сор., 1998). Посочени се и антиоксидативни својства на 

трехалозата во мали концентрации (Tuncer и сор., 2013; Iqbal и сор., 2016), како и 

редуцирање на осмотската сензитивност и иницирање на акрозомска реакција во текот 

на криопрезервација на сперматозоиди од овни (Ahmad и сор., 2015). 

 

1.3.2. Синтетски блокатори на кристали од мраз 

Спречувањето на кристали од мраз во текот на криопрезервацијата претставува голем 

предизвик во криобиологијата. Со оглед на нивното дејство врз биолошкиот интегритет 

на криопрезервираните клетки, би постоело значително подобрување на успехот во 

криопрезервацијата доколку тие се редуцираат. Кај некои поедноставни организми, 

идентификувани се неколку протеини кои учествуваат во криопротекцијата, и им 

овозможуваат нормално функционирање на ниски температури (криотолеранција). 

Ваков облик на протеини е откриен кај вид на антартички риби (DeVries и Wohlschlag, 

1969). Тие најпрво биле именувани како антикристални протеини (AFP), кои влијаат врз 

процесот на формирање кристали од мраз (Chapsky и Rubinsky, 1997; Ishiguro и Rubinsky, 

1994), спречуваат рекристализација (Knight и сор., 1984; Knight и сор., 1988), и стапуваат 

во реакција со протоплазматската мембрана (Rubinsky и сор., 1991; Rubinsky и сор., 

1992), обавувајќи го криопротективното дејство и врз ткива од цицачи. До сега, овие 

протеини се употребувани во криопрезервација на сперматозоиди од овци (Payne и сор., 

1991), говеда (Prathalingam и сор., 2006), глувци (Koshimoto и Mazur, 2002),  и шимпанза 

(Younis и сор., 1998). AFP имале позитивен ефект врз мотилноста на сперматозоидите 

од шимпанза (Younis и сор., 1998) и на задржување на акрозомскиот интегритет на 

сперматозоиди од овни (Payne и сор., 1991). Сепак, постојат дебати за нивната 

применливост, со оглед на тоа што се покажале како неуспешни во блокирањето на 

кристали од мраз при криопрезервација на сперматозоиди од глувци (Koshimoto и Mazur, 

2002). Во моментот, достапни се три видови на комерцијални AFP (AFP-I, AFP-III, и 

антифриз гликопротеин) (Prathalingam и сор., 2006). Со оглед на нивната висока цена, 

биле направени обиди за синтетизирање на нови материи кои би ги замениле AFP (Wang 

и сор., 2003; Wowk и Fahy, 2002; Wowk и сор., 2000), при што случајно биле откриени 

непротеински материи (Chou, 1992). За спречување на витрификациските ефекти бил 

предложен и поливинил алкохолот (Wowk и Fahy, 2002; Wowk и сор., 2000). Биле 
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правени и обиди за моделирање на молекуларната структура на овие материи при 

замрзнување, со што тенденцијата била да се создаде форма која нема да прави физичко 

оштетување на клетките (Taylor и сор., 2004). Материи како 1,3,5-циклохексанетриол 

(1,3,5-CHD), 1,3-циклохексанедиол (1,3-CHD), и 1,4-циклохексанедиол (1,4-CHD) имале 

соодветна геометриска структура на молекуларната конформација со која можело да се 

влијае врз начинот на формирање на кристалите од мраз (Taylor и сор., 2004). 1,3,5-CHD 

има инхибиторен ефект во апоптозата на криопрезервираните сперматозоди од овни 

(Quan и сор., 2013). Криопротективниот ефект на 1,3-CHD  врз сперматозоиди е нешто 

поизразен во однос 1,4-CHD (Taylor и сор., 2004).  

 

1.3.3. Жолчка од јајце и n-3 полинезаситени масни киселини 

Липидниот состав на протоплазматската мембрана е важен фактор кој ја дефинира 

сензитивноста на сперматозоидите кон криодефекти, мотилноста, и клеточниот 

интегритет (Hammerstedt и сор., 1990). Висока застапеност имаат n-3 долголанчестите 

полинезаситени масни киселини (n3 PUFA), особено докосахексаеноичната киселина 

(DHA) и еикосапентаеноичната киселина (EPA) (Esmaeili и сор., 2015; Strzezek и сор., 

2004). Овие структурни карактеристики ѝ овозможуваат на протоплазматската мембрана 

поголема флуидност со што таа е поотпорна на криодефектите (Rooke и сор., 2001). 

Докажано е дека, од сите PUFA во мембранските структури на сперматозоидите, DHA е 

најдоминантна, и нејзината концентрација е високо корелирана со мотилноста и 

фертилната способност (Samadian и сор., 2010). Во текот на криопрезервацискиот 

процес, концентрацијата на DHA опаѓа поради липопероксидативните процеси (Kaeoket 

и сор., 2008) поттикнати од КРР (Martinez-Soto и сор., 2013). Додавањето на PUFA во 

разредители за криопрезервација, било предложено како метод за редуцирање на 

криодефектите од КРР (Wathes и сор., 2007). Кај биковите овој ефект бил забележан по 

алиментарно додавање на DHA (Gholami и сор., 2010). Додавањето на DHA и EPA во 

цитратни разредители за криопрезервација на биковски сперматозоиди ја намалило 

нивната мотилност и клеточен интегритет при ладење во период од 7 дена (Kiernan и 

сор., 2013), но ја подобрило мотилноста и мембранскиот интегритет кај 

криопрезервирани сперматозоиди од нерези (Chanapiwat и сор., 2012). DHA во друг тип 

не криоразредител (BioXcell), покажал позитивни криопрезервациски својства на 

сперматозоидите од бикови (Kaka и сор., 2017). За криопрезервација на сперматозоиди 
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од овни биле направени обиди за додавање на DHA преку рибино масло, по што биле 

констатирани подобрени карактеристики на одмрзнатите клетки (Abdi-Benemar и сор., 

2015). Претходните наоди биле потврдени во друго истражување (Thagilou и сор., 2017), 

каде било утврдено дека додавањето на различни концентрации на n-3 PUFA нема 

подобрувачки ефект на криопрезервираните сперматозоиди од овен. Повисоки 

концентрации (50 ng/mL-1) додадени во криопрезервацискиот разредител ја намалиле 

вкупната мотилност, биолошкиот интегритет, протоплазматскиот интегритет, и го 

зголемиле процентот на сперматозоиди со нарушена морфологија. Како причина се 

наведува додавањето на жолчка од јајце кое го зголемува учеството на PUFA во 

суспензијата со сперматозоиди што придонесува до интензивирање на 

липопероксидативните процеси кои го нарушуваат интегритетот на клетките. Овие 

наоди биле во контрадикторност со претходно наведените извори, што остава простор 

за дополнително истражување и интерпретирање на резултатите. Дополнително, како 

причина за нискиот киропрезервациски успех е наведено отсуството на додатни 

количини на антиоксиданси кои би придонеле за еквилибриумот со КРР. Во друго 

истражување, било забележано дека додавањето на α-токоферол во криопрезервациски 

разредител за сперматозоиди од овни го подобрува криопрезервацискиот успех (Abdi-

Benemar и сор., 2015). Слично, додавањето на L-цистеин во криопрезервациски 

разредител со жолчка од јајце, дало значително подобрување во криопрезервацискиот 

успех на сперматозоиди од нерези (Chanapiwat и сор., 2009). Било забележано дека n-3 

PUFA суплементираниот криопрезервациски разредител имал повисоко изразени 

негативни ефекти врз сперматозоидите од овни кои биле добиени во расплодниот 

период (Септември), во споредба со оние добиени во вон-расплодниот период (Јули). 

Ова било објаснето со различниот начин на интеракција помеѓу квалитативните 

карактеристики на ејакулатите и n-3 PUFA (Thagilou и сор., 2017). Соодносот на n-6 и n-

3 PUFA во опашниот дел на сперматозоидот е помал во текот на летниот период, 

споредбено со зимскиот (Argov-Argaman и сор., 2013). Во текот на летниот период, 

учеството на DHA од вкупната концентрација на PUFA во сперматозоидите од овни 

изнесува 44,9% (Diaz и сор., 2015). Овие сезонски варијации ги објаснуваат разликите 

во криопрезервацијата на сперматозоидите од овни и нивното однесување во однос на 

криопротективните компоненти на разредителот (пр. PUFA) (Thagilou и сор., 2017). 

Оттука, се претпоставува дека во сезоната во која ејакулатите имаат висок процент на 

сперматозоиди со високи квалитативни карактеристики и високи концентрации на n-3 

PUFA, додавањето на дополнителни количини предизвикува поголем процент на 
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оштетувања, споредбено со ејакулати добиени во други сезони (Thagilou и сор., 2017). 

Дополнително, се препорачува користење на антиоксидативни материи во 

криопрезервациските разредители со кои би се еквилибрирал ефектот на КРР кои се 

создаваат во текот на криопрезервацијата (Thagilou и сор., 2017). 

 

2. Антиоксидативен систем на семиналната плазма 

Во ејакулатите на овни главните, компоненти на антиоксидативниот систем се: SOD, 

GR, GPx, GSH, оксидираниот облик на глутатион (GSSG), и CAT (Marti и сор., 2007; 

Ghaoui и сор., 2007). СП е единствениот телесен секрет кој содржи највисока 

концентрација на антиоксиданси што го компензира недостатокот на цитоплазма и 

интрацелуларни антиоксидативни ензими во сперматозоидите (Juyena и Stelletta, 2012). 

Ензимот CAT, кој е со потекло од надсемениците, ги заштитува незрелите 

сперматозоиди кои сѐ уште се наоѓаат во нивниот лумен, додека SOD и GP кои се лачат 

во семиналните везикули ја обавуваат оваа функција во постејакулативниот период 

(Zubkova и Robaire, 2004). Дел од овие ензими се идентификувани во неколку региони 

на сперматозоидот: SOD во акрозомот, постакрозомот и опашниот дел, GPx во 

постакрозомот и апексот (врвот) на главата, и GR во опашниот дел (Marti и сор., 2008). 

Од трите изоформи на SOD кај преживарите (Cu-Zn-SOD, Mn-SOD и екстрацелуларниот 

e-SOD), Cu-Zn-SOD е најактивната форма во СП, додека останатите две имаат 

значително помала активност (Cardozo и сор., 2006). SOD врши спонтана 

трансформација на О2- во О2 и Н2О2, а CAT го трансформира Н2О2 во Н2О и О2 (Alvarez 

и сор., 1987).  

 

2.1. Сезонски варијации на антиоксидативната ензимска активност во 

семиналната плазма од овни 

Концентрацијата на КРР има висока корелација со инфертилноста кај разни видови на 

цицачи (Huszar и Vigue, 1994; Sharma и Agarwal, 1996). Неопходно е постоење на 

рамнотежа во нивното создавање за да може да се одвиваат нормално процесите на 

сперматозоидна активација и оплодување (Pasqualotto и сор., 2001). Прекумерното 

создавање или целосното неутрализирање на КРР доведува до нарушување на 

нормалните клеточни процеси. Прекумерните концентрации генерално доведуваат до 
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липопероксидативни процеси кои ја нарушуваат мотилноста на сперматозоидите преку 

исцрпување на аденозин-три-фосфатот (ATP), независно од интензитетот на 

оксидативната фосфорилација (Armstrong и сор., 1999). Утврдено е дека во одредена 

концентрација, КРР се неопходни за нормално одржување на мотилноста, иницирање на 

хиперактивацијата, капацитацијата и врзувањето за zona pellucida на јајце-клетките 

(Allamaneni и сор., 2004). СП содржи висок антиоксидативен капацитет кој го 

сочинуваат антиоксидативните компоненти кои се лачат во епидидимисот (Potts и сор., 

1999). Намалувањето на антиоксидативниот капацитет е поврзан со зголемена липидна 

пероксидација во клеточните мембрани и инфертилност (Chen и сор., 2001). 

Утврдени се значителни разлики во протеинскиот состав на СП во зависност од сезоната 

(Cardozo и сор., 2006). Во периодот на сезонска апстиненција, одредени протеински 

фракции не можат да се идентификуваат во СП на овни (Potts и сор., 2000). СП во 

расплодниот период се карактеризира со повисока концентрација на протеини, а во 

апстинентниот со повисока активност на антиоксидативни материи (GR, GPx, SOD и 

CAT) (Potts и сор., 2000). Слични наоди се потврдени и при споредување на 

последователните ејакулати од ист расплодник (Potts и сор., 2000). Повисока активност 

на SOD, GR и CAT била забележана во првите ејакулати кои имале помал квалитет на 

сперматозоидите, додека GPx била со повисока активност во вторите ејакулати (Ollero и 

сор., 1996). Овој податок наведува на претходни наоди кои имплицираат дека GRD, GPx 

и SOD главно се лачат во простатата, а CAT е со потекло од повеќе аксесорни полови 

жлезди (Yeung, 1998). GPx со епидидимално потекло, кој е претходно опишан кај 

нерезите и глувците (Jimenez и сор., 1990), има декапацитирачки ефект врз 

сперматозоидите (Okamura и сор., 1997). Освен неговата примарна антиоксидативна 

улога, оваа компонента на СП ја игра заштитната улога во однос на сперматозоидите и 

преку декапацитирачките својства (Aitken и сор., 1994). 

Многу често, изворот на КРР е интрацелуларен, како што е случајот со 

олигозооспермните мажјаци, чии сперматозоиди произведуваат релативно високи 

концентрации на КРР (Gomez и сор., 1996). Додавањето на антиоксидативни ензими 

(CAT или SOD) не покажало голема ефективност во однос на овие КРР поради нивното 

екстрацелуларно дејство (Twigg и сор., 1998). Демонстрирани се репаративните (Garcia, 

E.M., и сор., 2006; Barrios и сор., 2000) и превентивните ефекти (Perez-Pe и сор., 2001) 

на протеините од СП во однос на одредени промени во клеточната мембрана при 

термален стрес. Дополнително, истражена е нивната интеракција со антиоксидативниот 
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систем на СП, при што одделно била утврдена активноста на секоја од 

антиоксидативните компоненти (GR, GPx, SOD и CAT) во фракциите на СП. GR е 

изолиран од фракции кои имаат молекуларна маса од околу 100 kDa (Garcia, E.M., и сор., 

2006), додека SOD и GPx се издвоени во останатите фракции. Супероксид дисмутазите 

се класифицирани во зависност од типот на метални јони кои ги содржат во својата 

структура: Cu/Zn SOD (бакар/цинк) и Mn SOD (манган). Cu/Zn SOD е хомодимер со 

молекуларна маса од 32,5 kDa (Lenzi и сор., 1996). Mn SOD е хомотетрамер со 

молекуларна маса од 88 kDa (Lenzi и сор., 1996). Во протеинските фракции на СП, SOD 

може да се најде во повеќе молекуларни облици, поради високата тенденција на 

полипептидите да стапуваат во меѓусебни интеракции (Colas и сор., 2009). Широката 

дистрибуција на GPx во различните фракции на СП би можело да се објасни со постоење 

на две негови форми, едната како тетрамер од 88 kDa, а другата како мономер од 18 kDa, 

кои меѓусебно може да стапат во интеракција (Garcia, E.M., и сор., 2006). Активноста на 

CAT не е утврдена во ниту една фракција, најверојатно поради негова инактивација или 

поради високиот степен на разредување во текот на анализирањето (Marti и сор., 2007). 

Фракциите во кои постои најголема активност на GPx и SOD покажуваат најголем 

капацитет за репарација (Garcia, E.M., и сор., 2006; Barrios и сор., 2000) и превенирање 

(Perez-Pe и сор., 2001) на криооштетувањата во клеточната мембрана. Главните 

компоненти на овие фракции се протеините RSP-14 и RSP-20, кои се носители на 

заштитните и декапацитирачки ефекти (Bergeron-Annick и сор., 2005). Истражувањето 

предлага дека заштитните ефекти на СП во однос на криолошките оштетувања, може 

делумно да се препише на нејзината антиоксидативна активност (Martin и сор., 2007). 

Со Wester-blot анализа е утврдено дека овие протеини не се субјективни единци, туку се 

составени од повеќе протеински фрагменти (Gardozo и сор., 2007). Сè уште не е утврдено 

дали овие протеини имаат антиоксидативна улога, покрај тоа што се декапацитирачки и 

стабилизирачки фактори за сперматозоидната мембрана (Martin и сор., 2007). 

 

2.2. Улогата на глутатионот во гаметите на цицачите 

Глутатионот (GSH) е трипептиден тиол (γ-глутамилцистеинглицин). Претставува  

непротеинска сулфхидрилна компонента застапена во клетките на цицачите која има 

различни биолошки функции. Овој тиол има значајна улога во детоксификација и 

антиоксидација на егзогени и ендогени соединенија, но и во оддржување на 
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интрацелуларниот редокс потенцијал. Сулфхидрилната група е главниот носител на  

антиоксидативната улога на глутатионот. Во зависност од неговата реактивност, тој 

постои во две форми: оксидиран- (GSSG) и редуциран глутатион (GSH). Тој стапува во 

реакција со КРР во содејство со ензимите GPx и GR. Преку неговата тиолна група може 

да делува директно на водородниот пероксид, супероксидниот анјон и хидроксилните 

радикали, додека со сулфхидрилната група може да реагира со алкоксилните радикали 

и хидропероксидите. GR ја врши трансформацијата GSSG во GSH (Lenzi и сор., 1996). 

GPx и SOD се во тесна корелација со две протеински фракции од СП (RSP-14 и RSP-20) 

кои имаат заштитен ефект на сперматозоидите при криопрезервација (Marti и сор., 2007). 

GPx е ензим кој содржи селен, а негова главна улога е да ја катализира редукцијата на 

водородниот пероксид (и липидните пероксиди) во присуство на GSH, кој потоа се 

претвора во GSSG. Повторна редукција на GSSG се остварува преку ензимот GR во 

присуство на никотинамид аденин динуклеотид фосфат (NADH-P) кој се реобновува во 

пентозофосфатниот циклус.  

Во ејакулатот кај цицачите, антиоксидативната одбрана се состои од ензимски и не-

ензимски системи, од кои вториот е главно претставуван од GSH. Главната функција на 

GSH во ејакулатот кај цицачите е поврзана со неговата интеракција со други системи со 

кои превентивно делува на КРР. Редокс улогата на GSH овозможува спротивставување 

на ефектите од оксидативниот стрес врз сперматозоидите, кој се манифестира со 

липидна пероксидација на клеточната мембрана, иреверзибилно онеспособување на 

мотилната функција, оштетување на хроматинската маса и губење на интрацелуларните 

ензими во екстрацелуларниот простор (Aitken и сор., 1994). Во прилог 3 и 4 се 

прикажани средните вредности за концентрациите на GSH во сперматозоидите и СП кај 

различни видови на цицачи. Од приложените вредности, е евидентно дека највисока 

застапеност на GSH во сперматозоидите имаат глувците, а најниска нерезите. Во прилог 

на овие наоди, може да се додаде и податокот што GPx и GR имаат ниска или речиси 

незабележителна активност во сперматозоидите кај нерезите (Li, 1975). Истовремено, 

нерезите имаат висока застапеност на GSH во СП (Stzezek и сор., 1999). Во текот на 

матурацијата на сперматозоидите кај бикови (од епидидимис до ејакулаторни облици), 

било забележано значително намалување на GSH концентрацијата, за речиси 75 % 

(Agrawal и Vanha-Perttula, 1988). Во матурираните облици на сперматозоиди кај 

биковите, SOD и GSH се двата најзначајни антиоксидантни компонентни. Во научно 

истражување, кое анализирало сперматозоиди од шест расплодни бикови, прикажани се 



21 
 

индивидуални варијации во интрацелуларните концентрации на GSH кај биковите, кои 

имале опсег помеѓу вредностите 295 и 691 pmol/mg протеини (Bilodeau и сор., 2000). Во 

СП на пастувите, главната компонента на тиолниот антиоксидативен систем е GSH, кој 

е за 10 пати со повисока концентрација во однос на онаа кај нерезите. Сепак, не се 

најдени дополнителни научни податоци за неговата концентрација и во 

сперматозоидите кај пастувите со цел да се изврши пообјективна споредба. 

Постојат податоци кои наведуваат дека интрацелуларната концентрација на GSH има 

брза тенденција за намалување во аеробни услови на инкубирање (Bilodeau и сор., 2000). 

Како причина, се наведува реакцијата на тиолната група од GSH со други молекули, по 

што тој добива недетектибилна конфигурација, па се нарекува „скриен GSH“ (Benard и 

Balasubramanian, 1995). Ова е потврдено со податокот што не постои последователна 

обратнопропорционална промена во концентрацијата на GSSG. Скриениот GSH, 

всушност претставува спој на протеински молекул со GSH преку дисулфидна врска. На 

овој начин, GSH е заштитен од влијанието на оксидативните радикали, и може да се 

складира во клетката како резервен облик на антиоксиданс. Другото објаснување за 

намалувањето на GSH и GSSG при инкубирање во аеробни услови е нивното 

транспортирање надвор од клетката преку клеточната мембрана (Van Klaveren и сор., 

1997). 

Концентрацијата на антиоксидансите во СП варира според расата, сезоната и 

фреквенцијата на мострирање на ејакулатите (Ollero и сор., 1996). Забележана е повисока 

активност на GR, GPx, SOD и CAT во ејакулати кои имаат пониски фертилни 

карактеристики или во ејакулати кои се мострирани во вонрасплодниот период (Cardozo 

и сор. 2006). Повисоката антиоксидативна активност во СП која потекнува од вакви 

ејакулати се смета дека ги компензира недостатоците на сперматозоидите и обезбедува 

поголема можност за фертилизација (Cardozo и сор. 2006). 

 

3. Изолација и карактеризација на главните протеински фракции на семиналната 

плазма од овни 

Најголемиот процент на протеини во СП на цицачите припаѓаат во две поголеми групи 

на протеини. Едната главна група е сочинета од протеини кои се нарекуваат 

спермоадхезини, и го претставуваат мнозинството на протеини во СП кај нерезите и 

пастувите. Другата е сочинета од протеини кои содржат домени на фибронектин, тип 2, 
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и го претставуваат мнозинскиот протеински состав во СП кај биковите. Шест типови на 

спермоадхезини се идентификувани во СП кај нерезите кои зафаќаат 30% од вкупната 

протеинска маса: AWN1, AWN2, AQN1, AQN3, PSP-I, и PSP-II (Varela и сор., 1997). Кај 

пастувите е идентификуван само еден тип на спермоадхезин во СП (HSP-7), (Reinert и 

сор., 1996). Во СП кај биковите се идентификувани два аналогни протеини на 

спермоадхезини: aSFP (Dostalova и сор., 1994) и Z13 (Tedeschi и сор., 2000). 

Спермоадхезините се секреторни производи на семиналните везикули, со исклучок на 

AWN-1 кој е присутен само во спермата и е со епидидимално потекло, а се синтетизира 

во rete testis и tubuli recti (Topfer-Petersen и сор., 1998).   

Протеините кои содржат фибронектин тип 2 домени, се идентификувани во СП кај 

говедата и се означени како BSP-A1, BSP-A2, BSP-A3, и BSP-30 kDa (заеднички се 

означуваат како BSP протеини) (Manjunath и Therien, 2002). Тие се секреторни 

производи на семиналните везикули. Во СП кај козите откриени се следните хомолози 

на BSP протеините: GSP-14, GSP-15, GSP-20 и GSP-22 kDa (Villemure и сор., 2003). BSP 

протеините имаат својство да стапуваат во интеракција со мембранските холински 

фосфолипиди на сперматозоидите кои спаѓаат во групата на HDL (липопротеини со 

висока густина) и LDL (липопротеини со ниска густина) (Manjunath и Therien, 2002). 

Овие својства ги дефинираат биолошките ефекти на BSP протеините врз 

сперматозоидната клеточна мембрана во текот на оплодувањето, кои може да бидат 

изразени со нејзина стабилизација (декапацитација) или дестабилизација 

(капацитација). Во текот на ејакулацијата, при мешање на клеточната и течната фаза на 

ејакулатот, доаѓа до интеракција на BSP протеините со сперматозоидите што 

предизвикува ефлукс на холестерол од клеточната мембрана кој резултира со нејзина 

целосна реорганизација. Доколку BSP протеините стапат во интеракција со 

мембранските холински фосфолипиди, тие ја намалуваат нивната динамиката и 

кинетика (Bergeron и сор., 2005).  

Спротивно на позитивните ефекти на BSP протеините во однос на фертилизацијата, 

препознаени се и негативни ефекти во однос на криопрезервацијата (Bergeron и сор., 

2005). Демонстрирано е дека ефлуксот на фосфолипиди и холестерол од мембранскиот 

матрикс е во корелација со концентрацијата и времето на експозиција со BSP 

протеините, што може да предизвика значителни нарушувања на биолошкиот 

интегритет на клетките доколку бидат изложени на високи концентрации (Manjunath и 

Therien, 2002). Успешно е демонстрирано врзувањето на BSP протеините од СП со 
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липопротеинска фракција со ниска густина (LDL) присутна во жолчка од јајца од 

кокошки-несилки кои се користат во производството на разредители за замрзнување на 

семе (Manjunath и сор., 2002). Со оваа интеракција е објаснет заштитниот ефект на LDF 

во однос на ефлуксот на липидни компоненти од сперматозоидната мембрана 

(холестерол и холински фосфолипиди) (Bergeron и сор., 2005). Во СП од овни се 

идентификувани протеински фракции кои имаат способност да се врзат за клеточната 

мембрана со што ја зголемуваат отпорноста кон термални шокови при криопрезервација, 

но исто така имаат способност и да ги репарираат одредени криодефекти. Овие ефекти 

се забележани доколку се додаваат на изолирани сперматозоиди кои биле третирани на 

ниски температури (Barrios и сор., 2001; Perez-Pe, и сор., 2001).  

Околу 45% од изолираните протеински фракции во СП на овни отпаѓаат на 

спермоадхезини со маса од 15,5 kDa,  а другата поголема фракција припаѓа на BSP 

протеините кои зафаќаат околу 20% (RSP-15 kDa, RSP-16 kDa, RSP-22 kDa и RSP-24 

kDa). Спермоадхезинот 15,5 kDa кај овните покажува голема секвенционална сличност 

со AQN-1 протеинот (~70%) кој е изолиран во СП кај нерезите и кој има улога во 

процесот на капацитација (Topfer-Petersen и сор., 1998). Споделувајќи ја способноста за 

врзување со хепарин, се претпоставува дека улогата на овие два протеини е иста, 

односно дека учествуваат во процесот на капацитација, во врзувањето на 

сперматозоидот за zona pellucida и овидукталниот епител. Според молекуларните 

истражувања, имуноафинитетните анализи и хепарин-врзувачките карактеристики, 

индикативно е дека мнозинскиот дел од протеините на СП (спермоадхезините и BSP 

протеините) покажуваат структурна идентичност или сличност со СП протеините кај 

другите видови на цицачи (нерези, пастуви, јарци) и се карактеризираат со исти 

биолошки ефекти (Bergeron и сор., 2005). 

 

3.1. Влијание на семиналната плазма и нејзините компоненти во 

криопрезервацискиот успех 

СП претставува сложена биолошка суспензија која содржи голем број на компоненти 

чиј сооднос може да се разликува меѓу мажјаците (Juyena и Stelletta, 2012).  Ејакулатот 

претставува суспензија на клетки (сперматозоиди) во секрет на семиналните жлезди, кој 

се нарекува семинална плазма (СП). Таа претставува сложен медиум преку кој се 

спроведуваат биохемиски процеси во сперматозоидите. Нејзината рН вредност варира 
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помеѓу видовите на животни, но кај преживарите претежно има кисела-кон-неутрална 

вредност. Компонентите на СП се лачат во тестисите (лат. rete testis), надсемениците 

(лат. epididymis) и секундарните полови жлезди (семинални жлезди) (Juyena и Stelletta, 

2012). Кај малите преживари во семинални жлезди се вбројуваат: семиналните везикули, 

простатата, и булбоуретралните жлезди. Нивните секрети имаат најголем уддел во 

волуменот на ејакулатот. Секретот на семиналните везикули имаат најголем уддел во 

волуменот на СП (Juyena и Stelletta, 2012). Составот и функцијата на СП се разликува 

помеѓу видовите на животни, помеѓу мажјаците од ист вид, но и помеѓу 

последователните ејакулати од ист мажјак (Juyena и Stelletta, 2012). Влијание може да 

имаат фактори како што се должина на денот, исхрана, активноста на ензимите, 

метаболитичката активност на сперматозоидите и сл. Најголем придонес во 

протеинскиот состав на СП кај преживарите имаат семиналните везикули и 

надсемениците (Chandonnet и сор., 1990). Протеинските фракции во СП имаат различна 

улога врз сперматозоидите. Нивниот ефект може да се манифестира преку модификации 

во составот и структурата на протоплазматската мембрана или преку други структурни 

и функционални модификации кои го регулираат клеточниот и биолошкиот интегритет 

(Juyena и Stelletta, 2012; White и сор., 1987). 

Успехот во инкубирањето на криопрезервирани сперматозоиди со СП директно ќе 

зависи од нејзиниот состав (D’Alessandro и Martemucci, 2003). Неколку научни 

истражувања прикажуваат докази за способноста на одделни компоненти од СП, 

особено на неколку протеински фракции, да се адсорбираат на површината на 

ејакулираните сперматозоиди (Bernardini и сор. 2011). Оваа способност може да се 

искористи во инкубирањето на одмрзнатите сперматозоиди со СП, а успехот во 

репарационите процеси на мембраната се правопропорционални со концентрацијата на 

протеинската фракција (Muiño-Blanco и сор. 2008). Во научната литература постојат 

извори кои прикажуваат зголемување на криопрезервацискиот успех и во случаи каде 

СП се инкубира со ејакулатите пред криотретманот (Perez-Pe и сор., 2001). Со термална 

денатурација на протеините од СП, овие ефекти изостануваат, слично како и во 

примероците кај кои нема додадено СП (Garcia, E.M., и сор., 2006). Липопротеините како 

компонента на СП не учествуваат во репарациските процеси на мембраната, ниту пак 

можат истата да ја заштитат од термален шок (Barrios и сор., 2000). 

Кај овните се идентификувани следните протеински фракции кои претставуваат 30% од 

вкупните протеини во СП: RSP-14 kD, RSP-16 kD, RSP-20 kD и RSP-24 kD (Bergeron и 
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сор., 2005). RSP-14 е идентификуван како стабилизатор на мембранските фосфолипиди 

и цитоскелетот (Barrios и сор., 2000). RSP-14 и RSP-20 се идентификувани како 

протеински фракции кои имаат заштитен и репаративен ефект врз сперматозоиди кои 

имале криопрезервациски третман (Pérez-Pé и сор., 2001). Додавањето на протеините од 

СП во медиум за разредување на ејакулати пред криотретманот, го спречува или 

намалува оштетувањето на протоплазматската мембрана преку инхибиција на 

тирозинската фосфорилација (Pérez-Pé и сор., 2002), ја оддржува активноста на 

антиоксидативните ензими и нивната дистрибуција на површината на клетките (Marti и 

сор., 2008), и го подобрува степенот на криопрезервација преку зголемување на 

процентот на клетки со задржан биолошки интегритет (Pérez-Pé и сор., 2001). 

Протеините од СП на бикови не можат да ги постигнат овие ефекти кај 

криопрезервирани сперматозоиди од овни поради видовата специфичност во нивното 

дејство (Garcia, E.M., и сор., 2006). Сезонските варијации на гонадотропните хормони 

како и на нивните рецептори во тестисите, влијаат врз составот на СП (Cardozo и сор., 

2006). Во расплодниот период на овните, кој во северната хемисфера трае меѓу 

Септември и Ноември, СП има најголема концентрација на протеини (Perez-Pe и сор., 

2001; Cardozo и сор., 2006). Со раслојување на гел електрофореза (SDS-PAGE) е 

потврдено дека највисок степен на зголемување во расплодниот период имаат две 

протеински фракции со маса од 14 kD и 20 kD за кои се смета дека се директни носители 

на претходно опишаниот заштитен ефект на СП во текот на криопрезервацијата (Muiño-

Blanco и сор. 2008). 

Влијанието на СП врз зрелите постејакулаторни сперматозоиди е опсежно истражувана 

кај различни видови на животни. Меѓу главните ефекти кои таа ги има се: активација и 

потикнување на мотилната активност на сперматозоидите (Juyena и Stelletta, 2012); 

обезбедува нутритивен и пуферски ефект; врши стабилизација на протоплазматската 

мембрана инхибирајќи го процесот на капацитација сѐ до нивно транспортирање во 

женскиот генитален систем (Villemure и сор., 2003); го регулира сперматозоидниот 

транспорт кај коњите (Troedsson и сор., 2005) ја овозможува интеракцијата помеѓу 

сперматозоидите и јајце-клетката кај говедата (Souza и сор., 2008). 

Постојат спротивставени заклучоци во научната литература околу третирањето на 

сперматозоидите со СП од овни во посткриопрезервацискиот период. Според едни, 

додавањето на СП во одмрзнати овнешки ејакулати влијае врз одржување и зголемување 

на мотилноста, протоплазматскиот, митохондријалниот интегритет, митохондријалната 
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респирација, и општо, во зголемување на отпорноста при криотретманот (Maxwell и сор., 

2007; Ghaoui и сор., 2007; Mataveia и сор., 2010). Други автори заклучуваат дека СП нема 

никакви ефекти врз одмрзнатите сперматозоиди (de Graaf, 2007; Ledesma и сор. 2005), 

или дека таа може да има негативно влијание врз мотилноста, биолошкиот интегритет, 

и степенот на преживување (Rovegno и сор., 2015).   

Со оглед на неопходноста на антиоксидативните материи во СП кои се речиси 

единствениот заштитен механизам на сперматозоидите од КРР, секаков третман кој 

вклучува разредување или отстранување на компонентите од СП може значително да го 

намали иницијалниот антиоксидативен капацитет (Maxwell и Stojanov, T., 1999). 

Додавањето на СП во инкубацискиот медиум после одмрзнувањето на ејакулатите го 

намалува оксидативното оштетување на сперматозоидите кај луѓето (Potts и сор., 1999), 

го задржува хроматинскиот интегритет и ја спречува липидната пероксидација (Alvarez 

и Storey, 1989). Други студии го посочуваат позитивниот ефект на GSH и GSSG, 

додадени во разредители на основа на Tris, врз мотилноста, биолошкиот интегритет и 

фертилноста на сперматозоиди од овни (Bucak и сор., 2007). 

 

3.2. Протеините од семиналната плазма ја редуцираат фосфорилацијата на 

тирозинот во протеините на протоплазматската мембрана кај овнешки 

сперматозоиди по криотретман 

Ниските температури имаат негативен ефект врз биолошкиот и функционалниот 

интегритет на сперматозоидите (Salamon и Maxwell, 2000). Сперматозоидите од овни 

имаат многу поголема осетливост на ниско-температурни шокови во однос на другите 

видови животни (бикови, нерези, коњи) (Salamon и Maxwell, 2000). Во научната 

литература се предлага хипотезата дека овие промени во сперматозоидите се должат на 

предвремено иницираната капацитација која ја предизвикуваат ниските температури 

(Pérez-Pé и сор., 2001). Процесот на капацитација вклучува ефлукс на холестерол и 

мембрански врзани протеини од сперматозоидната мембрана што резултира со 

мембранска дестабилизација, зголемување на мембранската флуидност и 

пропустливост, и алтерација во мобилноста на мембранските протеини (Yeagle, 1991). 

Капацитацијата која е последователна на нискотемпературните промени во 

сперматозоидите при процесот на криопрезервација, се претпоставува дека е директно 

поврзана со процеси на тирозинска фосфорилација (Pérez-Pé и сор., 2002). Додавањето 
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на протеини од СП во медиумот за разредување, пред изложувањето на ниско-

температурен шок, значително го зголемува степенот на живи сперматозоиди после 

одмрзнувањето преку неутрализирање на процесите на тирозинска фосфорилација. 

Репаративните ефекти на протеините од СП во однос на веќе капацитираните 

сперматозоиди не се должат на неутрализирањето на ефектите од тирозинската 

фосфорилација, туку се поврзани со други механизми (Pérez-Pé и сор., 2002). Без оглед 

на видот на нискотемпературен третман на сперматозоидите (криопрезервација или 

разладување на +4°С), намалувањето на нивната фертилна способност се должи на 

предвремената капацитација која настанува последователно на тирозинската 

фосфорилација (Pérez-Pé и сор., 2002). 

 

3.3. Ефекти на семиналната плазма од овни врз сперматозоидите и фертилноста кај 

овците 

Постојат голем број на научни податоци кои имаат спротивставени заклучоци за 

употребата на СП при криопрезервацијата на сперматозоиди. Првично се сметало дека 

сперматозоидите од нерез после одмрзнувањето имаат повисок степен на преживување 

доколку бидат изложени на автологната СП, по што истата се заменувала со вештачки 

медиум (Pursel и Johnson, 1975). Во поновата научна литература може да се најдат 

податоци со кои се опишуваат штетните ефекти на СП во текот на инкубацијата после 

одмрзнувањето (Cormier и Bailey, 2003), но исто така и податоци кои индицираат дека 

додавањето на 20% СП може да има декапацитирачки и репарирачки ефект при 

инкубирање на 39°С или при разладување на 4°С (Vadnais и сор., 2005). Додавањето на 

изолирана СП од пастуви во вештачки медиум за разредување на ејакулати го зголемува 

степенот на преживување на разладените сперматозоиди од пастуви и го задржува 

нивниот хроматински интегритет (Love и сор., 2002). Во процесот на криопрезервација 

на ејакулатите од пастуви, рутински се врши отстранување на СП, која има штетен ефект 

врз сперматозоидите доколку се изложени долговремено пред замрзнувањето (Moore и 

сор., 2005). Во СП плазма на овните, идентификувани се протеински фракции со 

големина меѓу 5 и 10 kDa кои ги редуцираат штетните ефекти на сперматозоидите при 

разредувањето (Ashworth и сор., 1994). Дополнително, при додавање на СП на 

одмрзнати сперматозоиди од овни, се постигнува подобрување на фертилната 

способност при интрацервикално осеменување (Maxwell и Johnson, 1999). Разликите во 
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заклучоците од научните истражувања може да се рефлектираат од меѓувидовите, 

меѓурасните, меѓуиндивидуалните, па дури и интраиндивидуалните варијации во 

протеинскиот состав на СП, и варијациите во соодносот на декапацитирачките и 

капацитирачките протеински фактори (Maxwell и сор., 2007). СП е сложен комплекс на 

органски и неоргански компоненти како и протеини кои имаат позитивни или негативни 

ефекти врз сперматозоидите во однос на степенот на преживување при 

криопрезервацијата. Нивната концентрација може да варира помеѓу мажјаците од ист 

вид, но и кај ист мажјак во зависност од некои амбиентални фактори, како што се 

сезоната, исхраната, атмосферската температура, начинот на собирање на ејакулатите, 

стресот и сл. (Perez-Pe и сор., 2001). Позитивните ефекти на протеините од СП се 

препишуваат само на одредени фракции чие дејство може да биде ограничено или 

анулирано од други компоненти во целата СП. Индицирано е дека во екстрахираните  

протеински компоненти на СП од овни се содржи ниско-молекуларен масен фактор кој 

го спречува нивното адсорбирање за сперматозоидите, а со тоа го оневозможува 

оддржувањето на нивниот биолошки интегритет (Garcia, E.M., и сор., 2006). Степенот 

на адсорбција на овие „корисни“ протеини од СП е зависно од потеклото на 

сперматозоидите (епидидимални, постејакулаторни или овидуктални), но и од начинот 

на кој тие се манипулирани (разредување, криопрезервација и сл.). Лабораториското 

третирање на ејакулатите може да предизвика ослободување на компоненти од 

клеточната мембрана на сперматозоидите, овозможувајќи слободни места за врзување и 

реакција со други лиганди, што всушност се случува при процесот на капацитација и 

лажна (индуцирана) акрозомска реакција. Влијанието на СП врз сперматозоидите може 

да биде зависно и од составот на вештачкиот медиум во кој се врши разредување на 

сперматозоидите. Жолчката од јајце која се користи во приготвувањето на овие медиуми 

содржи липопротеинска фракција со ниска густина (LDF) која реагира со 14, 15 и 16 kDa 

RSP протеините во СП на овните и ја спречува нивната адсорбција за клеточната 

мембрана, што има значајна улога во одржувањето на нивниот биолошки интегритет 

изразен преку нивниот декапацитирачки ефект (Manjunath и сор., 2002). 

СП  не може да обезбеди целосна заштита на сперматозоидите при третман со ниски 

температури. Медиумите кои се користат за разредување на ејакулатите содржат 

компоненти кои се неопходни за да се намалат криодефектите на сперматозоидите при 

ниски температури (Salamon и Maxwell, 1995). Функцијата на сперматозоидите може да 

се оддржува долг временски период во длабоко замрзната форма (Gillan и сор., 2004), но 
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фертилизирачката способност на ваквото семе е со значително пониска стапка во однос 

на свежите ејакулати кои немале криотретман (Gillan и Maxwell, 1999). Во научната 

литература, успехот во концепцијата со користење на длабоко замрзнато семе од овни, 

значително варира меѓу авторите на научните трудови (Paulenz и сор., 2005; Maxwell и 

Hewitt, 1986). Поради етичките прашања кои се поставуваат околу алетрнативните 

методи за фертилизација (лапароскопско интракорнуално осеменување), а со цел 

подобрување на фертилизирачката способност на длабоко замрзнатите ејакулати, 

науката е приморана да истражува други помалку инвазивни методи. Од тука, 

произлегува и идејата за подобрување на медиумите кои се користат во замзрнувањето 

и разредувањето на ејакулатите кои се предмет на криотретмани. Употребата на СП при 

криотретманот е актуелна тема во ветеринарната андрологија и веќе резултира со 

добивање на корисни информации за идните истражувања во оваа област. Веќе е познато 

дека додавањето на СП од овни или на нејзина протеинска фракција (>10 kDa) во 

медиумот за разредување, резултира со зголемување на мотилноста, акрозомскиот, 

мембранскиот и хроматинскиот интегритет после одмрзнувањето (Ollero и сор., 1997). 

Во друго истражување е демонстрирано намалување на процентот на акрозомски 

активирани и капацитирани сперматозоиди, и зголемување на способноста за 

пенетрирање низ цервикален мукус во одмрзнати ејакулати на кои се додава цела СП 

(Maxwell и сор., 1999). 

Криотретманот врши нарушување на биолошкиот интегритет на сперматозоидите и го 

намалува степенот на нивното преживување после одмрзнувањето, како последица на 

молекуларните промени кои се идентични со процесот на капацитација (Cormier и 

Bailey, 2003). Овој облик на промени, во научната литература се означува како „лажна 

капацитација“ со цел да се поистовети со функционалните промени на сперматозоидите 

кои настануваат после одмрзнувањето, а се слични со вистинската капацитација. При 

лажната капацитација, настанува зголемена пропустливост на клеточната мембрана кон 

калциумови јони, што резултира со морфолошки и функционални промени кои по 

извесно време, надвор од женскиот генитален систем, доведува до клеточна смрт, без да 

се оствари фертилизацијата (Maxwell и сор., 2007). Лажно капацитираните 

сперматозоиди ја поседуваат способноста за in-vitro фертилизација на ооцити и 

интеракција со овидуктални епителијални клетки, што е карактеристично за нормално 

капацитираните сперматозоиди (Gillan и сор., 2000). Овие промени, сепак, не 

претставуваат вистинска капацитација (Green и Watson, 2001), па истражувани се 
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факторите во СП кои може да делуваат како стабилизирачки или декапацитирачки 

компоненти за клеточната мембрана (Ledesma и сор., 2015; Rovegno и сор., 2013). Се 

смета дека нормалната капацитација која резултира со ефлукс на холестерол од 

мембраната (Cross, 2003), промени во мембранскиот протеински состав и промената на 

трансмембранската протеинска дистрибуција (Suzuki-Toyota и сор., 2000), иницијално е 

резултат на интеракцијата помеѓу протеините од СП и мембраната на сперматозоидите 

(Maxwell и сор., 2007). Овие декапацитирачки фактори во СП се отстрануваат или 

модифицираат при транзитирањето на сперматозоидите низ женскиот генитален тракт 

(Maxwell и сор., 2007). Доколку овие компоненти се додадат на одмрзнати 

сперматозоиди, се очекува продолжување на животниот век на сперматозоидите, нивно 

декапацитирање, репарирање на мембранските структурни дефекти настанати во текот 

на капацитацијата, и инхибирање на целокупната плејада на промени кои го следат 

процесот на вистинска или лажна капацитација (Barrios и сор., 2000; Barrios и сор., 2005; 

Wolfe и сор., 2001). 

Во истражувања со замрзнати-одмрзнати сперматозоиди, заклучено е дека нивните 

функционални и фертилни карактеристики се подобруваат по додавањето на СП 

(Maxwell и сор., 1999). Хипотетизирано е дека позитивните компоненти на СП се наоѓаат 

во фракцијата која не содржи везикули, и е присутна независно од тоа дали овните се 

вазектомирани или не. Се смета дека потеклото на овие компоненти е пост-

епидидимално, и највероватно се создаваат во везикуларната аксесорна полова жлезда. 

Со термална денатурација на СП од овни, позитивниот ефект на замрзнати-одмрзнати 

сперматозоиди од овни изостанува, што индицира дека природата на овие компоненти е 

дефинитивно протеинска (Maxwell и сор., 2007). Според истото истражување, се тврди 

дека мембранската везикуларна фракција на СП нема никакви ефекти во однос на 

сперматозоидната и мембранска функција како и на  целокупната фертилизирачка 

способност на одмрзнатите сперматозоиди. Во друго научно истражување е направена 

изолација на мембранските везикули од СП на овни и истите биле прочистени со масено-

селективна хроматографија (El-Hajj Ghaoui и сор., 2007). Заклучено е дека овие 

мембрански везикули не може да се идентификуваат во СП која потекнува од 

вазектомирани овни, што индицира на тоа дека истите имаат тестикуларно или 

епидидимално потекло (El-Hajj Ghaoui и сор., 2006). Протеинските масени опсези на 

двете фракции од СП на вазектомирани и невазектомирани овни, биле во согласност со 

наоди од други истражувања (Bergeron и сор., 2005). Без оглед на тоа дали СП се добива 
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од вазектомирани или невазектомирани овни, истата има позитивен ефект врз 

мотилините карактеристики на замрзнатите-одмрзнатите сперматозоиди од овни, како и 

врз нивната фертилизирачка способност во однос на матурирани ооцити (Maxwell и сор., 

2007). Мембранската везикуларна фракција од СП на невазектомирани овни нема 

никаков ефект врз замрзнатите-одмрзнатите сперматозоиди доколку се додава во 

нормална концентрација. Единствено, при трикратно зголемување на оваа 

концентрацијата во медиумот за инкубирање може да се забележат позитивни ефекти 

(Maxwell и сор., 2007). Остаточните протеини кои се врзани за везикуларните фракции, 

а не за самите везикули, се причина за појава на разликите во овие ефекти во зависност 

од концентрацијата. 

Степенот на разредување на ејакулатите непосредно пред замрзнувањето или при 

сексирањето (раздвојување на сперматозоидите врз основа на X/Y хромозомот), 

неминовно влијае врз мотилноста, мембранскиот статус и фертилизирачката способност 

на сперматозоидите (Maxwell и Johnson, 1997). Покажано е дека додавањето на 10% 

автологна СП од овен или нерез во медиумот за разредување ја подобрува мотилноста и 

биолошкиот интегритет на сперматозоидите од соодветните ејакулати при разредување 

на 400, односно 20 пати (Catt и сор., 1997). Автологната СП може да има индивидуална 

варијација, па нејзините ефекти во одредени околоности, може да се манифестираат со 

позитивно или негативно во однос на замрзнатите-одмрзнати сперматозоиди (Maxwell и 

сор., 2007).  Хетерологната СП (од овен на нерез или од нерез на овен) генерално се 

смета дека има негативни ефекти врз сперматозоидите (Catt и сор., 1997). Компонентите 

во СП на нерезите кои имаат позитивни ефекти врз сперматозоидите се идентификувани 

во PSP-II подединицата на PSP-I/PSP-II спермоадхезинот (Garcia и сор., 2006). Кај 

овните, овие позитивни ефекти на СП се алоцирани во RSP-14/20 (Barrios и сор., 2005) 

или во спермоадхезините (Bergeron и сор., 2005), но последните имаат помалку јасно 

дефинирани ефекти поради тоа што имаат ист степен на дејство за замрзнати-одмрзнати 

или сексирани сперматозоиди како и кај биковите (Maxwell и сор., 2007). Во друго 

истражување, демонстрирани се позитивните ефекти на СП преку нејзино додавање во 

медимите за нативно боење на сперматозоидите (Maxwell и сор., 1997). СП додадена во 

медиумите за нативно боење или за суспендирање на сперматозоидите, го редуцира 

негативното влијание при разредувањето и го стабилизира мембранскиот статус на 

клетките, што може да се забележи со помала застапеност на аглутинирани 

сперматозоиди во размаските (Maxwell и Johnson, 1999). 
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4. Значајност на кинематичките параметри на сперматозоидите при процена на 

нивната фертилна способност 

4.1. Морфолошки карактеристики на сперматозоидите кај цицачите 

Фертилната способност на сперматозоидите е во висока корелација со нивната 

мотилност (Mortimer, 1997).  Оваа карактеристика на сперматозоидите е зависна од 

нивната структура која им овозможува подвижност во ејакулатниот медиум. Иако, 

сперматозоидите кај различни видови на животни имаат специфичности, сепак тие делат 

неколку заеднички карактеристики. Генералната структура на сперматозоидите кај 

цицачите е дефинирана со глава и опашка, која е поделена на среден, главен и завршен 

дел. Главната функција на главениот дел е пренесување на хаплоиден сет на хромозоми 

до ооцитот. Функцијата на опашката (лат. Flagellum) e да овозможи подвижност 

(мотилност) на сперматозоидите со која би го преминувал патот низ женскиот генитален 

тракт и би извршил пробивање (пенетрација) на надворешната обвивка на јајце клетката 

(лат. Zona pellucida). Структурните карактеристики на сперматозоидната глава и опашка 

ги овозможуваат овие функционални улоги. Покрај претходно споменатите делови на 

флагелумот, тој за главата е поврзан со структурна компонента која се нарекува 

„сврзувачки регион“. Внатрешноста на флагелумот е составена од „аксонема“, која се 

состои од две централни микротубули, кои се опколени со девет парови на микротубули 

(Pedersen, 1991). Аксонемата се протега по целата должина на опашката, завршувајќи 

само со централниот пар во завршниот дел од опашката. Секој пар се состои од „А“ 

подединица која има облик на буквата „О“, и „В“ подединица која има облик на буквата 

„С“ со чии краеви се поврзува за подединицата-А. Околу микротубулите постои обвивка 

која ја сочинуваат сприрално извиткани фиброзни влакна. Кај животните со внатрешно 

оплодување, покрај микротубуларната обвивка постои и надворешна густа обвивка. На 

подединицата-А се прикачени динеински нишки кои се составени од повеќе подединици 

на аденозин-три-фосфатен (АТP) комплекс кој е одговорен за ослободување на енергија 

со која се овозможува лизгање на микротубуларните парови еден во однос на друг, 

причинувајќи заоблување на аксонемата во однос на нејзината надолжна оска, со што се 

создава кинетичка енергија (Gibbons, 1965). Овој процес вклучува серија на повторливи 

процеси на прикачување и откачување на динеинските нишки од микротубулите 

(Marchese-Ragona и Johnson, 1990). Соседните микротубуларни парови се споени со 
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врски од нексин (Stephens, 1970) помеѓу A и B подединиците (Baccetti и сор., 1985). Се 

претпоставувало дека овие врски ја одржуваат аксијалната структура при поместување 

на соседните микротубуларни парови, односно дека ја одржуваат нивната симетрија 

(Linck, 1979). Во првичните студии за улогата на овие нексински врски, било прикажано 

дека доколку истите бидат дигестирани, настанува зголемување на аксонемалниот агол, 

што последично резултира со намалување на амплитудата во флагеларното 

искривување. Оттука, било констатирано дека тие имаат значајна улога во одржување 

на амплитудата на флагеларното движење (Brokaw, 1980).  Во понатамошни 

истражувања, било увидено дека нексинските врски можат да се поместуваат, 

овозможувајќи непречено поместување на микротубулите, но исто така имаат улога и во 

одржување на оптималниот простор помеѓу паровите за да се овозможи соодветна 

интеракција со динеинските нишки (Bozkurt и Woolley, 1993). Прецизниот механизам со 

кој настанува интеракција помеѓу динеинот и тубулинот не бил доволно проучен, но се 

знаело дека за неа е неопходна В-подединицата на соседниот микротубуларен пар и АТР 

(Gagnon, 1995). Од секоја А-подединица се протегаат радијални нишки кон централниот 

слој (Hopkins, 1970). Овие нишки се состојат од 17 протеини, од кои 12 се прикачени за 

подединицата-А, а 5 се насочени кон централниот пар (Gagnon, 1995). Било познато дека 

дел од овие протеини се фосфорилирани, но не било познато значењето во функцијата 

на флагелумот (Curry и Rosenbaum, 1993). Радијалните нишки имале циклус на 

откачување-закачување во процесот на лизгањето на соседните микротубуларни парови. 

Аксонемата кај е опкружена со девет надворешни густи снопови на влакна кои се 

прикачени за дисталниот дел од сегментираните столбови во средишниот дел од 

опашката (Fawcett, 1975; Baccetti и сор., 1976). Секој сноп е поврзан со еден од 

микротубуларните парови и е соодветно нумериран. Овие снопови се составени од 

кератинозен тип на протеини, организирани во кора (кортекс) и срцевина (медула) 

(Baccetti et al., 1976). Постојат два типа на полипептидни ланци поврзани со дисулфидни 

мостови кои се создаваат во текот на епидидималното созревање на сперматозоидите 

(Olson и Sammons, 1980). Било утврдено дека должината на секој сноп завршува на 

различна точка од должината на флагелумот, но таа е константна за секое од сноповите 

(Serres и сор., 1983). Најголем дел (60%) тие се протегаат во главниот дел на флагелумот, 

составени од два кратки снопови (3 и 8 со 8,6 nm), три снопови со средна должина (2, 4 

и 7 со 17-21 um) и четири со најголема должина (5, 6, 9 со 31-32 um, и 1 со 35 um). Во 

најраните истражувања за улогата на густите снопови во фибриларната подвижност, се 

претпоставувало дека тие имаат моторна улога на аксијалната структура. Во 
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подоцнежни истражувања на сперматозоиди од жаба, било заклучено дека густите 

снопови кои се целосно одвоени од аксијалната структура, подеднакво се извиткуваат 

како и неа при флагеларното движење (Swan, 1980). Отука се утврдило дека нивната 

улога е стабилизирачка, а не моторна, како што првично се претпоставувало. Ова било 

докажано со сперматозоиди од животински видови кај кои не постојат густите снопови, 

па флагелумот има максимална амплитуда на закривување уште во проксималниот дел 

(Denehy, 1975). Во споредба со нив, кај цицачите, максималното искривување започнува 

подистално, непосредно после терминалните краеви на густите снопови (Woolley, 1985). 

Се претпоставувало дека асиметричното терминално завршување на густите снопови по 

должината на флагелумот имало влијание врз етапното ширење на бранот на аксијалното 

закривување (Serres, 1983), но сепак овој ефект бил прикажан и кај модели на 

сперматозоиди без густи снопови (Wooley, 1985).  

Срзувачкиот сегмент на сперматозоидот е составен од сегментирани цилиндрични 

структури и густа фиброзна структура (лат. Capitulum) (Fawcett, 1975). Главата и 

опашката на сперматозоидот се споени преку капитулумот и базалната плоча на јадрото. 

Се претпоставувало дека цилиндричните прстени се зглобно поврзани, намалувајќи ги 

силите кои би можеле да го откинат овој дел при флагеларното движење (Curry и 

Rosenbaum, 1993). Проксималната центриола е поставена во вдлабнување на првиот 

прстен од фиброзната структура на капитулумот, перпендикуларно во однос на 

рамнината на флагелумот. 

Средниот сегмент од флагелумот се протега од завршниот дел на сврзувачкиот сегмент 

до таканаречениот анулус (лат. annulus), кој го претставува преодот помеѓу средниот и 

главниот сегмент. Во овој дел се содржани митохондриите кои имаат хеликална 

поставеност и кои се одговорни за создавање на енергијата неопходна за мотилноста на 

флагелумот (Curry и Rosenbaum, 1993). 

Главниот сегмент се протега помеѓу средниот и завршниот сегмент на флагелумот. Во 

него се наоѓа фиброзната обвивка која претставува цитоскелет за аксонемата и 

надворешните густи влакна. Составена е од две периферни и надолжни траки во рамнина 

на централниот пар на микротубули, поврзани со полукружни ленти кои се разгрануваат 

и анастомизираат (Fawcett, 1975). Овие две траки се поврзани со најкратките фиброзни 

снопови и со соодветните микротубуларни парови, следејќи ги до нивната завршна точка 

во флагелумот. Дисулфидните мостови во молекуларната структура на оваа фиброзна 
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обвивка, ја дефинираат нејзината стабилизирачка и рестриктивна улога при мотилноста 

на флагелумот. Аксонемалниот комплекс е прикачен за протоплазматската мембрана на 

сперматозоидот преку структура која наликува на патент преку  надворешниот густ 

сноп-1. На овој начин, се овозможува поголема ефикасност во движењето кое би било 

невозможно без оваа врска (Koehler, 1983).  

Завршниот сегмент од опашката се наоѓа дистално од терминалниот дел на фиброзна 

обвивка. Аксијалната микротубуларна структура е покриена само со аксонема и 

протоплазматска мембрана. Аксонемалните елементи постепено исчезнуваат по 

должината на овој сегмент. Најпрво, недостасуваат динеинските нишки, па централниот 

пар на микротубули, па настанува одвојување на микротубуларните парови, за на крај 

од овој сегмент, да се забележи недостасување на В-подединицата (Wooley, 1985).  

Целиот сперматозоид е прекриен со протоплазматска мембрана (Pm), но акрозомот (Ac), 

јадрото и митохондриите се енкапсулирани во сопствени мембрански структури. 

Протоплазматската мембрана има дополнителни поделби во различни сегменти од 

клетката. Така, кај сперматозоиди од бикови биле идентификувани два региони на Pm, 

едниот во пределот на Ac, а другиот во пост-акрозомалниот остаток од клетката 

(Koehler, 1983). Во подоцнежни студии било демонстрирано дека лектините (Nicolson и 

Yanagimachi, 1974) и моноклоналните антителаа (Myles и сор., 1981) имаат специфичен 

афинитет за врзување со Pm посочувајќи дека мембраната има локални регулациони 

механизми (Nicolson и Yanagimachi, 1974). Неспецифичните региони на врзување за 

флагеларниот дел од Pm било индикативно за постоење на мобилност на 

гликопротеините кои биле нејзин составен дел (Koehler, 1983). Сепак, одредени домени 

од сперматозоидот биле идентификувани како постабилни во смисла на 

гликопротеинската мобилност, а се претпоставувало дека oва придонесува задржување 

на специфичноста на одреден сегмент од Pm (Holt, 1984). Овој заклучок одел и во прилог 

на фактот што метаболитичките процеси во главата и флагелумот значително се 

разликувале во периодот пред фертилизацијата. Така, кај главата тие се минимизирани, 

во однос на флагелумот каде се високо изразени. 

 

4.2. Теорија за флагеларното движење на сперматозоидите 

Познато е дека флагеларното искривување настанува како резултат на асиметричното 

поместување на аксонемалните компоненти, но точниот механизам сè уште не е добро 
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познат. Енергијата за ова придвижување потекнува од динеин-АТP-азната активност, чиј 

супстрат е АТP. Регенерирањето на овој енергетски супстрат настанува преку 

метаболизирање на гликоза или фруктоза до лактат, или во митохондириите преку 

Кребсовиот циклус. Како што е претходно опишано, искривувувањето на аксонемата и 

на целокупниот флагелум настанува како резултат на циклично поместувањето на 

микротубуларните парови еден во однос на друг. Доколку паровите се нумерираат во 

зависност од нивната поставеност во однос на стрелките од часовникот, иницијалното 

прикачување на динеинските нишки е за паровите кои би се наоѓале на 1 и 2 часот и 

продолжува сериски до деветиот пар. Овој цикличен сериски процес секогаш се одвива 

интегрално и не може да биде повремено запрен и рестартиран од истите парови. 

Доколку поради било каква причина, процесот е прекинат, циклусот секогаш започнува 

повторно од првиот пар, односно не постои „меморија“ за рестартирање на процесот од 

паровите каде тој бил привремено паузиран. Ваквиот начин на аксонемално 

искривување, предизвикува хеликален изглед на опашката чие движење се одвива по 

хеликално искривени рамнини во облик на елипса кај флагелумот од овнешките 

сперматозоиди (Denehy и сор., 1975). Тридимензионалниот изглед на флагелумот кај 

другите видови на цицачи може да има свои геометриски карактеристики.  

Кај некои видови на животни било забележано дека микротубуларните парови 5 и 6 се 

однесуваат како интегрална целина (физичка или функционална) (Afzelius, 1988). 

Подоцнежни истражувања на демебранизирани сперматозоиди од стаорци и бикови 

покажале дека паровите 3 и 8 се поврзани за централниот микротубуларен пар 

(Lindemann и сор., 1992; Kanous и сор., 1993). Во истите истражувања било 

демонстрирано дека постојат две групи на парови кои би можеле да се издвојат како 

интегрални целини (9, 1, 2 и 4, 5 - 6, 7). Паровите 9, 1, 2 секогаш се издвојувале први. 

Тие повеќе наликувале на сплескани снопови, отколку на единечни парови. Со ваквата 

организација во аксијалната структура можело да се објасни моделот на флагеларното 

движење кај различните видови цицачи. 

Како продолжение на оваа теорија за флагеларното движење, била предложена 

таканаречената теорија за „геометриски стисок“ со која првично било објаснето 

движењето на цилиите и флагелумите со должина од 10 um (Lindemann, 1994a,b), а 

подоцна била применета и за сперматозоидите кај цицачите, поспецифично за биковите 

(Lindemann, 1996). Оваа теорија предлагала дека сврзувачкиот сегмент на 

сперматозоидот овозможува фиксна точка за движењата на флагелумот преку 
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надворешните густи влакна. Според оваа теорија, се сметало дека сврзувачкиот сегмент 

е неопходен за да се овозможи нормален циклус на воспоставување врски со 

динеинските нишки.  

Преку модел на сперматозоиди од Ciona (морски вид на животно), било демонстрирано 

дека внатрешните динеински нишки се неопходни за одржување на закривеноста на 

опашката, додека надворешните се неопходни за совладување на отпор од надворешната 

средина (вискозитет) (Brokaw, 1996). Ова било забележано преку феноменот на брза 

промена во амплитудата и должината на пропагирачките бранови на флагелумот без 

притоа да се менува иницијалниот мотилен бран. Кај сперматозоидите на луѓето било 

демонстрирано дека не постојат надворешни динеински нишки, па поради тоа и покрај 

тоа што биле мотилни, сепак нивната брзина и BCF биле за половина со пониски 

вредности во однос на другите цицачи (Jouannet и сор., 1983). Ова било потврдено и со 

друго истражување во кое биле отстранети надворешните динеински нишки преку 

третирање со 0,5 М раствор на KCl (Gibbons, 1974). 

 

4.3. Компјутеризирана анализа на движењето на сперматозоидите (CASA) 

Концептот на оваа анализа се базира на микроскопски видео снимки од сперматозоиди 

на која софтверот ги забележува клетките врз основа на нивната големина, контраст и 

подвижност во однос на референтни рамки од сликата. Следејќи го нивниото движење, 

се врши реконструирање на сперматозоидната патека од која алгоритамски се 

пресметуваат и изведуваат поголем број на кинематички параметри (Mortimer, 1997). 

Микроскопската снимка се изведува во темна контрастна фаза во која главата на 

сперматозоидите има контрастно бела боја во однос на темната позадина. Софтверот за 

CASA може да варира помеѓу различни производители. Некои системи (пр. CellSoft), ја 

идентификуваат главата на сперматозоидот како континуитет на графички пиксели врз 

основа на кои се пресметува средината односно центроидот, додека други (CellTrack) ја 

утврдуваат положбата на сперматозоидот врз основа на периферните граници на главата 

од кои се утврдува центарот. Системот на HamiltonThorne ја утврдува најсветлата точка 

од главата на сперматозоидот врз основа на која го врши следењето. Генерално, овие 

системи се базираат врз утврдување на позицијата на главата, но само еден систем врши 

утврдување и на фалгеларното движење (Strömberg-Mika Cell Motility Analyser). Поради 

различните методи за утврдување на позицијата на сперматозоидите, но и поради 
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постоењето на различни алгоритми со кои се вршат пресметките, резултатите на 

различни истражувања може да имаат неистоветна интерпретација. Грешките во 

резултатите при CASA анализата настануваат најчесто поради погрешно обележување 

на други структури во аналитот наместо сперматозоиди или поради неправилно 

обележување на нивната патека на движење. Аглутинацијата на сперматозоидите не 

претставува проблем за поновите софтвери бидејќи големината на аглутинатот ги 

надминува граничните вредности за единечна клетка, па тие не се вклучуваат во 

завршните пресметки. Сепак, доколку суспензијата на клетки е премногу висока, може 

да дојде до преклопување на клетките во видното поле на снимката, што би можело да 

предизвика отчитување на една, наместо на две или повеќе преклопени клетки. Овој 

проблем е решлив со тоа што суспензијата на клетки обично се подесува на одредена 

концентрација која нема да предизвикува вакво преклопување. Во случајот со 

HamiltonThorne, софтверот не дозволува отчитување доколку процени дека постои 

превисока концентрација на клетки, и дава предупредување дека е неопходно да се 

направи дополнително разредување. Следењето на патеката на движење е дефинирана 

во зависност од вредноста за „површината на максимална веројатност“ во која би бил 

лоциран означениот сперматозоид во последователните делови од снимката. Оваа 

вредност е вклучена во алгоритамот на софтверот и е правопропорционална од 

максималната брзина на сперматозоидот, а обратнопропорционална од фреквенцијата 

на снимање, изразена во херци (Hz). Доколку концентрацијата на сперматозоидите е 

премногу голема, површината на максимална веројатност е поголема за секој 

сперматозоид, па се зголемува и можноста за преклопување на овие површини од два и 

повеќе сперматозоиди, што би претставувало проблем за софтверот. Одредени 

софтверски решенија (Strömberg-Mika Cell Motility Analyser) успешно се справуваат со 

овој проблем преку векторска анализа на индивидуалните патеки на движење со што се 

намалува ризикот од заменување на траектории од други клетки при нивна 

реконструкција. 

Потенцијалот на CASA анализата во предвидување на фертилната способност на 

сперматозодите е докажана во повеќе истражувања (Mortimer, 1997; Mortimer и сор., 

1986). Најчесто кинематичките карактеристики на сперматозоидите се споредувани со 

способноста за пенетрација низ цервикален мускус од овци (Mortimer и сор., 1986), in-

vitro (Sukcharoen и сор., 1996) и in-vivo фертилизација (Macleod и Irvine, 1995). Најголем 

дел од CASA анализите ги пресметуваат средните вредности за кинематичките 
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параметри на цели популации во аналитот. Овие податоци најчесто тешко се толкуваат 

бидејќи имаат големи варијации. Како подобро решение е предложено да се дефинираат 

популации на сперматозоиди во рамките на еден аналит врз основа на формата и 

изгледот на нивните траектории. 

 

4.3.1. Кинематички CASA параметри на сперматозоидите 

Кинематичките CASA параметри претставуваат временско зависни геометриски 

варијабли кои се разликуваат според пресметките за маса и сила (Drobnis и сор., 1988). 

Иако, најголем дел од клиничките проценки за фертилноста на сперматозоидите се 

базираат на движењето на главата од сперматозоидот, сепак флагеларното движење кое 

ја дефинира мотилноста, е важно да се земе во предвид. Така, во зависност од начинот 

на движење на флагелумот, може да се создадат различни форми на траекторија кои 

може засебно да се интерпретираат. Методот за утврдување на сперматозоидниот 

центроид продуцира неколку варијабли (параметри) кои се општоприфатливи во 

клиничките андролошки проценки: брзина на криволиниска (VCL), праволиниска (VSL) 

и просечна траекторија (VAP). Секој од овие параметри ја опишува прогресијата на 

сперматозоидот од различни аспекти. Сите овие параметри се всушност 

дводимензионални проекции на патеката на сперматозоидот и сите ја изразуваат 

брзината на сперматозоидот со единица должина во однос на единица време. VCL ја 

претставува брзината на сперматозоидот по траекторијата на неговото движење која во 

дводимензионалната рамнина наликува на линија со бројни латерални девијацијации. 

Во минатото, ова се изведувало мануелно со следење на секој сперматозоид од снимката 

и со исцртување на неговата траекторија. Модерните CASA софтвери се способни за 

автоматско исцртување и пресметување на оваа вредност. VSL е изведена од VCL 

траекторијата, и ја претставува брзината на сперматозоидот по правата линија исцртана 

меѓу почетната и крајната точка на движење. VSL е изведена од VCL и ја претставува 

брзината на сперматозоидот по просечната траекторија на движење која би се наоѓала 

измеѓу онаа на VCL и VSL (слика 1). Геометриски, таа може да се добие со пресметување 

на средната точка помеѓу спротивните апекси на VCL кои после нивно спојување би ја 

формирала средната траекторија (слика 1). Математичкиот модел подразбира 

утврдување на x и y координати во фиксен координативен систем од кои се утврдуваат 

средни вредности, кои потоа се забележуваат со точки. Линијата добиена со спојување 
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на овие точки кои ги означуваат средните вредности на координатите има налик на VCL, 

па со нејзино израмнување може да се добие просечната патека (Mortimer и Mortimer, 

1990). Добиената вредност на VAP зависи и од фреквенцијата на снимање, па така 

повисоки брзини на снимање даваат помали девијации на VCL, што би резултирало со 

пониски вредности на VAP, и спротивно. Hamilton Thorne има софтверско решение кое 

користи алгоритам за израмнување на VCL, земајќи ја во предвид релативната 

распореденост на соседните точки од траекторијата. На овој начин израмнувањето 

никогаш не е премногу високо ниту премногу ниско, давајќи најпрецизна пресметка на 

VAP.  

За дополнително опишување на траекториите, може да се пресметаат следните индекси: 

праволиниски (LIN), кој го претставува соодносот помеѓу VSL и VCL, линеарен (STR) 

кој го претставува соодносот помеѓу VSL и VAP, и алинеарен (WOB) кој го претставува 

соодносот помеѓу VAP и VCL. LIN има повисоки вредности кога сперматозоидите имаат 

траекторија која е повеќе слична или иста со онаа на VSL, и спротивно. Доколку 

траекторијата на движење е со високи латерални амплитуди во однос на VSL, тогаш STR 

може да има повисоки вредности од LIN, но сепак тие би биле премногу ниски за да 

може да се опише движењето како прогресивно или линеарно. Во сите ситуации каде 

VAP и VCL имаат слични вредности, односно кога траекторијата има циркуларен 

изглед, тогаш WOB може да резултира со високи вредности. И спротивно, кога 

траекоријата е широка, WOB има релативно ниски вредности.  Овој параметар порано 

бил именуван како „криволиниска прогресивност“ индицирајќи на релативно утврден 

правец на движење, но со големо застранување на главата од VSL.  

Амплитудата на латерално застранување на главата (ALH) ја рефлектира девијацијата 

на сперматозоидот од одреден правец на движење, аналоген на VAP. ALH не ја дефинира 

амплитудата на искривување на опашката, туку начинот на аксијалното искривување. 

Постојат неколку методи за утврдување на вредноста на ALH: метод на средна точка 

(слика 6-a) – со кој се врши повлекување на линија помеѓу два соседни пикови на која 

се утврдува средна точка, а потоа се утврдува растојанието помеѓу пикот и средната 

точка на линијата; метод на перпендикуларно растојание (слика 6-b) – се повлекуваат 

паралелни линии на пиковите и на ниво на нултна висина, по што се утврдува 

растојанието помеѓу нив; перпендикуларен геометриски метод (слика 6-c) – слично како 

претходно, се повлекуваат паралелни линии на пиковите и нултните рамнини, по што се 

спушта перпендикуларна права од линијата на пикот кон нултната линија. Добиените 
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вредности на ALH со методот на средна точка и геометрискиот метод, може да имаат 

исти вредности кај траектории кои немаат големи варијации. Во спротивна ситуација, 

овие вредности може значително да се разликуваат (Mortimer, 1997). Постои уште еден 

метод за кој е неопходно да се направи израмнување на траекторијата при што ќе се 

утврдат вредности кои ќе ја претставуваат разликата помеѓу координатите на 

вистинската траекторија со оние на израмнетата. Овие вредности се дупло помали од 

ALH, која може едноставно да се пресмета со нивно помножување со два (Mortimer, 

1997) (слика 6-d).  

Без оглед на методот, точноста на добиената ALH вредност е зависна од варијабилноста 

на траекторијата. Колку е таа пониска, толку и добиената ALH вредност ќе биде поточна. 

Во спротивно, интерпретацијата може да биде погрешна. Фреквенцијата на снимање е 

дополнителен фактор кој влијае на овој параметар (Mortimer, 1997). Високата 

фреквенција на снимање може да резултира со голем број на пикови кои би биле мали. 

Разликите помеѓу вистинската и израмнетата патека може да бидат премногу мали за да 

се добие правилна интерпретација на координатите. 

Фреквенцијата на флагеларна ротација (BCF) го рефлектира бројот на вртења кои ги 

прави флагелумот во единица време, или бројот на пресретнувања на VCL со VAP 

траекториите изразена во херци (Hz). Математички, оваа вредност се добивала од бројот 

на локални максими на Ri-1, со претпоставка дека првиот локален максимум се наоѓа 

пред првото пресретнување на VCL со VAP (Mortimer и Mortimer, 1990). Фреквенцијата 

на снимање има правопропорционално влијание врз оваа вредност која е со иста 

величинска природа како и неа (Mortimer, 1997). Варијабилноста на траекторијата има 

ист ефект како и за ALH, со што големите варијации доведуваат до многу мали разлики 

помеѓу Ri при што појавата на пикови може да биде погрешно интерпретирана. При 

математичката пресметка бил користен и таканаречениот Nyquist-ов број (Nq) кој е 

еднаков на бројот на прикази (точки на траекторија) во снимката, поделен со два (Walker, 

1988). За добивање на репрезентативен приказ од траекториите на сперматозоидите, 

било прифатливо да фреквенцијата на приказите биде помала од Nq. Во спротивно, 

можноста за пропуштање на одредени прикази се сметала за висока, а добиената BCF 

вредност како неверодостојна (Walker, 1988). 

Средното аголно поместување (MAD) претставува мерка за степенот на искривеност на 

траекторијата, кое се дефинира како просечна вредност од апсолутнте вредности на 
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аголот кој се создава при секоја промена во правецот на движење на сперматозоидот 

(Boyers и сор., 1989). Слични вредности се апсолутниот и алгебарскиот агол (Stephens и 

Hoskins, 1990). Апсолутниот агол ја претставува средната вредност на сите агли во однос 

на VAP траекторијата, независно од промената на насоката, додека алгебарскиот ја 

претставува истата вредност, но со додавање на позитивни и негативни вредности 

зависно од промената на насоката. Со воведување на методот за следење на центроидот 

како сигнал, наместо како дводимензионална проекција од тридимензионалната 

траекторија, се дошло до дефинирање на неколку други кинематички параметри: 

фреквенција на фундаментална хармонија (HAR), магнитуда на фундаментална 

хармонија (MAG), бранова ширина на сигналот или површина на фундаментална 

хармонија (HHI) (Davis et al., 1992, најниска (HLO) и највисока (HHI) хармонија на 

осцилации на главата од сперматозоидот, максимална амплитуда на осцилации на 

главата (HMX), основна осцилација на главата (HBS) и хармонични амплитуди (H_Y) 

(Boyers и сор., 1989). Сите овие параметри ја изразуваат хармонијата на траекторијата, 

пресметани со Fourier-ова трансформација, но не биле вклучени во рутинските 

кинематички параметри поради тоа што не била докажана јасна врска. 

Поради комплексноста на центроидната траекторија за различни сперматозоиди, бил 

предложен метод за фракциона димензија на траекторијата (Mandelbrot, 1983). За 

изведување на ваква анализа било потребно да се добие поголем детал на кривината во 

траекторијата што се постигнувало со зголемување на фреквенцијата на снимање 

(Mortimer, 1997). Фракционата димензија (FD) се пресметувала како степен во кој 

линијата ја исполнува рамнината во која се наоѓа. Доколку таа е права, вредноста за 

фракционата димензија изнесувала 1 поради тоа што таа зафаќа само една димензија 

(должина). Доколку линијата започне да се искачува или симнува, тогаш оваа вредност 

може да биде меѓу 1 и 2, бидејќи завзема повеќе простор во две димензии, иако станува 

збор за линија. Слично, доколку линијата започне да се искривува и превиткува кон 

својата почетна точка, тогаш се воведува концептот на длабочина, па фракталната 

вредност би била поголема од 2 (Katz и George, 1985). Фракталната вредност ја 

опишувала траекторијата на сперматозоидот по својата комплексност, па пониските 

вредности имплицирале повеќе права, а повисоките вредности повеќе искривена и 

извртена траекторија. Ова својство било припишано на хиперактивираните 

сперматозоиди од човек кои се разликувале од неактивираните сперматозоиди (Mortimer 

и сор., 1996). 
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4.3.2. Дефинирање на хиперактивираните сперматозоиди според CASA 

кинематичките параметри 

Хиперактивираната мотилност, најпрво била опишана кај in-vitro капацитирани 

сперматозоиди од златен хамстер (Yanagimachi, 1970). Високата амплитуда на 

флагеларното движење и енергичното движење на сперматозоидот биле двете 

карактеристики со кои се опишувала неговата „активација“. Ваков облик на движење 

бил забележан и во in-situ услови во ампуларното проширување на јацеводот кај женки 

од истиот вид на животни, што индицирало дека е неопходен за процесот на оплодување. 

Нешто подоцна, овој начин на мотилност била опишана како хиперактивација 

(Yanagimachi, 1981) со цел да се избегне погрешно разбирање на терминот „активација“ 

кој може да го означува активирањето на незрелите сперматозоиди во тестисите по 

нивниот контат со СП или медиумот за култивација. Оттогаш, биле направени бројни 

истражувања на различни видови цицачи, меѓу кои и за овните (Cummins, 1982). И 

покрај тоа што постојат голем број на сличности во хиперактивациската мотилност кај 

сперматозоидите од различни видови цицачи, сепак, научната литература дефинира 

некои специфичности. Така на пример кај зајаците, мотилноста на сперматозоидите има 

циклично преминување од не-хиперактивациско во хиперактивациско (Johnson и сор, 

1981), а кај морските прасиња и хамстерите хиперактивациската мотилност има неколку 

фази, започнувајќи со високоамплитудни флагеларни движења кои се менуваат со други, 

кои имаат различен начин на аксијално искривување (Katz и Yanagimachi, 1980). Кај 

сперматозоиди од хамстери била забележана преодна фаза на хиперактивација која 

имала прогресивна карактеристика во флагеларното аксијално искривување со 

повремено и нагло свртување на главата од сперматозоидот (Suarez, 1988). Со детално 

набљудување на аксијалното искривување на флагелумот од зајаци кај хиперактивирани 

сперматозоиди, биле забележани разлики во однос на постејакулаторните 

сперматозоиди кои не биле хиперактивирани (Suarez, 1988). Хиперактивираните 

сперматозоиди кои биле земени од ампуларното проширување на јајцеводите имале 

циркуларно движење кое било последица на асиметричното аксијално искривување, во 

однос на хе-хиперактивираните кои имале линеарно движење и симетрично аксијално 

искривување на флагелумот. Ефектот на аксијалното искривување бил индициран како 

примарен причинител за промената на мотилноста, наместо губењето на акрозомската 

обвивка која претходно се сметало дека придонесува за ваквата промена преку 

хидродинамички ефект (Katz и George, 1985). Биле користени различни термини за 
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опишување на хиперактивациската мотилност на сперматозоидите, но било неопходно 

да се воведе одреден термин со кој би се избегнувала забуна при опишувањето на други 

слични карактеристики кај различни видови на животни. Заа таа цел, биле истражувани 

можности за квантифицирање на мотилните карактеристики за хиперактивираните 

сперматозоиди. Мерењето на брановите должини и амплитуди на флагеларните бранови 

било невозможно поради тоа што не можеле да се генерализираат за цел флагелум. Како 

алтернативен начин, бил предложен опис за флагеларното закривување кај 

сперматозоиди од хамстери (FCR) (Katz и Yanagimachi, 1980). Аголот на флагеларното 

закривување има примарен ефект врз движењето на спојот помеѓу главата и почетниот 

дел на флагелумот. Првичните CASA системи го следеле движењето на главата, а не на 

флагелумот, па поради тоа хиперактивациската мотилност била дефинирана врз основа 

на тракеторијата на главата. Дополнително, било забележано дека ширината на 

главената обвивка и степенот на аголно закривување на флагелумот имаат висока 

заедничка корелација со мотилноста на сперматозоидите, при што хиперактивираните 

сперматозоиди имале повисоки вредности во однос на не-хиперактивираните. Со 

користење на овие карактеристики, можноста за грешка при дефинирањето на 

хиперактивациска мотилност била сведена до 4% (Cooper, 1984). Првото 

карактеризирање на хиперактивациска мотилност било изведено за сперматозоиди од 

глувци (Neil и Olds-Clarke, 1987), каде фреквенцијата на снимање била 30 Hz, а 

траекторијата за точката во спојот помеѓу главата и флагелумот имала WOB <56%, и 

VCL <169 um/s. Подоцнежни студии на сперматозоиди од глувци прикажале различни 

вредности: LIN <34 %, VCL >170 um/s; или LIN <42 % и VCL <125 um/s (Neil и Olds-

Clarke, 1987). Кај зајаците, хиперактивацијата на сперматозоидите била дефинирана со 

WOB ≤69 % и VCL ≥55 um/s, анализирани на 30 Hz фреквенција на снимање (Young и 

Bodt, 1944). Заеднички заклучок во сите овие студии за хиперактивирани сперматозоиди 

е постоењето на високи вредности за VCL и ALH, а ниски за LIN и WOB. Тоа покажува 

дека, генерално, кај сите сите видови цицачи, хиперактивациската мотилност на 

сперматозоидите се карактеризира со поголема амплитуда на аксијално извиткување кое 

е проследено со зголемена флексибилност на проксималниот дел од флагелумот. 
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III. ЦЕЛИ 

Главната цел на ова истражување беше постигнување на повисок криопрезервациски 

капацитет на класичен ејакулатен медиум за криопрезервација (tris-hydorymethyl-

aminomethane) на сперматозоиди од овчеполска праменка. Очекуваниот ефект на оваа 

цел беше зголемување на оплодувачкиот капацитет на криопрезервираните ејакулати од 

овчеполска праменка со што значително би се придонело кон конзервирањето на овој 

автохтон вид и сој на овца. 

Поради постоењето на контрадикторности во научната литература за употребата на GSH 

и HSP во tris-криопрезервациски медиуми, и за нивните ефекти на криопрезервираните 

сперматозоиди од овни суспендирани во пред- и после-криопрезервацискиот период, 

беше неопходно да се направи индивидуално испитување  и валидирање на нивниот 

ефект, но истовремено и да се процени нивното комбинирано користење. Успехот на 

криопрезервацијата беше проценуван според степенот на задржување на структурниот, 

морфолошкиот интегритет и прекапацитираната (нехиперактивирана) мотилност на 

криопрезервирани овнешки сперматозоиди во течен азот. Со цел да се процени 

оптималниот начин на суспендирање, беше направена проценка на 

криопрезервацискиот успех при суспендирање на ејакулати во пред- и во после-

криопрезервацискиот период.  Со цел да се идентификува временската зависност помеѓу 

одмрзнувањето и времето на оптимално дејство на криопрезервациските медиуми, 

примероците беа анализирани во две временски точки на 0-часа и 3-часа од инкубацијата 

(37°С). Со цел да се утврди иницијацијата на оптималниот ефект врз 

криопрезервацискиот успех беше неопходно да се генерираат анализи на примероци 

суспендирани исклучиво во пред- или во пред-после криопрезервацискиот период. 

Следствено на ова, за елиминирање на тип-1 статистичка грешка, беше неопходно да се 

изврши споредување на сперматозоидните популации помеѓу контролните групи од 

двата методи на суспендирање.  

Сумираните цели на ова истражување беа: 

1. Да се процени криопрезервацискиот успех на свежи ејакулати од овчеполска праменка 

суспендирани исклучиво во пред-криопрезервацискиот период или заедно во пред- и во 

после-криопрезервацискиот период со tris-криопрезервациски медиум кој не содржи 

редуциран глутатион и хомологна семинална плазма; 
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2. Да се процени криопрезервацискиот успех на свежи ејакулати од овчеполска праменка 

суспендирани исклучиво во пред-криопрезервацискиот период со tris-

криопрезервациски медиуми кои содржат хомологна семинална плазма и/или редуциран 

глутатион, и медиум кој не ги содржи овие компоненти; 

3. Да се процени криопрезервацискиот успех на свежи ејакулати од овчеполска праменка 

суспендирани во пред- и во после-криопрезервацискиот период со tris-

криопрезервациски медиуми кои содржат хомологна семинална плазма и/или редуциран 

глутатион, и медиум кој не ги содржи овие компоненти; 

4. Да се процени криопрезервацискиот успех на свежи ејакулати од овчеполска праменка 

суспендирани исклучиво во пред-, или заедно во пред-после-криопрезервацискиот 

период со tris-криопрезервациски медиуми кои содржат хомологна семинална плазма 

и/или редуциран глутатион; 

5. Да се процени дејството на инкубационото време во оптимално манифестирање на 

ефектите врз криопрезервацијата на одмрзнатите и суспендираните ејакулати од 

овчеполска праменка. 
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IV. МАТЕРИЈАЛИ И МЕТОДИ 

1. Експериментална постапка 

Хомогенизираниот волумен на ејакулати (3.0 ml) беше поделен на пет аликвоти (Alq 1-

5) кои беа суспендирани (растворени) во еден од приготвените криопрезервациски 

медиуми, до постигнување на соодветна клеточна концентрација: 

1. Прв аликвот (Alq-1) = Е + C (100 х 106 клетки/ml); 

2. Втор аликвот (Alq-2) = Е + C (50 х 106 клетки/ml); 

3. Трет аликвот (Alq-3) = Е + E1 (50 х 106 клетки/ml); 

4. Четврт аликвот (Alq-4) = Е + Е2 (50 х 106 клетки/ml);  

5. Петти аликвот (Alq-5) = Е + Е3 (50 х 106 клетки/ml), 

каде, Е – Свеж ејакулат, C – Контролен КМ, Е1-3 - Експериментални КМ: Е1 – КМ + 

GSH (5 mM); E2 – КМ + HSP (20%); E3 – КМ + GSH (5mM) + HSP (20%). Волуменот на 

секој од суспендираните аликвоти на свежи ејакулати беше распределен во еднакви 

волуменски фракции од 0,5 ml (n=30 х 4) кои беа процесирани на СТ. Непосредно после 

одмрзнувањето, примероците од Alq 1 (n=30 x 4) беа групирани во 4 групи, а потоа 

суспендирани со истите КМ како и Alq 2-5 (1:1). Овој метод на суспендирање беше 

означен како b-CT метод. Примероците од Alq 2-5 не беа суспендирани со КМ медиуми 

после одмрзнувањето, што беше означено како a-CT метод на суспендирање. 

Непосредно после одмрзнувањето, сите примероци беа сместени во услови на 

инкубација (температура, Т=37°С, и релативна влажност RH=90%), и беа анализирани 

во две временски точки: 0 и 3 часови. Во зависност од типот на КМ и временската точка 

на анализирање, аналитите од Alq 2-5 (а-СТ метод) беа групирани во: C-а-0 и C-а-3, E1-

а-0, E1-а-3, E2-а-0, E2-а-3, E3-а-0 и E3-а-3, а аналитите од Alq 1 (b-CT метод) беа 

групирани во: C-b-0 и C-b-3, E1-b-0, E1-b-3, E2-b-0, E2-b-3, E3-b-0 и E3-b-3. На овој 

начин беа добиени 16 групи, секоја со по 30 идентични примероци (репликати) од кои 

беа земени аналити за проценување на потребните параметри. Структурата на 

сперматозоидната популација од секој аналит беше анализирана и класифицирана 

според структурниот интегритет на плазмената и акрозомската мембрана, како и врз 

основа на клеточната морфологија, проценувани со изготвување на спермална размаска 

(Hancock-2 метод). Сперматозоидната популација од секој аналит беше дополнително 

проценувана и класифицирана според CASA параметри со кои беше утврдувана 

морфологијата на траекторијата и  брзината на мотилност. Во зависност од структурата 

на сперматозоидните популации според претходно опишаните парамери, тие беа 
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означувани како позитивно или негативно афектирани од СТ. Дијаграматски приказ на 

експерименталната постапка е прикажан во прилог 1. 

 

2. Мострирање на ејакулати 

За потребите на експерименталните постапки беа користени ејакулати од сојот/раса 

овчеполска праменка. Ејакулатите беа прибавени од стадо овни (N=10), во сопственост 

на институтот за репродукција и биомедицина при Факултетот за Ветеринарна 

Медицина во Скопје (ФВМС). Амбиентални услови и одгледувачите на животни беа 

исти во период од најмалку 2 години пред фазата на собирање на свежи ејакулати. 

Животните беа привикнати за волна ејакулација во вештачка вагина со рутинска 

процедура (1-2/неделно) која беше спроведувана во текот на неколку последователни 

години. Нивната здравствена состојба, репродуктивната активност и благосостојбата беа 

предмет на постојан мониторинг од страна на персоналот. Истите животни биле 

користени и во претходни научноистражувачки цели, со позитивни андролошки и 

сперматолошки наоди (Nikolovski и сор., 2014). Целокупната методологија за 

мострирање на ејакулатите беше утврдена според ЕУ директивата 2016/63/EU. 

Мострирањето на примероци (ејакулати) по пат на вештачка вагина беше изведено со 

опрема која ја поседува лабораторијата за асистирана репродукција при ФВМС. 

Просторот помеѓу надворешната и внатрешната гума на вештачката вагина беше 

исполнет со топла вода (Т=~55°С) која во внатрешниот канал достигнуваше до 39°С. 

Истовремено, притисокот од водата врз внатрешниот канал овозможуваше 

поттикнување на ејакулаторен рефлекс кај животното. Непосредно пред употребата, на 

едниот крај од вагината беа поставувани загреани стаклени садови (спермособирачи) во 

кои беа собирани примероците при ејакулацијата. Во текот на процедурата за 

мострирање беа користени термоизолациони обвивки со цел да се превенира појавата на 

термален шок кај сперматозоидите.  

Овните беа припуштани индивидуално на овца која беше сместена во посебен бокс.  При 

заскокнувањето, на расплодникот му се приложуваше вештачката вагина во која ја 

извршуваше ејакулацијата. Во боксот беа присутни двајца одгледувачи од кои едниот ја 

фиксираше овцата која служи за заскокнување, а другиот го вршеше собирањето на 

ејакулатите со вештачката вагина. Истите извршители учествуваа во  мострирањето на 

сите примероците кои беа користени за ова истражување. Непосредно по ејакулацијата, 
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спермособирачите беа пренесувани во андролошка лабораторија во период од околу 30 

секунди и беа сместувани во водена бања сè до СТ (Т=30°С и RH=90%).  

 

3. Квалитативна и квантитативна хомогенизација на свежите ејакулати во збирен 

изворен примерок 

Примероците на свежи ејакулати беа проценувани според следните квалитативни 

карактеристики (Bucak и сор. 2007):  

* минимален волумен ≥ 1,00 ml,  

* густина на ејакулатот ≥ 4 (градациски систем 1-5) 

* вкупна мотилност ≥ 80% 

* мембрански интегритет ≥ 60 % 

* концентрација на сперматозоиди ≥ 2,5 х 109/ml. 

Со цел формирање на збирен хомоген изворен примерок (HPS), овие критериуми беа 

условни за свежите ејакулати да бидат вклучени во експерименталната постапка. Со 

претходно мерење на процентуалниот сооднос на сперматозоидниот и ејакулатниот 

волумен (сперматокрит – Sct), беше извршена квантитативна хомогенизација на 

ејакулатите во HPS со следната пресметка: 

Ve (%) = (S / Si) / 
1

n

i

  (S / Si) x 100 

каде, „Ve“ е процентуално учество на ејакулатот во збирниот волумен, „Si“ е вредноста 

на сперматокритот на секој ејакулат, а „S“ е нивната средната вредност. На овој начин, 

во HPS беше постигнат приближно еднаков број на сперматозоиди од секој овен, со 

слични квалитативни карактеристики. 

 

4. Експериментални компоненти и ејакулатни раствори 

4.1. Хомологна семинална плазма (HSP) 

Ејакулатите кои беа користени за добивање на HSP се мострираа во две последователни 

сесии на ејакулација од истите овни во истражувањето. Непосредно по мострирањето, 

свежите ејакулати беа разладени на Т=4°С (30 min), а потоа беа двофазно 

центрифугирани: I – 2000 x g, 4°C, 20 min.; II- 2500 x g, 4°C, 30 min. Издвоените 

супернатанти беа филтрирани низ микрофилтер (0,22 μm), а потоа складирани во крио-

епрувети и замрзнати на Т=-20°С сѐ до нивна употреба (Ghaoui и сор., 2007). Пред 
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употребата, криоепруветите со HSP беа одмрзнати на собна температура (Т=21-23°С), а 

потоа беа групирани во заеднички волумен согласно нивните Sct вредности. 

 

4.2. Антиоксидативна компонента 

Редуцираниот глутатион (GSH – γ-L-Glutamyl-L-cysteinyl-glycine; cell cμLture tested, 

≥98,0%, powder; Sigma Aldrich®), беше подготвен од комерцијален препарат во 

прашкаста форма, со молекуларна маса од 307,32 g/mol. Беа изготвени три волумени на 

стерилна вода (SW), еден без GSH и два со различни концентрации на GSH:  

Стерилна вода 1 (SW1) – (0,00 mM GSH) 

Стерилна вода 2 (SW2) -  0,040 g GSH/20,0 ml H2O (6,25 mM GSH); 

Стерилна вода 3 (SW3) -  0,051 g GSH/22,0 ml H2O (7,50 mМ GSH). 

 

4.3. Ејакулатни криопрезервациски медиуми 

Контролниот КМ (С) беше на основа на Tris (tris-hydorymethyl-aminomethane) (Cx) кој 

не содржеше GSH и протеини од семинална плазма. Овој КМ беше приготвен со 

петкратно разредување со стерилна вода (1:5), постигнувајќи специфична маса (γ) од 

1,039. HSP беше додавана во волуменски однос од 20%. Без оглед на додадените 

компоненти, целната специфична маса за сите раствори беше γ=1,039: 

Контролен КМ (С) = Сх (32 ml) + SW1 (128 ml) (γ=1,039); 

Експериментален КМ 1 (Е1) = Сx (4 ml) + SW2 (16 ml) (γ=1,039); 

Експериментален КМ 2 (Е2) = С (12 ml) + HSP (3 ml), (γ=1,039); 

Експериментален КМ 3 (Е3) = Сx (4 ml) + SW3 (16 ml) + HSP (4 ml), (γ=1,039). 

  

4.4. Eјакулатни суспензии 

Целната клеточна концентрација на ејакулатните суспензии пред СТ беше 100- (Alq 1), 

односно 50 х106/ml (Alq 2-5). Врз основа на клеточната концентрација на HPS (4,00 

х109/ml), беа направени х50 и х100 разредувања на аликвоти од HPS: 

Alq1 = C (58.800 μL) + E (1.200 μL) = 60.000 μL (100 х106/ml); 
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Alq2 = C (14.850 μL) + E (150 μL) = 15.000 μL (50 х106/ml); 

Alq3 = E1 (14.850 μL) + E (150 μL) = 15.000 μL (50 х106/ml); 

Alq4 = E2 (14.850 μL) + E (150 μL) = 15.000 μL (50 х106/ml); 

Alq5 = E3 (14.850 μL) + E (150 μL) = 15.000 μL (50 х106/ml). 

На овој начин беа формирани волумени од секој Alq со цел добивање на доволен број 

репликати непоходни за експерименталната постапка. Така, за Alq 1 беа добиени 120, а 

за Alq 2-5 по 30 репликати. 

 

5. Криотретман - замрзнување на ејакулатните суспензии во течен азот (-196°С) 

Волуменот од секој Alq беше спакуван во пластични паети за CT (n=30, 0,5 ml), кои беа 

затворени на двата спротивни краеви. Процесот на CT беше изведен со програмиран 

протокол на замрзнување (Ice Cube 15M): 

1. -1,6°С/min до -4,0°С (10 min);  

2. -4,0°С еквилибрација (120 min);  

3. -5,0°С/min до -6,0°С (2 min);  

4. -6,0°С евилибрација (1 min);  

5. -4,0°С/min до -10,0°С (1 min);  

6. -3,33°С/min до -20,0°С (3 min);  

7. -60,0°С/min до -80,0°С (1 min);  

8. -80,0°С еквилибрација (3 min); -20,0°С/min до -100,0 °С (1min);  

9. -100,0°С еквилибрација (1 min);  

10. -10,0°С/min (2 min);  

11. -196,0°С (6 месеци).  

 

6. После криотретман 

Непосредно после одмрзнувањето (Т=38°С, 30 s), примероците од Alq 1 (n=30 x 4) беа 

групирани во 4 групи, а потоа суспендирани со истите КМ како и Alq 2-5 (1:1) до 

постигнување на крајна клеточна концентрација од 50 х106/ml. Овој метод на 

суспендирање беше означен како b-CT метод. Примероците од Alq 2-5 не беа 
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суспендирани со КМ медиуми после одмрзнувањето, што беше означено како a-CT 

метод на суспендирање. Сите аликвоти имаа завршна клеточна концентрација од 50 

х106/ml. Инкубирањето на репликатите алоцирани во соодветните групи, беше изведено 

во атмосфера со Т=37°С и RH=90%, до 180 минути. Подолу е даден преглед на после-

СТ групирањето на алоквотите во зависност од КМ, начинот на суспендирање и времето 

на мострирање на аналитот: 

C-a-0 / C-a-3 (n=30) – Alq2 (0,5 ml); 

E1-a-0 / E1-a-3 (n=30) – Alq3 (0,5 ml); 

E2-a-0 / E2-a-3 (n=30) – Alq4 (0,5 ml); 

E3-a-0 / E3-a-3 (n=30) – Alq5 (0,5 ml); 

C-b-0 / С-b-3 (n=30) - Alq1 (0,5 ml) + C (0,5 ml); 

E1-b-0 / E1-b-3 (n=30) - Alq1 (0,5 ml) + E1 (0,5 ml); 

E2-b-0 / E2-b-3 (n=30) - Alq1 (0,5 ml) + E2 (0,5 ml); 

E3-b-0 / E3-b-3 (n=30) - Alq1 (0,5 ml) + E3 (0,5 ml). 

 

7. Лабораториска анализа на примероците 

Анализите за одредување на ејакулатен волумен и густина, сперматозоидна брановидна 

подвижност и клеточна концентрација беа наменети за свежите ејакулати, додека 

проценката на мембранскиот и морфолошкиот клеточен интегритет, и CASA 

параметрите беа наменети како за свежите ејакулати и за репликатите во после СТ  

фазата од експерименталната постапка. Анализите на свежите ејакулати беа изведувани 

во услови со Т=30°С, додека анализата на репликатите после СТ во услови со Т=37°С. 

 

7.1. Одредување на ејакулатниот волумен 

Одредувањето на ејакулатниот волумен се вршеше со калибриран автоматски 

аспирационен пипетор (10-100 μL) со кој се одмеруваа бројот на аликвоти од свежите 

ејакулати во спермособирачите кои се префрлаа во стерилни, стаклени и претходно 
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загреани епрувети, сè до целосно исцрпување на волуменот. Со броење на аликвоти од 

100 μL беше одреден вкупниот волумен на свежите ејакулати. 

  

7.2. Проценка на ејакулатната густина 

Ејакулатната густина беше проценувана според следната градациска скала (WHO, 2010):  

(1) – воденеста конзистенција (400 – 1.000 х 106 сперматозоиди/ml); 

(2) – бледа млечна конзистенција (1.000 – 2.500 х 106 сперматозоиди/ml);  

(3) – воденесто - кремаста конзистенција (2.500 – 3.500 х 106 сперматозоиди/ml);  

(4) – кремаста конзистенција (3.500 – 4.500 х 106 сперматозоиди/ml); и  

(5) густа кремаста конзистенција (4.000 – 6.000 х 106 сперматозоиди/ml).  

 

7.3. Проценка на сперматозоидната брановидна подвижност 

Брановидната подвижност беше проценувана според следната градациска скала (WHO, 

2010):  

(1) – многу слаба (10% од сперматозоидите со мотилна активност, многу слабо 

движење); 

(2) – слаба (нема бранови од сперматозоиди, но постои одредена подвижност на 

клетките);  

(3) – средна (околу 45-65% од сперматозоидите се подвижни и повремено формираат 

ретки бранови); 

(4) – добра (постои добра подвижност на најголем дел од сперматозоидите и тие 

создаваат густи бранови); и 

(5) – одлична (95% од сперматозоидите се одлично подвижни и тие создаваат брзи и 

густи бранови). 

 

7.4. Одредување на клеточната концентрација 

Клеточната концентрација на сперматозоидите се одредуваше со помош на 

хемоцитометар (Neubauer). За оваа цел, секој примерок на свеж ејакулат беше 
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разредуван 200 пати со 3 % NaCl, а броењето на клетките се вршеше во дупли 

примероци, во определен волумен од комората (WHO, 2010). Во првиот примерок, се 

вршеше броење на најмалку 200 клетки, а бројот на полиња и нивниот волумен (n) беа 

забележувани. Во вториот примерок се вршеше броење во истите полиња (n) на 

Нојбаеровата мрежа како и за првиот примерок, без оглед на бројот на опфатени клетки. 

Пресметувањето на клеточната концентрација (Cs) се вршeше според следната формула: 

Cs (nL) = (N/n) x (1/20) x D, каде D претставува степен на разредување. Стандардната 

грешка (SE) на изброените клетки (N) беше пресметана според Поисоновата 

дистрибуција (Poisson distribution). Интервалот на доверба (CI) за 95% беше пресметан 

според формулата: N ± 19.96 x √N (или за поприближна пресметка 2 x √N), а процентот 

на грешка со формулата: 100 x (√N/N). Според прирачникот за анализа на ејакулати на 

Светската Здравствена Организација (WHO, 2010), беа земени во предвид дозволените 

разлики во двете последователни броења (прилог 2), за задржување на CI нивото. Во 

услови кога разликите во последователните броења не беа во согласност со дозволените 

опсези, процедурата беше повторувана. 

 

7.5. Проценка на мембранскиот и морфолошкиот интегритет на сперматозоидите 

Интегритетот на протоплазматската и акрозомската мембрана се одредуваше со помош 

на суправитално боење Hancock-2 (Hancock, 1951), со користење на нигрозин-еозин. 

Методот со суправитално боење се изведуваше на тој начин што со автоматски пипетор 

се одмеруваа два еднакви аликвоти од примерокот и од бојата (10 μL), кои се поставуваа 

на претходно загреано предметно стакло (30°С) и се мешаа сѐ до постигнување на 

еднаква суспензија. Потоа, со друго предметно стакло под агол од 30° се вршeше 

развлекување на претходно измешаната суспензија. По сушењето, препаратот се 

набљудуваше под микроскоп со 1.000 пати зголемување. Во броењето се опфаќаа 

најмалку 200 клетки кои беа проценувани според пенетрација на бојата во пределот на 

сперматозоидната глава и опашката, а беа изразувани во процентуални вредности од 

вкупниот број. Нарушениот интегритет беше утврден со увидување на пенетрацијата на 

бојата во внатрешниот дел на клетката. Структурниот интегритет (вијабилност-VIAB) 

на клетките беше проценуван според плазмената (Pm), акрозомската мембрана (Ac) и 

морфологијата (Мо), па во зависност од нивниот статус (‘+’ непроменет или ‘-‘ 

променет) тие беа класирани во една од следните категории: 
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VIAB1 – Pm+, Ac+, Mo+; 

VIAB2 – Pm+, Ac-, Mo+; 

VIAB3 – Pm-, Ac+, Mo+; 

VIAB4 – Pm-, Ac-, Mo+; и 

VIAB5 – Pm-, Ac-, Mo-. 

 

7.6. Проценка на кинетичките карактеристики на сперматозоидите 

Проценката на кинетичките карактеристики за свежите ејакулати и суспендираните 

аликвоти се вршеше на компјутерски анализатор (CASA – Hamilton Thorne). За таа цел, 

капка од 6,5 μL на претходно суспендиран примерок со клеточна концентрација од 20-

50 х 106 клетки/ml беше поставен на загреано предметно стакло (Т=37°С) (22 mm х 12 

mm), а потоа беше покриен со покривно стакло (22mm x 22 mm). Согласно со 

препораките на прирачникот за анализа на ејакулати според WHO (WHO, 2010), 

соодносот на овие димензии на покривно стакло (484 mm2) и волуменот на капка од 

испитуваниот примерок (6,5 μL), овозможуваат формирање на висина помеѓу 

покривното и предметното стакло од 20,7 nm, во која се овозможува слободно ротационо 

движење на сперматозоидите. На точно утврдена координатна точка од покривното 

стакленце (централен квадрант), беше вршено снимање на 2-5 видни полиња (0,2 mm 

растојание), сѐ до отчитување на најмалку 500 клетки.  

Беа користени следните софтверски подесувања на CASA софтверот: 

- Слики во секунда (FPS) – 60 Hz 

- Број на снимања (frames) – 30 слики 

- Минимален праг на контраст за детекција на клетки – 60 

- Минимална големина на клетки за детекција – 5 pix; 

- Критериуми за прогресивна подвижност – VAP ≥75 μm/s и STR ≥80%; 

- Критериум за статични клетки – VAP ≤21,9 μm/s и VSL ≤6 μm/s. 
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Добиените фреквенции на дистрибуција на сперматозоидите во десет вредносни 

категории за секој параметар беа класирани во потесни вредносни категории согласно 

референтните вредности за сперматозоиди од овни (Mortimer and Maxwell, 1999): 

- EL - Индекс на елонгација на сперматозоидна глава (однос помеѓу ширината и 

должината на сперематозоидната глава) – CASA вредносна скала од 0-100 % во 

интервали од 10 %: 

EL1 - 0-30%;  

EL2 - 31-50%; и 

EL3 - 51-100%. 

- VCL - Брзина на криволиниска траекторија – CASA вредносна скала од 0-450 μm/s во 

интервали од 50 μm/s: 

VCL1 - 0-150 μm/s;  

VCL2 - 151-250 μm/s; и  

VCL3 - 251-450 μm/s. 

- LIN – Праволиниски индекс на траекторија – CASA вредносна скала од 10-100 % во 

интервали од 10 %: 

LIN1 - 0-30 %;  

LIN2 - 31-50 %; и  

LIN3 - 51-100 %. 

- ALH - Амплитуда на латерално застранување од просечна траекторија – CASA 

вредносна скала од 0-18 μm во интервали од 2 μm: 

ALH1 - (0-6 μm);  

ALH2 (7-12 μm); и 

ALH3 (13-30 μm). 

Вторите категории го опфаќаа референтниот, првата понискиот, а третата повисокиот 

опсег на вредности за сперматозоиди од овни (Mortimer and Maxwell, 1999). 

- VEL – Мотилна брзина на сперматозоидите: 
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- VEL1 - Брзи (VAP ≥75.0 μm/s); 

- VEL2 - Средно брзи (VAP ≤75.0 μm/s и ≥21.9 μm/s); 

- VEL3 - Спори (VAP ≤21.9 μm/s) и; 

- VEL4 - Статични (VAP е 0 μm/s). 

 

8. Статистичка обработка на податоците 

Податоците кои беа добиени при анализирањето на репликатите имаа категориски 

карактер. Бројот на сперматозоиди во параметарските категории беа изразени како 

фреквенции на дистрибуција во табели на контингенција со соодветни степени на 

слобода (df). За утврдување на значителните отстапувања од теоретската (очекуваната) 

дистрибуција за секоја од групите, беше применет χ2 Пирсоновиот тест на независност 

(непараметарски тест). Критичната вредност за одбивање на нулта хипотезата (α) беше 

подесена во зависност од сензитивноста на тестот за секоја анализа посебно (табела 3). 

Сензитивноста беше одредена според a priori анализа изведена со статистички софтвер 

(G*Power v.3.1), согласно со предодредените вредности за df, ацентралниот параметар 

(λ), кој ја рефлектира оддалеченоста на најдената дистрибуциона фреквенција во однос 

на очекуваната, и статистичката моќност (1-β), чија вредност ја покажува сигурноста за 

отфрлање на тип-1 статистичка грешка. Согласно овие критериуми беше изведена 

интерпретација на статистичката значајност на омнибусната  χ2 вредност за секоја 

анализа, земајќи ги во предвид post hoc критичните вредности за α и χ2. Во следната фаза 

од анализата, беа утврдени граничните прилагодени-резидуали (zcrit.) во зависност од df 

(Beasley, T.M. and Schumacker, R.E., 1995). На овој начин, фреквенцијата на 

индивидуалните категории во табелите на контингенција беше проценувана како 

повисока (z+ / f+) или пониска (z- / f-) од χ2 очекуваната фреквенција. Завршниот дел од 

секоја анализа опфаќаше пресметување на релативни-индекси-на-придонес (RCI) кој го 

рефлектираa соодносот помеѓу индивидуалната и омнибусната χ2 вредност (Beasley, 

T.M. and Schumacker, R.E., 1995). Оваа вредност беше коригирана-урамнотежена во 

зависност од фреквенцијата на дистрибуција на сумата на редовите во табелите на 

контингенција и прилагодените-резидуали. На овој начин беше идентификувано и 

квантифицирано влијанието на категориите кои имаат значителен придонес во 

омнибусната χ2 вредност. Поради субјективната природа на претходно опишаните 
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параметри, ефектот на КМ во однос на криопрезервацискиот успех беше проценуван 

според следните критериуми: позитивен доколку, p < α, високи RCI вредности за f+ во 

VIAB1, EL1/EL2, VCL1/VCL2, ALH1/ALH2, LIN2/LIN3 и VEL1/VEL2, или високи RCI 

за f- во преостанатите категории на секој параметар; негативен доколку, p < α, високите 

RCI вредности се однесуваат за f+ и f- во спротивен сооднос на претходниот критериум. 

Статистичката анализа беше организирана во седум сесии, согласно целите на ова 

истражување, достапни на Harvard Dataverse објавени под 

https://doi.org/10.7910/DVN/WLCSMI 

1. Описна статистика на квалитативните и квантитативните карактеристики на свежите 

ејакулати во HPS; 

2. Статистичка сензитивност на одделните анализи;  

3. Проценка на фреквенциите на дистрибуција кај контролните КМ за аналитите на 0-

часови од инкубацијата; 

4. Проценка на фреквенциите на дистрибуција кај контролните КМ за аналитите на 3-

часови од инкубацијата; 

5. Проценка на фреквенциите на дистрибуција кај контролните и експерименталните КМ 

во а-СТ методот, за аналитите на 0- и 3-часови часови од инкубацијата; 

6. Проценка на фреквенциите на дистрибуција кај контролните и експерименталните КМ 

во b-СТ методот, за аналитите на 0- и 3-часови часови од инкубацијата; 

7. Проценка на фреквенциите на дистрибуција кај експерименталните КМ во a-CT и b-

СТ 
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V. РЕЗУЛТАТИ 

1. Описна статистика на квалитативните и квантитативните карактеристики на 

свежите ејакулати во HPS 

Квалитативните параметри на свежите ејакулати се прикажани во табела 1. Описната 

статистика за секој параметар опфаќа опсег на вредности, средна вредност и стандардна 

девијација. Волуменот на свежите ејакулати беше во опсегот помеѓу 1,0 и 3,0 ml, (1,68 

±0,64). Концентрацијата на сперматозоиди беше во опсегот од 2,22 до 6,12 х 106/ml, (4,00 

±1,18). Сперматокритот имаше опсег на вредности од 18 до 48 % (36,07 ±7,89). Девет 

ејакулати имаа густина со оценка 5 (90 %), а само еден беше оценет со 4 (10 %). Вкупната 

мотилност на сперматозоидите по ејакулат, имаше опсег на вредности од 83 до 99 % 

(92,70 ±4,47). Клеточниот мембрански интегритет во популацијата на сперматозоиди се 

движеше помеѓу 77,78 % и 93,00 % (84,62 % ±4,29). 

Квантитативните карактеристики на свежите ејакулати во збирниот примерок, изразени 

преку парцијалниот волумен, во функција на сперматокритот, се прикажани во табела 2. 

Просечната вредност на парцијалниот волумен за ејакулатите изнесуваше 10,0 ml ±3,14, 

а опсегот на вредности се движеше меѓу 209 и 552 μL. 

 

2. Статистичка сензитивност на одделните анализи 

Во табела 3 се претставени добиените α, χ2 и zcrit. гранични вредности добиени според 

степенот на слобода (df), ацентралниот параметар (λ), и моќноста на тестот (1-β). 

 

3. Проценка на фреквенциите на дистрибуција кај контролните КМ за аналитите 

на 0-часови од инкубацијата 

Во анализата на фреквенциите на дистрибуција за аналитите од контролните KM во a-

CT и b-CT методот на суспендирање, на 0 часа од инкубирањето, p < α беа забележани 

за VIAB, VCL и VEL параметрите, додека EL, LIN и ALH анализите беа со p > α. 

Во VIAB анализата, најголем процент од сперматозоидите беа дистрибуирани во VIAB1 

(48,84 %), помал во VIAB3 (26,08 %) и VIAB4 (20,17 %), а најмал во VIAB5 (4,10 %) и 

VIAB2 (3,82 %). Подетален приказ на фреквенциите на дистрибуција на 

сперматозоидите е прикажана во графикон 1. Значајни z+ вредности (RCI ≥0,04) за 



60 
 

омнибусната χ2 вредност (χ2=92,66) беа утврдени за C-a-0 во VIAB5 (f+=6,82 %, 

RCI=0,31) и во VIAB3 (f+=28,41 %, RCI=0,04), и за C-b-0 во VIAB1 (f+=50,05%, RCI=0,08) 

и во VIAB2 (f+=4,99%, RCI=0,07). Значајни  z- вредности (RCI ≥0,03) беа утврдени за C-

b-0 во VIAB5 (f-=1,84 %, RCI=0,26) и во VIAB3 (f-=24,13 %, RCI=0,03), и за C-a-0 во 

VIAB1 (f-=40,78 %, RCI=0,10) и VIAB2 (f-=2,40 %, RCI=0,09). 

Во VCL анализата, највисок процент од сперматозоидите беа дистрибуирани во VCL3 

(56,10 %), а понизок во VCL2 (22,63 %) и VCL1 (21,27 %). Подетален приказ на 

фреквенциите на дистрибуција на сперматозоидите е прикажана во графикон 3. Значајни 

z+ вредности (RCI ≥0,03) за омнибусната χ2 вредност (χ2=120,29) беа утврдени за C-a-0 

во VCL1 (f+=25,68 %, RCI=0,37) и за C-b-0 во VCL3 (f+=59,88 %, RCI=0,09) и во VCL2 

(f+=23,93 %, RCI=0,03). Значајни  z- вредности (RCI ≥0,02) беа утврдени за C-b-0 во VCL1 

(f-=16,19 %, RCI=0,42), и за C-a-0 во VCL3 (f-=52,82 %, RCI=0,08) и во VCL2 (f-=21,50 %, 

RCI=0,02). 

Во VEL анализата, највисок процент од сперматозоидите беа дистрибуирани во VEL1 

(42,98 %) и VEL4 (33,63 %), а понизок во VEL3 (13,47 %) и VEL2 (9,92 %). Подетален 

приказ на фреквенцијата на дистрибуција на сперматозоидите е прикажана во графикон 

6. Значајни z+ вредности (RCI ≥0,02) за омнибусната χ2 вредност (χ2=1.009,58) беа 

утврдени за C-b-0 во VEL4 (f+=43,64 %, RCI=0,26), и за C-a-0 во VEL2 (f+=14,01 %, 

RCI=0,13), VEL3 (f+=17,36 %, RCI=0,09) и во VEL1 (f+=45,93 %, RCI=0,02). Значајни  z- 

вредности (RCI ≥0,01) беа утврдени за C-a-0 во VEL4 (f-=22,70 %, RCI=0,28), и за C-b-0 

во VEL2 (f-=6,17 %, RCI=0,12), VEL3 (f-=9,91 %, RCI=0,08) и VEL1 (f-=40,28 %, 

RCI=0,01). 

 

4. Проценка на фреквенциите на дистрибуција кај контролните КМ за аналитите 

на 3-часови од инкубацијата 

Во анализата на фреквенциите на дистрибуција за аналитите од контролните KM во a-

CT и b-CT методот на суспендирање, на 3 часа од инкубирањето, p < α беа забележани 

за VIAB, VCL LIN, ALH и VEL анализите, додека EL анализата беше со p > α. 

Во VIAB анализата, најголем процент од сперматозоидите беа дистрибуирани во VIAB1 

(43,05 %), помал во VIAB3 (27,26 %), VIAB4 (16,21 %) и VIAB2 (10,81 %), а најмал во 

VIAB5 (2,67 %). Подетален приказ на фреквенциите на дистрибуција на 
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сперматозоидите е прикажана во графикон 7. Единствено значајни z+ и z- вредности 

вредност за омнибусната χ2 вредност (χ2=17,51) беа утврдени во VIAB3 за C-b-3 (f+=30,08 

%, RCI=0,31) и во C-a-3 (f-=23,69 %, RCI=0,39), последователно. 

Во VCL анализата, највисок процент од сперматозоидите беа дистрибуирани во VCL2 

(53,70 %), помал во VCL3 (34,57 %), а најмал во VCL1 (11,73 %). Подетален приказ на 

фреквенциите на дистрибуција на сперматозоидите е прикажана во графикон 9. Значајни 

z+ вредности (RCI ≥0,02) за омнибусната χ2 вредност (χ2=384,77) беа утврдени за C-b-3 

во VCL3 (f+=46,00 %, RCI=0,35), и за C-a-3 во VCL2 (f+=61,96 %, RCI=0,14) и во VCL1 

(f+=13,25 %, RCI=0,02). Значајни  z- вредности (RCI ≥0,02) беа утврдени за C-a-3 во VCL3 

(f-=24,79 %, RCI=0,30), и за C-b-3 во VCL2 (f-=44,04 %, RCI=0,16) и во VCL1 (f-=9,96 %, 

RCI=0,03). 

Во LIN анализата, највисок процент од сперматозоидите беа дистрибуирани во LIN2 

(87,19 %), а најмал во LIN3 (7,75 %) и во LIN1 (5,06 %). Подетален приказ на 

фреквенциите на дистрибуција на сперматозоидите  е прикажан во графикон 10. 

Единствено значајни z+ и z- вредности вредност за омнибусната χ2 вредност (χ2=17,84) 

беа утврдени во LIN3 за C-b-3 (f+=9,07 %, RCI=0,45) и во C-a-3 (f-=6,63 %, RCI=0,38), 

последователно. 

Во ALH анализата, највисок процент од сперматозоидите беа дистрибуирани во ALH2 

(53,54 %) и во ALH3 (44,16 %), а најмал во ALH1 (2,30 %). Подетален приказ на 

фреквенциите на дистрибуција на сперматозоидите е прикажан во графикон 11. Значајни 

z+ вредности за омнибусната χ2 вредност (χ2=98,78) беа утврдени за C-b-3 во ALH3 

(f+=50,68 %, RCI=0,29) и за C-a-3 во ALH2 (f+=59,19 %, RCI=0,21). Значајни  z- вредности 

беа утврдени за C-а-3 во ALH3 (f-=38,46 %, RCI=0,26) и за C-b-3 во ALH2 (f-=47,07 %, 

RCI=0,24).  

Во VEL анализата, највисок процент на сперматозоидите беа дистрибуирани во VEL4 

(46,09 %) и во VEL1 (42,11 %), а помал во VEL3 (7,67 %) и во VEL2 (4,13 %). Подетален 

приказ на фреквенциите на дистрибуција на сперматозоидите е прикажан во графикон 

12. Значајни z+ вредности (RCI ≥0,04) за омнибусната χ2 вредност (χ2=457,87) беа 

утврдени за C-b-3 во VEL4 (f+=53,71 %, RCI=0,25), и за C-a-3 во VEL1 (f+=48,33 %, 

RCI=0,16), VEL3 (f+=9,17 %, RCI=0,05), и во VEL2 (f+=5,15 %, RCI=0,04). Значајни  z- 

вредности (RCI ≥0,04) беа утврдени за C-a-3 во VEL4 (f-=37,35 %, RCI=0,28), и за C-b-3 
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во VEL1 (f-=36,67 %, RCI=0,14), VEL2 (f-=3,25 %, RCI=0,04) и VEL3 (f-=6,36 %, 

RCI=0,04). 

 

5. Проценка на фреквенциите на дистрибуција кај контролните и 

експерименталните КМ во а-СТ методот, за аналитите на 0- и 3-часови часови од 

инкубацијата 

Најголем процент од сперматозоидите беа дистрибуирани во VIAB1 (41,51 %) и VIAB2 

(11,61 %), а помал во VIAB3 (23,52 %), VIAB4 (20,36 %), и VIAB5 (3,01 %). 

Фреквенцијата на дистрибуција на сперматозоидите, подетално е прикажана во табела 

4. 

Најголем дел од RCI (49 %) на z+ вредностите беа дистрибуирани во VIAB1 (12 %) и 

VIAB2 (37 %), а значително помал во останатите категории (9 %). Најголем дел од RCI 

(37 %) на z- вредностите беа дистрибуирани во VIAB1 (17 %) и VIAB2 (20 %), а 

значително помал во останатите категории (4 %). Најзначајни z+ вредности (RCI ≥0,12) 

за омнибусната χ2 вредност (χ2=1.750,37) беа утврдени за E2-a-3 во VIAB2 (f+=28,88 %, 

RCI=0,25), и за Е3-a-3 во VIAB2 (f+=24,05 %, RCI=0,12). Останати z+ вредности (RCI 

≤0,06) беа забележани за Е2-а-0 во VIAB1 (f+=57,50 %, RCI=0,06), Е3-а-0 во VIAB1 

(f+=57,16 %, RCI=0,05), С-а-0 во VIAB5 (f+=6,82 %, RCI=0,04) и VIAB3 (f+=28,41 %, 

RCI=0,01), Е3-a-3 во VIAB4 (f+=28,34 %, RCI=0,03) и за Е1-а-0 во VAIB1 (f+=46,57 %, 

RCI=0,01). Најзначајни  z- вредности (RCI ≥0,07) беа утврдени за E2-a-3 во VIAB1 (f-

=21,89 %; RCI=0,09), E3-a-3 во VIAB1 (f-=23,07 %; RCI=0,08), и за C-a-0 во VIAB2 (f-

=2,40 %; RCI=0,07). Останати z- вредности (RCI ≤0,05) беа утврдени за E2-a-0 во VIAB2 

(f-=3,76 %; RCI=0,05), E3-a-0 во VIAB2 (f-=3,56 %; RCI=0,05) и VIAB4 (f-=14,45 %, 

RCI=0,02), E2-a-0 во VIAB2 (f-=6,67 %, RCI=0,05) и во VIAB4 (f-=14,00 %, RCI=0,02), и 

за Е1-а-0 во VIAB2 (f-=5,17 %, RCI=0,03). 

Според EL анализата, најголем процент од сперматозоидите беа дистрибуирани во EL2 

(62,88 %), а во значително помал процент во EL3 (31,90 %) и EL1 (5,22 %). 

Фреквенцијата на дистрибуција на сперматозоидите во EL категориите се прикажани во 

табела 5. 
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Најголем процент од RCI  на z+ вредностите беа дистрибуирани во EL3 (28 %), а помал 

во EL2 (14 %). Најголем дел од RCI на z- вредностите беа дистрибуирани во EL3 (29 %), 

а помал во EL2 (14 %) и EL1 (6 %). 

Најзначајни z+ вредности (RCI ≥0,09) за омнибусната χ2 вредност (χ2=194,76) беа 

утврдени за С-а-0 во EL3 (f+=36,89 %; RCI=0,19), Е1-а-0 во EL3 (f+=35,58 %; RCI=0,09), 

и за Е3-а-0 во EL2 (f+=67,60 %; RCI=0,09). Останати z+ вредности (RCI ≤0,02) беа 

забележани за Е2-а-3 во EL2 (f+=66,61 %, RCI=0,02), и за E3-a-3 во EL2 (f+=66,23 %, 

RCI=0,02). Најзначајни  z- вредности (RCI ≥0,10) беа утврдени за Е3-а-0 во EL3 (f-=27,28 

%; RCI=0,18) и за С-а-0 во EL2 (f-=57,69 %; RCI=0,10). Останати z- вредности (RCI ≤0,06) 

беа утврдени за E2-a-3 за EL3 (f-=27,57 %; RCI=0,06), C-a-3 за EL1 (f-=4,05 %; RCI=0,06), 

Е3-а-3 за EL3 (f-=28,26 %; RCI=0,05) и Е1-а-0 за EL2 (f-=59,53 %; RCI=0,04). 

Во VCL анализата, сперматозоидите беа дистрибуирани помеѓу вредносните категории 

во следниот редослед: VCL2 (39,97 %), VCL1 (30,79 %), и VCL3 (29,24 %). 

Фреквенцијата на дистрибуција по групи и VCL категории подетално е прикажана во 

табела 6. 

Најголем процент од RCI  на z+ вредностите (47 %) беа дистрибуирани во VCL3 (25 %) 

и VCL1 (22%), а помал во VCL2 (3 %). Најголем дел од RCI на z- вредностите беа 

дистрибуирани во VCL3 (23 %), а помал во VCL1 (11 %) и VCL2 (9 %). 

Најзначајни z+ вредности (RCI ≥0,09) за омнибусната χ2 вредност (χ2=6,186,63) беа 

утврдени за Е3-а-3 во VCL1 (f+=68,35 %, RCI=0,19), C-a-0 во VCL3 (52,82 %, f+=0,15), C-

a-3 во VCL2 (f+=61,96 %, RCI=0,08) и за E1-a-0 во VCL3 (f+=48,01 %, RCI=0,08). Останати 

z+ вредности (RCI ≤0,02) беа забележани за Е2-а-0 во VCL3 (f+=39,80 %, RCI=0,02), E1-

a-3 во VCL1 (f+=41,73 %, RCI=0,02), E1-a-3 во VCL1 (f+=38,65%, RCI=0,01) и во VCL2 

(f+=52,67 %, RCI=0,01), и за Е3-а-0 во VCL2 (f+=46,16 %, RCI=0,01). Позначителни  z- 

вредности (RCI ≥0,06) беа лоцирани за E3-a-3 во VCL3 (f-=1,59 %, f-=0,11), C-a-3 во VCL1 

(f-=13,25 %, RCI=0,07), C-a-0 во VCL2 (f-=21,50 %, RCI=0,07), и за Е1-а-3 во VCL3 (f-

=11,64%, RCI=0,06). Останати z- вредности (RCI ≤0,04) беа утврдени за E2-a-3 во VCL3 

(f-=8,68 %, RCI=0,04), Е1-а-0 во VCL1 (f-=20,69 %, RCI=0,02), E3-a-0 во VCL3 (f-=20,53 

%, RCI=0,02), E1-a-0 во VCL2 (f-=31,30 %, RCI=0,01), E2-a-0 во VCL1 (f-=24,83 %, 

RCI=0,01), и за Е3-а-3 во VCL2 (f-=30,07 %, RCI=0,01). 
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Во LIN анализата, сперматозоидите беа предоминантно дистрибуирани во LIN2 (76,10 

%), а во значително помал процент во LIN3 (16,73 %) и во LIN1 (7,17%). Фреквенцијата 

на дистрибуција на сперматозоидите подетално е прикажана во табела 7.  

Најголем процент од RCI  на z+ вредностите беа дистрибуирани во LIN3 (20 %), помал 

во LIN2 (14 %), а најмал во LIN1 (10 %). Најголем дел од RCI на z- вредностите беа 

дистрибуирани во LIN3 (36 %), а помал во LIN2 (9 %) и LIN1 (8 %). 

Најзначајни z+ вредности (RCI ≥0,06) за омнибусната χ2 вредност (χ2=885,41) беа 

утврдени за C-a-3 во LIN2 (f+=87,94 %, RCI=0,09), C-a-0 во LIN1 (f+=10,17 %, RCI=0,07) 

и LIN3 (f+=21,33 %, RCI=0,07), E1-a-0 во LIN3 (f+=21,73 %, RCI=0,07), и зa Е2-а-0 во LIN3 

(f+=22,32 %, RCI=0,06). Останати z+ вредности (RCI ≤0,03) беа забележани за Е1-а-0 во 

LIN1 (f+=9,20 %, RCI=0,03), E2-a-3 во LIN2 (f+=86,41 %, RCI=0,03), и за Е3-а-3 во LIN2 

(f+=82,67 %, RCI=0,02). Позначителни  z- вредности (RCI ≥0,04) беа утврдени за Са-3-0 

во LIN3 (f-=6,63 %, RCI=0,29), Е2-а-3 во LIN3 (f-=8,35 %, RCI=0,09), C-a-0 во LIN2 (f-

=68,50 %, RCI=0,04), и за E3-a-3 во LIN1 (f-=4,01 %, RCI=0,04). Останатите z- вредности 

(RCI ≤0,03) беа лоцирани за Е1-а-0 во LIN2 (f-=69,07 %, RCI=0,03), C-a-3 во LIN1 (f-=5,43 

%, RCI=0,02), E2-a-0 во LIN2 (f-=69,92 %, RCI=0,02), E3-a-3 во LIN3 (f-=13,33 %, 

RCI=0,02), E2-a-3 во LIN1 (f-=5,24 %, RCI=0,01), и за Е3-а-0 во LIN1 (f-=5,95 %, 

RCI=0,01).  

Во ALH анализата, најголем дел од сперматозоидите имаа ALH вредности во опсегот на 

ALH2 (59,51 %), помал дел во ALH3 (35,04 %), и најмал во ALH1 (5,44 %). 

Фреквенцијата на дистрибуција на сперматозоидите е подетално прикажана во табела 8. 

Најголем процент од RCI  на z+ вредностите беа дистрибуирани во ALH3 (22 %) и ALH2 

(18 %), а најмал во ALH1 (4 %). Најголем дел од RCI на z- вредностите беа 

дистрибуирани во ALH3 (35 %), а помал во ALH2 (12 %) и ALH1 (7 %). Најзначајни z+ 

вредности (RCI ≥0,06) за омнибусната χ2 вредност (χ2=1.009,97) беа утврдени за С-а-0 во 

ALH3 (f+=48,66 %, RCI=0,18), Е3-а-0 во ALH2 (f+=74,97 %, RCI=0,12), и за Е3-а-3 во 

ALH2 (f+=76,78 %, RCI=0,06). Останати z+ вредности (RCI ≤0,02) беа забележани за Е1-

а-0 во ALH1 (f+=7,19 %, RCI=0,02) и во ALH3 (f+=39,44 %, RCI=0,02), E2-a-3 во ALH2 

(f+=69,21 %, RCI=0,02), C-a-3 во ALH3 (f+=38,46 %, RCI=0,01), E1-a-3 во ALH1 (f+=6,93 

%, RCI=0,01) и во ALH3 (f+=38,30 %, RCI=0,01), и за E2-a-0 во ALH1 (f+=7,20, RCI=0,01). 

Позначителни  z- вредности (RCI ≥0,06) беа утврдени за Е3-а-0 во ALH3 (f-=18,55 %, 

RCI=0,22), E3-a-3 во ALH3 (f-=18,20 %, RCI=0,10), C-a-0 во ALH2 (f-=47,00 %, RCI=0,09), 
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и за C-a-3 во LIN1 (f-=2,35 %, RCI=0,06). Останатите z- вредности (RCI ≤0,03) беа 

лоцирани за E2-a-3 во ALH3 (f-=26,11 %, RCI=0,03), E1-a-0 во ALH2 (f-=53,37 %, 

RCI=0,02), и за E1-a-3 во ALH2 (f-=54,78 %, RCI=0,01). 

Во VEL анализата, најголем дел од сперматозоидите беа дистрибуирани во VEL4 (39,24 

%) и VEL1 (34,18 %), а помал во VEL3 (16,05 %) и во VEL2 (10,53 %). Подетално, 

фреквенцијата на дистрибуција на сперматозоидите е прикажана во табела 9. 

Најголем процент од RCI  на z+ вредностите беа дистрибуирани во VEL1 (19 %), а помал 

во VEL4 (8 %), VEL2 (4 %) и VEL3 (3 %). Најголем дел од RCI на z- вредностите беа 

дистрибуирани во VEL1 (24 %), а помал во VEL2 (8 %), VEL3 (6 %), и VEL4 (4 %). 

Најзначајни z+ вредности (RCI ≥0,06) за омнибусната χ2 вредност (χ2=5.700,80) беа 

утврдени за Е2-а-3 во VEL4 (f+=55,20%, RCI=0,09), E3-a-3 во VEL4 (f+=54,82 %, 

RCI=0,08), C-a-3 во VEL1 (f+=48,33 %, RCI=0,08), и за C-a-0 во VEL1 (f+=45,93 %, 

RCI=0,06). Останати z+ вредности (RCI ≤0,04) беа утврдени за Е1-а-0 во VEL1 (f+=43,77 

%, RCI=0,04), E3-a-3 во VEL2 (f+=15,61 %, RCI=0,03), C-a-0 во VEL2 (f+=14,01 %, 

RCI=0,02), E1-a-3 во VEL2 (f+=14,75 %, RCI=0,02), E2-a-3 во VEL3 (f+=21,02 %, 

RCI=0,02), E2-a-0 во VEL4 (f+=45,35 %, RCI=0,01), и за Е3-а-0 во VEL1 (f+=38,79 %, 

RCI=0,01) и во VEL3 (f+=19,16 %, RCI=0,01). Позначајни  z- вредности (RCI ≥0,04) беа 

утврдени за Е3-а-3 во VEL1 (f-=16,80 %, RCI=0,12), E2-a-3 во VEL1 (f-=17,53 %, 

RCI=0,11), C-a-0 во VEL4 (f-=22,70 %, RCI=0,10), и за C-a-3 во VEL2 (f-=5,15 %, 

RCI=0,04) и во VEL3 (f-=9,17%, RCI=0,04). Останатите z- вредности (RCI ≤0,03) беа 

утврдени за E3-a-0 во VEL4 (f-=30,10 %, RCI=0,03), E2-a-0 во VEL2 (f-=6,84 %, RCI=0,02), 

E2-a-3 во VEL2 (f-=6,26%, RCI=0,02), E1-a-0 во VEL3 (f-=13,28 %, RCI=0,01) и во VEL4 

(f-=33,46 %, RCI=0,01), E2-a-0 во VEL1 (f-=29,97 %, RCI=0,01), и за E3-a-3 во VEL3 (f-

=12,77 %, RCI=0,01). 

 

6. Проценка на фреквенциите на дистрибуција кај контролните и 

експерименталните КМ во b-СТ методот, за аналитите на 0- и 3-часови часови од 

инкубацијата 

Во VIAB анализата, најголем дел од сперматозоидите беа дистрибуирани во VIAB1 

(64,64 %), помал во VIAB3 (25,26 %) и VIAB4 (20,83 %), а најмал во VIAB2 (9,80 %) и 

VIAB5 (2,47 %). Подетален приказ на фреквенцијата на дистрибуција на 

сперматозоидите по групи е прикажана во табела 10. 
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Најголем дел од RCI (40 %) на z+ вредностите беа дистрибуирани во VIAB1 (10 %) и 

VIAB2 (30 %), а значително помал во останатите категории (14 %). Најголем дел од RCI 

(32 %) на z- вредностите беа дистрибуирани во VIAB1 (13 %) и VIAB2 (19 %), а 

значително помал во останатите категории (10 %). Најзначајни z+ вредности (RCI ≥0,05) 

за омнибусната χ2 вредност (χ2=842,26) беа утврдени за Е2-b-3 во VIAB2 (f+=18,26 %, 

RCI=0,18), E3-b-3 во VIAB2 (f+=16,62 %, RCI=0,12), E2-b-3 во VIAB4 (f+=27,86 %, 

RCI=0,06), и за Е3-b-3 во VIAB4 (f+=27,57 %, RCI=0,05). Останати z+ вредности (RCI 

≤0,04) беа утврдени за C-b-0 во VIAB1 (f+=50,05 %, RCI=0,04), C-b-3 во VIAB4 (f+=15,57 

%, RCI=0,03), E2-b-0 во VIAB1 (f+=48,94 %, RCI=0,03), и за E1-b-3 во VIAB3 (f+=28,19 

%, RCI=0,01). Позначајни  z- вредности (RCI ≥0,05) беа утврдени за E2-b-3 во VIAB1 (f-

=29,67 %, RCI=0,09), E1-b-0 во VIAB2 (f-=4,79 %, RCI=0,06), E2-b-0 во VIAB2 (f-=5,00 

%, RCI=0,06), и за C-b-0 во VIAB2 (f-=4,99 %, RCI=0,05). Останатите z- вредности (RCI 

≤0,04) беа утврдени за E3-b-3 во VIAB1 (f-=33,72 %, RCI=0,04) и VIAB3 (f-=19,50 %, 

RCI=0,03), C-b-3 во VIAB4 (f-=15,57 %, RCI=0,03), E3-b-0 во VIAB2 (f-=7,00 %, RCI=0,02) 

и во VIAB4 (f-=16,77 %, RCI=0,02), E2-b-0 во VIAB4 (f-=26,02 %, RCI=0,01), и за E2-b-3 

во VIAB4 (f-=21,73 %, RCI=0,01).  

Во EL анализата, најголем дел од сперматозоидите беа дистрибуирани во EL2 (63,14 %), 

помал во EL3 (32,20 %), а најмал во EL1 (4,66 %). Фреквенцијата на дистрибуција на 

сперматозоидите е подетално прикажана во табела 11. 

Најголем процент од RCI  на z+ вредностите беа дистрибуирани во EL3 (18 %), а помал 

во EL2 (12 %). Најголем дел од RCI на z- вредностите беа дистрибуирани во EL3 (26 %), 

а помал во EL2 (12%). Најзначајни z+ вредности (RCI ≥0,05) за омнибусната χ2 вредност 

(χ2=87,12) беа утврдени за C-b-0 во EL3 (f+=35,69 %, RCI=0,18), E2-b-3 во EL2 (f+=66,57 

%, RCI=0,07), и за E1-b-3 во EL2 (f+=66,05 %, RCI=0,05). Значајни  z- вредности (RCI 

≥0,11) беа утврдени за E1-b-3 во EL3 (f-=28,71 %, RCI=0,15), C-b-0 во EL2 (f-=59,17 %, 

RCI=0,12), и за E2-b-3 во EL3 (f-=29,20 %, RCI=0,11). 

Во VCL анализата, најголем дел од сперматозоидите беа дистрибуирани во VCL2 (42,62 

%) и VCL3 (38,28 %), а помал дел во VCL1 (19,10 %). Подетален приказ на фреквенцијата 

на дистрибуција на сперматозоидите по групи е прикажана во табела 12. 

Најголем процент од RCI  на z+ вредностите (41 %) беа дистрибуирани во VCL3 (22 %) 

и VCL2 (19 %), а помал во VCL1 (7 %). Најголем дел од RCI на z- вредностите (48 %) беа 

дистрибуирани во VCL3 (34 %) и VCL2 (11 %), а најмал во VCL1 (3 %). Најзначајни z+ 
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вредности (RCI ≥0,07) за омнибусната χ2 вредност (χ2=5.300,43) беа утврдени за Е2-b-3- 

во VCL2 (f+=69,07 %, RCI=0,11), C-b-0 во VCL3 (f+=59,88 %, RCI=0,10), E1-b-0 во VCL3 

(f+=58,56 %, RCI=0,08) и за E3-b-3 во VCL1 (f+=32,76 %, RCI=0,07). Останати z+ 

вредности (RCI ≤0,04) беа утврдени за E1-b-3 во VCL2 (f+=59,00 %, RCI=0,04), E3-b-3 во 

VCL2 (f+=57,86 %, RCI=0,04), C-b-3- во VCL3 (f+=46,00 %, RCI=0,01), и за E2-b-0 во 

VCL3 (f+=46,80 %, RCI=0,01). Најзначајни  z- вредности (RCI ≥0,06) беа утврдени за E3-

b-3 во VCL3 (f-=9,38 %, RCI=0,16), E2-b-3 во VCL3 (f-=10,70 %, RCI=0,13) и за C-b-0 во 

VCL2 (f-=23,93 %, RCI=0,06). Останатите z- вредности (RCI ≤0,05) беа утврдени за Е1-b-

0 во VCL2 (f-=25,24 %, RCI=0,05), E1-b-3 во VCL3 (f-=20,85 %, RCI=0,05), C-b-3 во VCL1 

(f-=9,96 %, RCI=0,03), E2-b-0 во VCL2 (f-=32,54 %, RCI=0,02), и за E3-b-0 во VCL2 (f-

=35,48 %, RCI=0,01). 

Во LIN анализата, најголем дел од сперматозоидите беа дистрибуирани во LIN2 (77,33 

%), помал во LIN3 (16,90 %), а најмал во LIN1 (5,77 %). Подетален приказ за 

фреквенцијата на дистрибуција на сперматозоидите по групи е прикажан во табела 13. 

Најголем процент од RCI  на z+ вредностите беа дистрибуирани во LIN3 (31 %), помал 

во LIN2 (10 %), а најмал во LIN1 (9 %). Најголем дел од RCI на z- вредностите беа 

дистрибуирани во LIN3 (33 %), а помал во LIN2 (11 %) и LIN1 (3 %). Најзначајни z+ 

вредности (RCI ≥0,07) за омнибусната χ2 вредност (χ2=1.229,56) беа утврдени за E1-b-0 

во LIN3 (f+=26,33 %, RCI=0,16), и за C-b-0 во LIN3 (f+=23,71 %, RCI=0,09) и во LIN1 

(f+=9,17 %, RCI=0,07). Останати z+ вредности (RCI ≤0,05) беа утврдени за Е2-b-3 во LIN2 

(f+=89,45 %, RCI=0,05), E3-b-0 во LIN3 (f+=20,92 %, RCI=0,04), C-b-3 во LIN2 (f+=86,30 

%, RCI=0,03), E2-b-0 во LIN1 (f+=7,95 %, RCI=0,02) и во LIN3 (f+=20,25 %, RCI=0,02), 

E1-b-3 во LIN2 (f+=82,73 %, RCI=0,01) и за E3-b-3 во LIN2 (f+=82,53 %, RCI=0,01). 

Најзначајни  z- вредности (RCI ≥0,05) беа утврдени за E2-b-3 во LIN3 (f-=6,20 %, 

RCI=0,19), C-b-3 во LIN3 (f-=9,07 %, RCI=0,11), и за C-b-0 во LIN2 (f-=67,11 %, RCI=0,05). 

Останати z- вредности (RCI ≤0,05) беа утврдени за E1-b-0 во LIN2 (f-=57,88 %, RCI=0,04), 

E1-b-3 во LIN3 (f-=12,43 %, RCI=0,03), E3-b-3 во LIN3 (f-=13,09 %, RCI=0,03) и во LIN1 

(f-=4,38 %, RCI=0,01), C-b-3 во LIN1 (f-=4,63 %, RCI=0,01), E2-b-0 во LIN2 (f-=71,80 %, 

RCI=0,01), E2-b-3 во LIN1 (f-=4,36 %, RCI=0,01), и за E3-b-0 во LIN2 (f-=74,16 %, 

RCI=0,01).  
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Во ALH анализата, најголем дел од сперматозоидите беа дистрибуирани во ALH2 (55,24 

%) и ALH3 (39,38 %), а најмал во ALH1 (5,38 %). Подетален приказ на фреквенцијата на 

дистрибуција на сперматозоидите е прикажан во табела 14. 

Најголем процент од RCI  на z+ вредностите беа дистрибуирани во ALH2 (24 %) и ALH3 

(21 %), а најмал во ALH1 (4 %). Најголем дел од RCI на z- вредностите беа 

дистрибуирани во ALH3 (28 %), а помал во ALH2 (13 %) и ALH1 (7 %). Најзначајни z+ 

вредности (RCI ≥0,08) за омнибусната χ2 вредност (χ2=1.147,98) беа утврдени за E2-b-3 

во ALH2 (f+=71,35 %, RCI=0,12), E3-b-3 во LIN2 (f+=70,33 %, RCI=0,11), C-b-3 во ALH3 

(f+=50,68 %, RCI=0,09), и за C-b-0 во ALH3 (f+=50,11 %, RCI=0,08). Останати z+ 

вредности (RCI ≤0,03) беа утврдени за E3-b-0 во ALH1 (f+=7,62 %, RCI=0,03), E2-b-0 во 

ALH3 (f+=45,83 %, RCI=0,02), E1-b-0 во ALH3 (f+=45,01 %, RCI=0,02) и во ALH1 (f+=6,84 

%, RCI=0,01), и за E1-b-3 во ALH2 (f+=59,60 %, RCI=0,01). Најзначајни  z- вредности (RCI 

≥0,06) беа утврдени за E3-b-3 во ALH3 (f-=24,84 %, RCI=0,14), E2-b-3- во ALH3 (f-=25,13 

%, RCI=0,13), и за C-b-0 во ALH2 (f-=44,22 %, RCI=0,06). Останати z- вредности (RCI 

≤0,05) беа утврдени за C-b-3- во ALH1 (f-=2,25 %, RCI=0,05) и ALH2 (f-=47,07 %, 

RCI=0,03), E1-b-0 во ALH2 (f-=48,15 %, RCI=0,02), E2-b-0 во ALH2 (f-=47,81 %, 

RCI=0,02), E2-b-3 во ALH1 (f-=3,52 %, RCI=0,02), и за E1-b-3 во ALH3 (f-=35,16 %, 

RCI=0,01). 

Во VEL анализата најголем процент од сперматозоидите беа дистрибуирани во VEL4 

(49,20 %) и во VEL1 (36,59%), а помал во VEL3 (8,94 %) и во VEL2 (5,28 %). Подетален 

приказ на Фреквенцијата на дистрибуција е прикажан во табела 15. 

Најголем процент од RCI  на z+ вредностите беа дистрибуирани во VEL1 (19 %), а помал 

во VEL3 (14 %), VEL3 (14 %) и VEL2 (6 %). Најголем дел од RCI на z- вредностите беа 

дистрибуирани во VEL4 (22 %), а помал во VEL3 (11 %), VEL2 (10 %), и VEL1 (9 %). 

Најзначајни z+ вредности (RCI ≥0,11) за омнибусната χ2 вредност (χ2=1.194,64) беа 

утврдени за Е3-b-0 во VEL1 (f+=45,24 %, RCI=0,16), и за E2-b-0 во VEL3 (f+=12,52 %, 

RCI=0,11). Останати z+ вредности (RCI ≤0,05) беа утврдени за E2-b-3 во VEL4 (f+=54,68 

%, RCI=0,05), E1-b-3 во VEL4 (f+=54,48 %, RCI=0,04), E3-b-3 во VEL2 (f+=6,57 %, 

RCI=0,03), C-b-3 во VEL4 (f+=53,71 %, RCI=0,03), E3-b-0 во VEL3 (f+=10,27 %, 

RCI=0,02), E2-b-0 во VEL2 (f+=6,45 %, RCI=0,02), и за C-b-0 во VEL1 (f+=40,28 %, 

RCI=0,03), VEL2 (f+=6,17 %, RCI=0,01) и во VEL3 (f+=9,91 %, RCI=0,01). Најзначајни  z- 

вредности (RCI ≥0,06) беа утврдени за E3-b-0 во VEL4 (f-=38,79 %, f-=0,17), и за C-b-3 во 
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VEL2 (f-=3,25 %, RCI=0,06) и во VEL3 (f-=6,36 %, RCI=0,06). Останати z- вредности (RCI 

≤0,05) беа утврдени за C-b-0 во VEL4 (f-=43,64 %, RCI=0,04), E2-b-0 во VEL1 (f-=32,22 

%, RCI=0,04), E2-b-3 во VEL2 (f-=3,66 %, RCI=0,04), VEL1 (f-=33,85 %, RCI=0,02) и VEL3 

(f-=7,81 %, RCI=0,01), во E1-b-3- во VEL3 (f-=6,85 %, RCI=0,04) и во VEL1 (f-=3,40 %, 

RCI=0,02), и за E3-b-3 во VEL1 (f-=34,76 %, RCI=0,01). 

 

7. Проценка на фреквенциите на дистрибуција кај експерименталните КМ во a-CT 

и b-СТ 

Во VIAB анализата, најголем процент од сперматозоидите беа дистрибуирани во VIAB1 

(40,68 %). Помала застапеност имаше во останатите категории: VIAB3 (23,82 %), VIAB4 

(21,37 %), VIAB2 (11,64 %) и VIAB5 (2,49 %). Подетален приказ на фреквенцијата на 

дистрибуција е прикажан во табела 16. 

Најголем дел од RCI на z+ вредностите на аналитите суспендирано со a-CT методот беа 

дистрибуирани во VIAB2 (30 %) и VIAB1 (11 %), а значително помал во VIAB4 (3 %).  

Најголем дел од RCI на z+ вредностите  на аналитите суспендирано со b-CT методот беа 

дистрибуирани во VIAB2- (6 %), а останатите категории имаа помали вредности: VIAB4 

(4 %), VIAB1 (3 %) и VIAB3 (2 %). Најголем дел од RCI на z- вредностите на аналитите 

суспендирано со a-CT методот беа дистрибуирани во VIAB1 (13 %) и VIAB2 (11 %), а 

значително помал во VIAB5 (4 %). Најголем дел од RCI на z- вредностите на аналитите 

суспендирано со b-CT методот беа дистрибуирани во VIAB2 (9 %) и VIAB1 (4 %), а 

значително помал во VIAB3 (1 %) и VIAB4 (1 %). Најзначајни z+ вредности (RCI ≥0,05) 

за омнибусната χ2 вредност (χ2=2.182,22) беа утврдени за E2-a-3 во VIAB2 (f+=28,88 %, 

RCI=0,20), E3-a-3 во VIAB2 (f+=24,05 %, RCI=0,10), E2-a-0 во VIAB1 (f+=57,50 %, 

RCI=0,05) и за E3-a-0 во VIAB1 (f+=57,16 %, RCI=0,05). Останати z+ вредности (RCI 

≤0,04) беа утврдени за E2-b-3 во VIAB2 (f+=18,26 %, RCI=0,04) и во VIAB4 (f+=27,86 %, 

RCI=0,02), E3-b-3 во VIAB2 (f+=16,62 %, RCI=0,02) и во VIAB4 (f+=27,57 %, RCI=0,02), 

E2-b-0 во VIAB1 (f+=48,95 %, RCI=0,02), E1-a-0 во VIAB1 (f+=46,57 %, RCI=0,01), E2-a-

3 во VIAB4 (f+=14,45 %, RCI=0,01), E1-b-0 во VIAB3 (f+=27,93 %, RCI=0,01), и за E3-b-0 

во VIAB1 (f+=48,25 %, RCI=0,01). Најзначајни  z- вредности (RCI ≥0,06) беа утврдени за 

E2-a-3 во VIAB1 (f-=21,89 %, RCI=0,07), и за E3-a-3 во VIAB1 (f-=23,07 %, RCI=0,06). 

Останати z- вредности (RCI ≤0,05) беа утврдени за E1-b-0 во VIAB2 (f-=4,79%, RCI=0,04), 

Е2-а-0 во VAIB2 (f-=3,67 %, RCI=0,04) и во VIAB4 (f-=14,00 %, RCI=0,02), E3-a-0 во 



70 
 

VIAB2 (f-=3,56 %, RCI=0,04) и во VIAB4 (f-=14,45 %, RCI=0,02), E2-b-0 во VIAB2 (f-=5,00 

%, RCI=0,03), E2-b-3 во VIAB1 (f-=29,67 %, RCI=0,03), E3-b-0 во VIAB2 (f-=7,00 %, 

RCI=0,02) и во VIAB4 (f-=16,77 %, RCI=0,01), и за E3-b-3 во VIAB1 (f-=33,72 %, 

RCI=0,01) и во VIAB3 (f-=19,50 %, RCI=0,01). 

Во EL анализата, најголем процент од сперматозоидите беа дистрибуирани во EL2 (63,91 

%). Помала застапеност имаше во EL3 (31,06 %), а најмала во EL1 (5,03 %). Подетален 

приказ на фреквенцијата на дистрибуција е прикажан во табела 17. 

Најголем дел од RCI на z+ вредностите  за аналитите суспендирани со а-СТ методот беа 

дистрибуирани во EL3 (16 %), а помал во EL1 (6 %) и EL2 (6 %).  Најголем дел од RCI 

на z+ вредностите  за аналитите суспендирани во b-CT методот беа дистрибуирани во 

EL3 (6 %), а помал во EL2 (2 %). RCI на z- вредностите за аналитите суспендираин со а-

СТ методот беа дистрибуирани во EL3 (18 %) и EL2 (10 %). За z- вредностите за 

аналитите суспендирани со b-CT методот не беа утврдени RCI вредности. 

Највисока z+ вредност за омнибусната χ2 вредност (χ2=172,74) беше утврдена за E1-a-0 

во EL3 (f+=35,58 %, RCI=0,16). Останати z+ вредности (RCI ≤0,06) беа утврдени за E1-a-

3 во EL1 (f+=6,19 %, RCI=0,06), E3-a-0 во EL2 (f+=67,60 %, RCI=0,06), E3-b-0 во EL3 

(f+=33,72 %, RCI=0,06), и за Е2-b-3 vo EL2 (f+=66,57 %, RCI=0,02). Најзначајни  z- 

вредности (RCI ≥0,07) беа утврдени за E3-a-0 во EL3 (f-=27,28 %, RCI=0,14), и за E1-a-0 

во EL2 (f-=59,53 %, RCI=0,07). Останати z- вредности (RCI ≤0,05) беа утврдени за Е2-а-3 

во EL3 (f-=27,57 %, RCI=0,04), и за E1-a-3 во EL2 (f-=60,81 %, RCI=0,03). 

Во VCL анализата, најголем процент од сперматозоидите беа дистрибуирани во VCL2 

(43,07 %), а помал во VCL3 (29,09 %) и во VCL1 (27,84 %). Подетален приказ на 

Фреквенцијата на дистрибуција е прикажана во табела 18.  

Најголем дел од RCI на z+ вредностите  за аналитите суспендирани со а-СТ методот беа 

дистрибуирани во VCL1 (20 %), а помал во VCL3 (7 %).  Најголем дел од RCI на z+ 

вредностите  за аналитите суспендирани со b-CT методот беа дистрибуирани во VCL3 

(32 %), а помал во VCL2 (10 %). RCI на z- вредностите за аналитите суспендирани со а-

СТ методот беа дистрибуирани во VCL3 (15 %), VCL2 (2 %) и VCL1 (1 %). Најголем дел 

од RCI на z- вредностите за аналитите суспендирани со b-CT методот беа дистрибуирани 

во VCL3 (11 %), а помал во VCL1 (7 %) и VCL2 (5 %). 
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Најзначајни z+ вредности (RCI ≥0,12) за омнибусната χ2 вредност (χ2=9.395,95) беа 

утврдени за E3-a-3 во VCL1 (f+=68,35 %, RCI=0,16), и за E1-b-0 во VCL3 (f+=58,56 %, 

RCI=0,12). Останати z+ вредности (RCI ≤0,06) беа утврдени за E1-a-0 во VCL3 (f+=48,01 

%, RCI=0,06), E2-b-3 во VCL2 (f+=69,07 %, RCI=0,06), E3-b-0 во VCL3 (f+=47,53 %, 

RCI=0,06), E2-b-0 во VCL3 (f+=46,80 %, RCI=0,04), E1-a-3 во VCL1 (f+=41,73 %, RCI0,03), 

E1-b-3 во VCL2 (f+=59,00 %, RCI=0,02), E3-b-3 во VCL2 (f+=57,86 %, RCI=0,02), E2-a-0 

во VCL3 (f+=39,80 %, RCI=0,01), и за Е2-а-3 во VCL1 (f+=38,65 %, RCI=0,01). Најзначајни  

z- вредности (RCI ≥0,04) беа утврдени за E3-a-3 во VCL3 (f-=1,59 %, RCI=0,07), E3-b-3 во 

VCL3 (f-=9,38 %, RCI=0,06), E1-a-3 во VCL3 (f-=11,64 %, RCI=0,04), и за  Е2-b-3- во VCL3 

(f-=10,70 %, RCI=0,04. Останати z- вредности (RCI ≤0,03) беа утврдени за Е2-а-3 во VCL3 

(f-=8,68 %, RCI=0,03), E1-b-0 во VCL2 (f-=25,24 %, RCI=0,03) и VCL1 (f-=16,20 %, 

RCI=0,02), E3-b-0 во VCL1 (f-=16,99 %, RCI=0,02) и во VCL2 (f-=35,48 %, RCI=0,01), E1-

a-0 во VCL1 (f-=20,69 %, RCI=0,01) и VCL2 (f-=31,30 %, RCI=0,01), E3-a-0 во VCL3 (f-

=20,53 %, RCI=0,01), E3-a-3 во VCL2 (f-=30,07 %, RCI=0,01), E1-b-3 во VCL1 (f-=20,15 

%, RCI=0,01) и VCL3 (f-=20,85 %, RCI=0,01), E2-b-0 VCL1 (f-=20,66 %, RCI=0,01) и VCL2 

(f-=32,54 %, RCI=0,01), и за E2-b-3 во VCL1 (f-=20,23 %, RCI=0,01). 

Во LIN анализата, најголем процент од сперматозоидите беа дистрибуирани во LIN2 

(76,21 %), а помал во LIN3 (17,29 %) и во LIN1 (6,00 %). Подетален приказ на 

фреквенцијата на дистрибуција е прикажан во табела 19. 

Најголем дел од RCI на z+ вредностите  на аналитите суспендирани со а-СТ методот беа 

дистрибуирани во LIN1 (7 %), и LIN3 (7 %), а помал во LIN2 (3 %). Најголем дел од RCI 

на z+ вредностите  на аналитите суспендирани со b-CT методот беа дистрибуирани во 

LIN3 (19 %), а помал во LIN2 (8 %) и LIN1 (2 %). RCI на z- вредностите на аналитите 

суспендирани со а-СТ методот беа дистрибуирани во LIN3 (9 %), LIN2 (4 %) и LIN1 (1 

%). Најголем дел од RCI на z- вредностите на аналитите суспендирани со b-CT методот 

беа дистрибуирани во LIN3 (27 %), а помал во LIN2 (4 %) и LIN1 (3 %). Најзначајни z+ 

вредности (RCI ≥0,06) за омнибусната χ2 вредност (χ2=1.195,46) беа утврдени за E1-b-0 

во LIN3 (f+=26,33 %, RCI=0,15), E1-a-0 во LIN1 (f+=9,20 %, RCI=0,06), и за E2-b-3 во LIN2 

(f+=89,45 %, RCI=0,06). Останати z+ вредности (RCI ≤0,04) беа утврдени за E1-a-0 во 

LIN3 (f+=21,73 %, RCI=0,04), E2-a-0 во LIN3 (f+=22,32 %, RCI=0,03) и во LIN1 (f+=7,76 

%, RCI=0,01), E3-b-0 во LIN3 (f+=20,92 %, RCI=0,03), E2-a-3 во LIN2 (f+=86,41 %, 

RCI=0,02), E2-b-0 во LIN1 (f+=7,95 %, RCI=0,02) и во LIN3 (f+=20,25 %, RCI=0,01), E3-a-

3 во LIN2 (f+=82,67 %, RCI=0,01), E1-b-3 во LIN2 (RCI=82,73 %, RCI=0,01), и за E3-b-3 
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во LIN2 (f+=82,53 %, RCI=0,01). Најзначајни  z- вредности (RCI ≥0,07) беа утврдени за 

E2-b-3 во LIN3 (f-=6,20 %, RCI=0,20) и за E2-a-3 во LIN3 (f-=8,35 %, RCI=0,07). Останати 

z- вредности (RCI ≤0,04) беа утврдени за E1-b-3 во LIN3 (f-=12,43 %, RCI=0,04), E1-a-0 

во LIN2 (f-=69,07 %, RCI=0,03), E1-b-0 во LIN2 (f-=67,88 %, RCI=0,03), E3-b-3 во LIN3 (f-

=13,09 %, RCI=0,03) и во LIN1 (f-=4,38 %, RCI=0,01), E3-a-3 во LIN3 (f-=13,33 %, 

RCI=0,02) и во LIN1 (f-=4,01 %, RCI=0,01), E2-b-0 во LIN2 (f-=71,80 %, RCI=0,01), E2-b-

3 во LIN1 (f-=4,36 %, RCI=0,01), и за E3-b-0 во LIN1 (f-=4,91 %, RCI=0,01). 

Во ALH анализата, најголем процент од сперматозоидите беа дистрибуирани во ALH2 

(60,30 %), а помал во ALH3 (33,57 %) и во ALH1 (6,13 %). Подетален приказ на 

фреквенцијата на дистрибуција е прикажан во табела 20. 

Најголем дел од RCI на z+ вредностите на аналитите суспендирани со а-СТ методот беа 

дистрибуирани во ALH2 (13 %), а помал во ALH3 (4 %). Најголем дел од RCI на z+ 

вредностите  на аналитите суспендирани со b-СТ методот беа дистрибуирани во ALH3 

(20 %), а помал во ALH2 (8 %) и ALH1 (1 %). Најголем дел од RCI на z- вредностите на 

аналитите суспендирани со а-СТ методот беа дистрибуирани во ALH3 (24 %), а помал 

во ALH2 (3 %). Најголем дел од RCI на z- вредностите на аналитите суспендирани со b-

СТ методот беа дистрибуирани во ALH2 (13 %) и ALH3 (10 %), а помал во ALH1 (2 %). 

Најзначајни z+ вредности (RCI ≥0,08) за омнибусната χ2 вредност (χ2=1.332,75) беа 

утврдени за E1-b-0 во ALH3 (f+=45,01 %, RCI=0,09), E2-b-0 во ALH3 (f+=45,83 %, 

RCI=0,09) и за E3-a-0 во ALH2 (f+=74,97 %, RCI=0,08). Останати z+ вредности (RCI ≤0,04) 

беа утврдени за E3-a-3 во ALH2 (f+=76,78 %, RCI=0,04), E2-b-3 во ALH2 (f+=71,35 %, 

RCI=0,04), E3-b-3 во ALH2 (f+=70,33 %, RCI=0,04), E1-a-0 во ALH3 (f+=39,44 %, 

RCI=0,03), E3-b-0 во ALH3 (f+=37,76 %, RCI=0,02) и во ALH1 (f+=7,62 %, RCI=0,01), E1-

a-3 во ALH3 (f+=38,30 %, RCI=0,01), и за E2-a-3 во ALH2 (f+=69,21 %, RCI=0,01). 

Најзначајни  z- вредности (RCI ≥0,05) беа утврдени за E3-a-0 во ALH3 (f-=18,55 %, 

RCI=0,15), E3-a-3 во ALH3 (f-=18,20 %, RCI=0,07), E1-b-0 во ALH2 (f-=48,15 %, 

RCI=0,06), E2-b-0 во ALH2 (f-=47,81 %, RCI=0,05), E2-b-3 во ALH3 (f-=25,13 %, 

RCI=0,05), и за E3-b-3 во ALH3 (f-=24,84 %, RCI=0,05). Останати z- вредности (RCI ≤0,02) 

беа утврдени за E1-a-0 во ALH2 (f-=53,37 %, RCI=0,02), E2-a-3 во ALH3 (f-=26,11 %, 

RCI=0,02), E2-b-3 во ALH1 (f-=3,52 %, RCI=0,02), E3-b-0 во ALH2 (f-=54,62 %, RCI=0,02), 

и за E1-a-3 во ALH2 (f-=54,78 %, RCI=0,01). 
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Во VIAB анализата, најголем процент од сперматозоидите беа дистрибуирани во VIAB4 

(46,16 %) и во VIAB1 (33,14 %), а помал во VIAB3 (12,77 %) и во VIAB2 (7,93 %). 

Подетален приказ на фреквенцијата на дистрибуција е прикажан во табела 21. 

Најголем дел од RCI на z+ вредностите  на аналитите суспендирани со а-СТ методот беа 

дистрибуирани во VEL2 (16 %), и VEL3 (14 %), а помал во VEL1 (5 %) и VEL4 (4 %). 

RCI на z+ вредностите на аналитите суспендирани со а-СТ методот беа дистрибуирани 

во VEL1 (6 %) и VEL4 (5 %). RCI на z- вредностите на аналитите суспендирани со а-СТ 

методот беа дистрибуирани во VEL1 (17 %) и VEL3 (13 %). Најголем дел од RCI на z- 

вредностите на аналитите суспендирани со а-СТ методот беа дистрибуирани во VEL3 

(10 %), а помал во VEL2 (6 %) и VEL4 (2 %). Најзначајни z+ вредности (RCI ≥0,06) за 

омнибусната χ2 вредност (χ2=7.037,72) беа утврдени за E3-a-3 во VEL2 (f+=15,61 %, 

RCI=0,08), E1-a-3 во VEL2 (f+=14,75 %, RCI=0,06), и за E3-b-0 во VEL1 (f+=45,24 %, 

RCI=0,06). Останати z+ вредности (RCI ≤0,04) беа утврдени за E1-a-0 во VEL1 (f+=43,77 

%, RCI=0,04), E1-a-3 во VEL3 (f+=17,78 %, RCI=0,02), E3-a-0 во VEL3 (f+=19,16 %, 

RCI=0,04), VEL2 (f+=11,94 %, RCI=0,02) и VEL1 (f+=38,79 %, RCI=0,01), E3-a-3 во VEL4 

(f+=54,82 %, RCI=0,02), E1-b-3 во VEL4 (f+=54,48 %, RCI=0,02), E2-b-3 во VEL4 (f+=54,68 

%, RCI=0,02), и за E3-b-3 во VEL4 (f+=50,33 %, RCI=0,01). Најзначајни  z- вредности (RCI 

≥0,06) беа утврдени за E3-a-3 во VEL1 (f-=16,80 %, RCI=0,09), E2-a-3 во VEL1 (f-=17,53 

%, RCI=0,08), E3-a-0 во VEL4 (f-=30,10 %, RCI=0,06), и за E3-b-0 во VEL1 (f-=45,24 %, 

RCI=0,06). Останати z- вредности (RCI ≤0,04) беа утврдени за E1-a-0 во VEL4 (f-=33,46 

%, RCI=0,04), E1-a-3 во VEL4 (f-=35,89 %, RCI=0,03), E1-b-3 во VEL4 (f-=54,48 %, 

RCI=0,02), E2-b-3 во VEL4 (f-=54,68 %, RCI=0,02), E1-b-0 во VEL2 (f-=5,11 %, RCI=0,01) 

и VEL3 (f-=9,55 %, RCI=0,01), и за E3-b-3 во VEL4 (f-=50,33 %, RCI=0,01).  
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VI. ДИСКУСИЈА 

1. Квалитативни и квантитативни карактеристики на свежите ејакулати 

Квалитативните карактеристики на свежите ејакулати (табела 1) беа во согласност со 

утврдените критериуми (Bucak и сор. 2007) кои беа зададени како услов за нивно 

вклучување во збирниот примерок. Целта на овој услов беше да се обезбеди 

квалитативна хомогеност на секој ејакулат, што би ја исклучила можноста за 

индивидуално влијание (овен) во збирниот примерок. Со групирање на свежите 

ејакулати во HPS според вредноста на сперматокритот беше обезбедена квантитативна 

хомогеност. Бројот на сперматозоиди од секој ејакулат беше со приближно еднаков број, 

исклучувајќи ја можноста за бијасно влијание на еден или повеќе овни на 

набљудуваните ефекти (табела 2). Генерално, научните истражувања во кои се 

употребуваат ејакулати од различни единки не ја декларираат квантитативната 

(Bernardini и сор. 2011; Pérez-Pé и сор., 2002; de Graaf, 2007) или квалитативна 

хомогеност (de Graaf, 2007; Mataveia и сор., 2010). Зависно од експерименталните цели, 

во одредени истражувања каде квантитативната хомогеност не е суштинска, ваквиот 

пристап нема значителни бијасни ефекти, но во сите останати истражувачки модели каде 

е потребно да се докаже влијанието на одреден фактор на ниво на сперматозоиди, тогаш 

ова мора да биде земено во предвид. Дополнително, користењето на ејакулати од исто 

животно мострирани во различен период (час, ден, недела) (de Graaf, 2007; Mataveia и 

сор., 2010), може да произведе грешки во интерпретацијата на резултатите доколку 

истите се сублимираат. Составот на ејакулатите кај цицачите може значително да варира 

во зависност од одредени амбиентални (температура, влажност, светлина и сл.), 

интериндивидуални (вид, раса, сој, животно) и интраиндивидуални фактори (исхрана, 

физиолошки статус, возраст и сл.). Покрај овие објективни фактори, постојат и 

субјективни кои многу посуптилно влијаат врз појавата на квалитативната 

варијабилност на ејакулатите. Активноста и концентрацијата на ензимите од СП, 

метаболитичката активност на сперматозоидите, ејакулаторната фреквенција, 

циркадијалниот интервал на хормонската активност како и експресијата на одредени 

генетски фактори, се дел од овие механизми кои може да произведат значителни 

варијации на мострираните примероци.  

Методот со кој ејакулатите за ова истражување беа групирани, ги елиминираше овие 

бијасни фактори и придонесе за повисока објективност во проценувањето на 



75 
 

експерименталните фактори. Сите примероци за анализа потекнуваа од една сесија на 

собирање ејакулати, што подразбираше унифицирање на сезоната, времето, 

последователноста на ејакулацијата кај животните и сл. 

 

2. Сензитивност на статистички модел 

Пирсоновиот χ2 тест на независност беше избран како статистички модел за 

процесирање и интерпретирање на непараметарските податоци добиени во 

експерименталните постапки. Овој тест најчесто е употребуван во случаи каде 

податоците (фреквенцијата) во колоните или редовите потекнуваат од индивидуални и 

засебни популации (Beasley, T.M. и Schumacker, R.E., 1995). Нул-хипотезата декларира 

дека пропорционалната дистрибуција на добиените фреквенции (π) во однос нa 

категориите не се разликува помеѓу индивидуалните (k) примероци (H0: π1 = π2 . . . = πk). 

За спроведување на овој тест, користевме табели на контингенција, во кои групите беа 

сместени во колони, а параметриските категории во редови. Употребата и 

интерпретацијата на овој тест е опишана во ревијално истражување (Beasley, T.M. и 

Schumacker, R.E., 1995). Добиените вредности (фреквенции на дистрибуција) не можат 

да дадат информација за врската помеѓу факторите, туку само за прифаќањето или 

отфрлањето на нулта хипотезата. Со ова се ограничува понатамошното (post hoc) 

анализирање на вредностите во случаи каде р < α. Омнибусната природа на χ2 вредноста, 

наложува користење на дополнителни статистички модели со цел да се идентификуваат 

значајните фактори во анализата. Во нашите анализи, го користевме методот за 

прилагодени стандардни остаточни (резидуални) вредности (z) со кој се означуваат 

разликите помеѓу очекуваните и утврдените фреквенции на дистрибуција. Сепак, овој 

метод бил критикуван за неговата мала дискриминирачка моќ, па поради тоа, во нашите 

анализи беше надополнет со метод за релативен индекс на придонес (RCI) (Beasley, T.M. 

и Schumacker, R.E., 1995). Со овие два методи, ни беше овозможено да добиеме 

векторска димензија на индивидуалните графи од табелата. Преку „z“ ја утврдувавме 

позитивната или негативната разлика помеѓу утврдените и очекуваните фреквенции на 

дистрибуција, а со RCI добивме квантитативна информација за влијанието на  графата 

од табелата на контингенција во однос на омнибусната χ2 вредност. Во 

интерпретирањето на RCI вредностите, во предвид ја земавме просечната фреквенција 

на соодветните категории. Во табела 3 се прикажани параметрите за утврдување на 

сензитивноста на индивидуалните тестови. Прагот за тип-1 грешка (α) се разликуваше 
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зависно од df, и λ, додека очекувана моќност беше еднаква за сите анализи (1-β=0,99). 

На овој начин, добивме прилагодени и урамнотежени нивоа на α и zcrit. зависно од 

обемноста на тестот, но и од критичната χ2 вредност. 

 

3. Проценка на фреквенциите на дистрибуција кај контролните 

криопрезервациски медиуми за аналитите на 0- и 3-часови од инкубацијата 

Целта на оваа анализа беше да се процени ефектот на додавање контролен КМ пред или 

после криотретманот за да се елиминира тип-1 грешка при проценувањето на аналитите 

суспендирани со експерименталните КМ. Проценувањето на двата методи на 

суспендирање (а-СТ vs b-CT) беше изведено под претпоставката дека категориите имаат 

просечна фреквенција на дистрибуција ≥ 34 %,  а придонесот на поединечната χ2 

вредност во однос на омнибусната  да биде ≥ 15 % (RCI ≥ 0,15). На овој начин, 

евентуално утврдените отстапувања во фреквенциите на дистрибуција за одделните 

категории беа урамнотежени во однос на целокупната сперматозоидна популација. Така, 

доколку беше утврдено значително повисока фреквентност на одредена група за 

одредена категорија која имала ниска застапеност во однос на целокупната 

сперматозоидна популација, придонесот (RCI) беше коригиран (намален) во однос на 

омнибусниот ефект. Поради незначителниот процентуален удел на сперматозоиди, 

таквата категорија би имала статистички значајно отстапување, но сепак, нејзиниот 

ефект би бил занемарлив во однос на целокупната популација. 

Во проценувањето на аналитите суспендирани со контролните КМ на 0-часови од 

инкубацијата (а-СТ vs b-CT) (графикон 1-6), постоеше значајно отстапување во VEL4 (a-

CT < b-CT). Во проценувањето на аналитите на 3-часа од инкубирањето (графикон 7-12) 

беа утврдени значителни отстапувања во следните категории: VCL2 (a-CT > b-CT), 

VCL3 (a-CT < b-CT), ALH2 (a-CT > b-CT), ALH3 (a-CT < b-CT), VEL1 (a-CT > b-CT) and 

VEL4 (a-CT < b-CT). Оттука, беше евидентно дека b-CT методот на суспендирање со 

контролни КМ предизвикува значително повисоко отстапување на фреквенциите на 

дистрибуција кај статичните сперматозоиди и сперматозоидите кои се карактеризираа 

со капацитирана мотилна активност. Ефектот на хиперактивација и/или намалена 

мотилност во сперматозоидните популации е претходно опишана од Salamon и Maxwell, 

2000 како резултат на дополнителното суспендирање непосредно после одмрзнувањето.  
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4. Проценка на криопрезервацискиот успех кај контролните и експерименталните 

КМ во а-СТ методот, за аналитите на 0- и 3-часови часови од инкубацијата 

Целта на оваа анализа беше да се процени ефектот на пред-криопрезервациско 

суспендирање на аналитите со контролни и експериментални КМ на 0- и 3-часа од 

инкубацијата. Сите аналити беа суспендирани со клеточна концентрација од 50 х 106 /ml 

пред СТ. 

Во VIAB анализата (табела 4) на 0-часови од a-CT методот, најзначајни влијанија на f+ 

беа забележани за Е2 и Е3 медиумите во VIAB1. Овие медиуми имаа речиси еднакво 

влијание на f- во VIAB2 и во VIAB4. Кај аналитите на 3-часови од инкубацијата, 

единствено  значајни влијанија на f+ беа забележителни за Е2 и Е3 медиумите во 

категоријата која вклучуваше сперматозоиди со оштетен акрозом (VIAB2), a нешто 

помали RCI вредности беа забележителни и за VIAB4. Истовремено тие имаа изразено 

високи RCI вредности во VIAB1. Оттука, произлегува дека Е2  и Е3 медиумите имаат 

непосреден ефект во зголемување на фреквентноста на категоријата сперматозоиди со 

задржан структурен интегритет и морфологија. Ова ја потврдува превентивната улога на 

HSP и GSH во криолошките оштетувања на структурата на сперматозоидите опишана и 

во други истражувања (Perez-Pe и сор., 2001; Bernardini и сор. 2011). Ефектот на HSP би 

можел да се припише на специфични протеински фракции кои се идентификувани како 

RSP-14 и RSP-20 и кои имаат способност за адсорпција на површината од клеточната 

мембрана, репарирајќи ги евентуалните оштетувања кои настануваат во текот на 

киропрезервацијата (Bergeron-Annick и сор., 2005).  

Во EL анализата (табела 5) на 0-часови од инкубацијата, највисоко влијание на f+ во 

категоријата со највисок опсег на вредности (EL3) беше утврден за С и Е1 медиумите, 

кои истовремено имаа значителни RCI вредности и на f- во референтниот опсег на 

вредности за сперматозоиди од овни (EL2). Споредбено со нив, Е3 медиумот имаше 

единствен и највисок ефект на f+ во EL2 и на f- во EL3. На 3-часа од инкубацијата, Е2 и 

Е3 покажаа еднаков и релативно помал ефект на f+ во EL2 и речиси ист ефект на f- во 

EL3. C и Е1 во овој временски период, немаа значителни влијанија. Оттука, следи дека 

GSH и HSP експерименталните компоненти додадени во предкриопрезервацискиот 

период, непосредно после одмрзнувањето влијаат на појавата на повисок број 

сперматозоиди кои имаат повеќе изразена елипсовидност на главата, а исто така ја 

намалуваат фреквентноста на оние  сперматозоиди со помалку изразена елипсовидност. 
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Ефектот на Е3 врз EL може да се рефлектира со зголемена оплодувачка способност на 

сперматозоидите и ејакулатите, со оглед на тоа што морфологијата на главата е високо 

поврзана со нивната мотилност (Maroto-Morales, A., и сор., 2015; Gomendio, M. и Roldan, 

E.R.S., 2008). Земајќи го во предвид ефектот на Е1 медиумот, би можело да се заклучи 

дека Е3 медиумот, примарно влијае преку HSP компонентата, а не преку GSH. 

Во VCL анализата (табела 6) на 0-часа од инкубацијата, C- и Е1-медиумите имаа 

највисоко влијание на f+ во VCL3, каде RCI во С-а-0 имаше двојно поголема вредност во 

однос на Е1-а-0. Истовремено, разликата на RCI на f- во VCL2 беше со трикратна разлика 

во корист на С-а-0. На 3-часа од инкубацијата, С-медиумот имаше изразено висок ефект 

во појавата на f+ во VCL2 и на f- во VCL1, додека Е1-, Е2- и Е3-медиумите имаа изразен 

ефект на f- во VCL3. E3-a-3 групата имаше најдоминантно влијание во f+ на VCL1, додека 

кај Е1 и Е2 беа забележливи мали RCI на f+ во VCL1 и VCL2 кои немаа значаен 

омнибусен ефект. Земајќи го во предвид ефектот на GSH-медиумот на 3-часа од 

инкубацијата, би можело да се потврди дека увидениот ефект на Е3-а-3 групата во 

зголемената фреквентност на VCL1 примарно се должи на HSP-компонентата, додека 

намалената фреквентност на VCL3 категоријата, се должи на GSH. Со ова би можеле да 

заклучиме дека комбинираниот ефект на GSH и HSP дадоа најголем придонес во 

задржувањето на повисок процент на сперматозоиди кои имаа низок опсег на VCL 

вредности што би значело дека се потенцијално нехиперактивирани. Улогата на овие 

експериментални компоненти во задржување на мотилните карактеристики на 

некапацитирани сперматозоиди и фертилната способност се претходно елаборирани и 

прикажани од други автори (Perez-Pe и сор., 2001; Martin и сор., 2007; Martin и сор., 

2007). 

Во ALH анализата (табела 8) на 0-часови од инкубацијата, најдоминантни влијанија на 

f+ во категоријата со највисок опсег на вредности за ALH (ALH3), кој условува 

карактеризирање на неправолиниска мотилност во популацијата на сперматозоиди беше 

забележано за С- и Е3-медиумите. Кај С-медиумот беше забележано значително 

влијание за појава на f- во ALH2, додека за Е3, покрај f+ во ALH3 постоеше и помало но 

значително влијание и во ALH2. Е1- и Е2-мрдиумите имаа значително помало изразено 

влијание врз категориите, кое беше речиси занемарливо споредбено со претходно 

споменатите КМ. На 3-часа од инкубацијата, Е3 медиумот доминираше со своето 

влијание во појавата на f+ во ALH2 и ALH3, кое беше речиси еднакво. Со речиси 95% 

фрквенција на дистрибуција на сперматозоидите во ALH2 (59,51%) и ALH3 (35,04%), 
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омнибусниот ефект можеше единствено да се припише на С- и Е3-медиумите на 0-

часови, и на Е3-медиумот на 3-часови од инкубацијата. Следствено на ова, сметавме 

дека GSH и HSP компонентите, истовремено придонесуваа за зголемување на бројот на 

сперматозоиди кои имаа некапацитирачка и капацитирачка мотилност, но споредбено 

со С-медиумот, нивниот ефект беше значително повеќе поволен во однос на мотилноста. 

Оваа констатација беше во прилог со претходно наведените научни извори (Perez-Pe и 

сор., 2001; Martin и сор., 2007; Martin и сор., 2007). 

Во LIN анализата (табела 7) на 0-часови од инкубација, C-, Е1- и Е2-медиумите имаа 

речиси еднакво влијание на  f+ во LIN1 и од повисоко кон помало влијание, на f- во LIN2, 

редоследно. На 3-часа од инкубацијата, редоследно за С-, Е2- и Е3-медиумите беа 

забележани од највисоки до најниски RCI вредности на f+ во LIN2 и на f- во LIN1. Од 

овие наоди беше воочливо дека непосредно после одмрзнувањето, сите медиуми, со 

исклучок на Е3, имаа воедначен ефект во зголемената фреквентност на категоријата со 

високо линеарни сперматозоиди (LIN1) кои беа потенцијално не-капацитирани. На 3-

часа, С-медиумот беше највисоко влијателен во зголемената фреквентност во 

категоријата со референтен опсег на вредности во однос на Е2 и Е3 кои имаа значително 

помало омнибусно влијание. 

Во VEL анализата (табела 9), значително повисоки фреквенции беа забележани во VEL1 

за С-медиумот на 0- и 3-часа, и за Е1 на 0-часа од инкубацијата. Највисоки влијанија за 

повисоките фреквенции на VEL4 категоријата беа утврдени за Е2- и Е3-медиумите на 3-

часа од инкубацијата кои истовремено имаа и доминантни влијанија за најниските 

фреквенции. Ваквиот ефект на Е2 и Е3 медиумите можеше да се објасни со 

хиперактивациските својства на HSP кој на 3-часа доведуваа до целосно исцрпување на 

сперматозоидната мотилност. GSH компонентата придонесе за повисока фреквентност 

на сперматозоидите со повисоки VAP вредности во однос на Е2- и Е3-медиумите, и таа 

би можела да се посочи како фактор кој придонесуваше за разликите помеѓу овие два 

КМ на 0-часови од инкубацијата. Овие наоди беа во согласност со тврдењата на автори 

кои го истражувале превентивниот ефект на GSH во однос на мотилните карактеристики 

на одмрзнатите сперматозоиди (Bucak и сор., 2007; Barrios и сор., 2000; Perez-Pe и сор., 

2001). 

Заклучно со податоците од табелите 4-9, ефектот на групите (факторите) од a-СТ 

методот врз криопрезервацискиот успех беше рефлектиран на следниот начин: 
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С-а-0 аналитите имаа високо-негативен ефект во EL, VCL и ALH, и ниско-негативен на 

VIAB. Ниско-позитивни ефекти беа утврдени за LIN, а средно-позитивни за VEL. 

Сперматозоидната популација беше доминантно карактеризирана со оштетен 

структурен интегритет, намалена елипсовидност на сперматозоидната глава, високи 

вредности за брзината на мотилните клетки и висока девијација на траекторијата што ги 

класифицирира како хиперактивирани (капацитирани). 

С-а-3 аналитите немаа значаен ефект на VIAB и EL. Високо-позитивни ефекти беа 

утврдени за LIN и VEL, додека умерено-позитивни за VCL. Ниско-негативни ефекти беа 

забележани за ALH. Во оваа група, сперматозоидите предоминантно имаа линеарна 

траекторија на мотилност, без значителни ефекти на структурниот интегритет, 

морфологијата и елонгацијата на главата. Не постоеја индиции за хиперактивирана 

мотилност на доминантната популација сперматозоиди. 

Е1-а-0 аналитите имаа ниско-позитивен ефект во VAIB, LIN и VEL. Умерено-негативни 

ефекти беа забележителни за EL и VCL, а ниско-негативни за ALH. Овие аналити имаа 

доминантна сперматозоидна популација која се карактеризираше со помала 

елипсовидност на главениот дел, неоштетен структурен интегритет и морфологија, и 

афектирана линеарност на траекторијата. Хиперактивираната мотилност беше 

забележителна, но не во ист степен како и кај С-а-0. 

Е-1-3 аналитите немаа позначителни ефекти на VIAB, EL и LIN. Ниско-позитивни 

ефекти беа забележителни за VCL и VEL. Ниско-негативни ефекти беа забележителни 

за LIN, и до одреден степен за VEL. Оваа сперматозоидна популација беше 

карактеризирана со статични или ниско-мотилни сперматозоиди за кои не постоеше 

карактеристична хиперактивациска мотилност. 

Е2-а-0 аналитите немаа значаен ефект на EL и ALH. Високо-позитивни ефекти беа 

забележителни за VIAB, а ниско-позитивни за LIN. Ниско-негативни ефекти беа 

утврдени за VCL и VEL. Оваа сперматозоидна популација беше структурно и 

морфолошки неафектирана, без значителни девијации на линеарноста во траекторијата, 

но повисока застапеност на статичните клетки. Оваа популација не ги исполнуваше 

условите за дефинирање на хиперактивирана мотилност. 

Е2-а-3 аналитите имаа високо-негативен ефект врз VIAB и VEL. Умерено-позитивни 

ефекти беа утврдени за LIN, а ниско-позитивни за EL, VCL и ALH. Оваа сперматозоидна 

популација доминантно имаше оштетен акрозом, но задржана морфологија, и намалена 
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елипсовидност на главениот дел. Линеарноста на траекторијата на беше афектирана, а 

најголем дел од сперматозоидите беа амотилни. Оваа популација немаше доминантно 

присуство на хиперактивирани сперматозоиди. 

Е3-а-0 аналитите имаа високо-позитивен ефект врз VIAB, EL и ALH, и умерено-

негативни врз VCL и VEL. Високо-негативни ефекти беа утврдени за ALH. Не постоеја 

значителни ефекти за LIN. Оваа сперматозоидна популација доминантно имаше 

неоштетен структурен интегритет и морфологија, добро изразена елипсовидност на 

главениот дел и линеарност на траекторијата кај мотилните сперматозоиди. Поради 

ниските вредности за брзината на мотилните сперматозоиди, не постоеја индиции за 

хиперактивација кај мнозинството од популацијата. 

Е3-а-3 имаа високо-негативни ефекти за VEL, и умерено-негативни за VIAB и ALH. 

Ниско-позитивни ефекти беа утврдени за EL и LIN. Оваа група, доминантно имаше 

сперматозоди со оштетен акрозом, изразена елипсовидност на главениот дел и статична 

мотилност. Не постоеја индиции за доминирање на хиперактивациска мотилност. 

 

5. Проценка на ефектите врз криопрезервацискиот успех кај контролните и 

експерименталните КМ во b-СТ методот, за аналитите на 0- и 3-часови часови од 

инкубацијата 

Целта на оваа анализа беше да се процени ефектот на после-криопрезервациско 

суспендирање на аналитите со контролни и експериментални КМ на 0- и 3-часа од 

инкубацијата. Аналитите пред-криопрезервацијата беа суспендирани со контролни-КМ 

до постигнување на клеточна концентрација од 100 х 106 /ml, а после-

криопрезервацијата беа суспендирани со контролни и експериментални КМ во однос 

1:1, до постигнување на клеточна концентрација од 50 х 106 /ml.  

Во VIAB анализата (табела 10), на 0-часа од инкубација, беше утврдено речиси еднакво 

влијание на С-, Е2- и Е3-медиумите во појавата на f+ во VIAB1 категоријата. Е1 

медиумот имаше единствено влијание врз појавата на f+ во VIAB2 категоријата, без 

позначително влијание врз останатите категории. Кај C-, Е2- и Е3-медиумите беше 

констатирано влијание на f- за VIAB2. На 3-часа од инкубацијата, С- и Е1-медиумите 

имаа влијание врз f+ на VIAB3 категоријата, додека Е2- и Е3-медиумите имаа 

доминантно влијание на f+ во VIAB2 и VIAB4 категориите. Во овие медиуми беше 
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високо изразен ефектот и на f- во VIAB1, каде Е2-медиумот имаше два пати поголемо 

влијание во однос на Е3. Оттука произлегува дека на 0-часови од инкубацијата, Е2- и 

Е3-медиумите немаа значителна разлика во однос на контролниот ејакулатен медиум кај 

зголемената фреквентност на категоријата со неоштетен клеточен интегритет. На 3-часа 

од инкубацијата, тие придонесуваа за зголемена фреквентност на категориите 

сперматозоиди со нарушен интегритет на акрозомот и/или клеточната мембрана, што ги 

класифицираше во групата на потенцијално капацитирани сперматозоиди. Овие наоди 

беа во согласност со тврдењата на други автори кои ја отфрлиле хипотезата за постоење 

на репаративен ефект на GSH и/или HSP додадени во после криопрезервацискиот 

период (de Graaf, 2007; Ledesma и сор. 2005). 

Во EL анализата на 0-часови од инкубацијата (табела 11), единствено значајно влијание 

беше забележано за С-медиумот кое беше изразено преку f+ во ЕL3 и f- во EL2. На 3-часа 

од инкубацијата, Е1-  и Е2-медиумите имаа слично влијание во појавата на f+ во EL2 и 

на f- во EL3. Земајќи ги во предвид RCI вредностите, можеше да се утврди дека Е2- и Е1-

медиумот влијаеа во повисок, односно во понизок степен врз појавата на повисоки 

фреквенции на сперматозоиди кои имаа референтен опсег на  вредности за елонгација 

на главениот дел и кои можеа да се дефинираат како клетки со презервирана 

морфологија. С-медиумот, придонесуваше за зголемен процент на популацијата на 

сперматозоиди која имаше повисок опсег на вредности за EL, дефинирајќи ги како 

клетки со променета морфологија на главата. Овие наоди беа во согласност со претходни 

истражувања кои ги констатирале позитивните ефекти на GSH и HSP во задржување на 

морфологијата на сперматозоидите после одмрзнувањето (Bucak и сор., 2007; Barrios и 

сор., 2000). 

Во VCL анализата на 0-часови од инкубацијата (табела 12), можеше да се забележи 

повисокото влијание на C- и E1- медиумите во појавата на f+ во VCL3 и на f- во VCL2, 

споредбено со Е2- и Е3-медиумите. На 3-часови од инкубацијата, единствено С-

медиумот имаше минимално влијание врз појавата на f+ во VCL3, додека Е2 имаше за 

2,5 пати поголема RCI вредност на f+ во VCL2, споредбено со Е1- и Е3-медиумот. Е3 

беше повеќе значаен поради тоа што покрај претходно споменатото влијание во VCL2, 

тој имаше и забележлива RCI врз f+ на VCL1 категоријата. Врз основа на овие наоди 

можеше да се потврди дека Е1-, Е2- и Е3-медиумите, на 3-часа инкубација имаа поголем 

придонес за задржување на некапацитирачка мотилност кај одмрзнатите сперматозоиди, 

споредбено со С-медиумот. Земајќи ги во предвид просечните дистрибуциони 
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фреквенции на категориите, највисок ефект беше алоциран кај HSP-компонентата во Е2-

медиумот што ја потврдуваше хипотезата на претходни научни истражувања (Garcia, 

E.M., и сор., 2006; Barrios и сор., 2000).  

Во ALH анализата (табела 14) на 0-часови од инкубацијата, С-медиумот имаше 

доминантно влијание врз појавата на f+ во ALH3 и на f- во ALH2, споредбено со Е1- и 

Е2-медиумите. На 3-часа од инкубацијата, С-медиумот имаше ист ефект како и на 0-

часови, со нешто помало влијание на f- во ALH2. Е2- и Е3-медиумите имаа доминантно 

влијание врз појавата на f+ во ALH2 и на f- во ALH3 категоријата. Следствено на ова, 

можеше да се потврди дека С-медиум, споредбено со експерименталните медиуми, 

имаше значително висок придонес во појавата на сперматозоиди со висок опсег на ALH 

вредности кои потенцијално беа класифицирани како хиперактивирани. И во овој случај, 

ефектот на HSP и/или GSH се манифестираше после 3-часа инкубирање, што беше во 

согласност со претходно реферираните хипотези (Garcia, E.M., и сор., 2006; Barrios и 

сор., 2000).  

Во LIN анализата (табела 13) на 0-часови од инкубацијата, Е1- и С-медиумите имаа 

изразен ефект во појавата на f+ во LIN1 и на f- во LIN2, споредбено со Е2- и Е3-

медиумите. На 3-часа од инкубацијата, Е2- и С-медиумите имаа најизразен ефект во 

појавата на f+ во LIN2 и на f- во LIN1, споредбено со Е1- и Е3-медиумите. Соодносот 

помеѓу Е1-b-0 и С-b-0, како и помеѓу Е2-b-3 и С-b-3 беше двојно повисок во корист на 

првиот медиум. Е1-b-0 и Е2-b-3 имаа за пет пати повисоки RCI вредности во однос на 

останатите два медиуми. Овие наоди посочуваа дека GSH компонентата додадена 

веднаш после одмрзнувањето на ејакулатите имаше значаен удел во зголемување на 

бројот на сперматозоиди со линеарна траекторија, додека на 3-часа, овој ефект можеше 

да се припише главно на Е2-медиумот, односно на HSP компонентата, согласно наодите 

од други истражувања (Maxwell и сор., 2007). Краткорочниот ефект на GSH можеше да 

се објасни со неговата брза автоксидација која очекувано се случувала во текот на после-

СТ инкубацијата, како што е претходно опишано и во друго истражување (Bilodeau и 

сор., 2000).  

Во VEL анализата (табела 15) на 0-часови од инкубација, највисоко влијание врз појавата 

на f+ во категоријата која ги содржеше сперматозоидите со највисоки вредности за VAP 

(VEL1), беше утврдено за Е3-медиумот, а значително помало и за С-медиумот. Овие 

групи, истовремено имаа и соодветно влијание врз појавата на f- во статичната категорија 
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на сперматозоиди кое беше за речиси четири пати повисоко изразено во Е3- споредбено 

со С-медиумот. Највисоката дистрибуциона фреквенција во овие две категории, 

укажуваше на тоа дека овие раствори немаа изразен омнибусен ефект врз 

сперматозоидната популација на 0-часови од инкубацијата. На 3-часа од инкубацијата, 

сите ејакулатни  медиуми, со исклучок на Е3, имаа речиси слично влијание врз појавата 

на f+ во статичната категорија (VEL4), и на f- во мотилните категории (VEL1, VEL2, и 

VEL3). Е3 имаше единствено влијание на f+ во VEL2 категоријата, но со оглед на 

нејзината мала фреквентност споредбено со VEL1 и VEL4, омнибусниот ефект врз СТ 

сперматозоидите беше минимален или занемарлив. Сепак, несомнено, овој медиум 

имаше минимален ефект врз појавата на f- во VEL1, што споредбено со останатите 

медиуми го издвојуваше со најпозитивен ефект врз фреквентноста на мотилните 

категории на сперматозоиди на 3-часа од инкубацијата. Следствено на овие наоди, 

можеше да се заклучи дека GSH и HSP компонентите додадени во после-СТ периодот 

имаа моментален ефект во задржување на високата мотилност на сперматозоидите кој 

постепено исчезнуваше, заклучно со третиот час од инкубацијата. Ова можеше да се 

објасни првенствено поради намалување на GSH концентрацијата поради 

автоксидативните аеробни процеси (Bilodeau и сор., 2000), но и поради 

стабилизирачкиот ефект на HSP во однос на мотилноста дури и 3-часа после 

инкубацијата (Maxwell и сор., 2007; Ghaoui и сор., 2007; Mataveia и сор., 2010). 

Заклучно со податоците од табелите 10-15, ефектот на групите (факторите) од b-СТ 

методот врз криопрезервацискиот успех беше рефлектиран на следниот начин: 

C-b-0 аналитите имаа високо-позитивен ефект за VIAB, умерено-позитивен за LIN, и 

ниско-позитивен за VEL. Високо-негативен ефект беше утврден за EL, VCL и ALH. 

Сперматозоидната популација на овие аналити беше доминантно со неоштетен 

структурен интегритет и морфологија, но помалку изразена елипсовидност на главениот 

дел и девијатност на траекторијата на мотилност. Мотилните клетки, несомнено имаа 

карактеристична траекторија на хиперактивирани сперматозоди, но сепак, 

најдоминантни беа оние кои имаа ниски вредности за VAP. 

C-b-3 аналитите имаа умерено-негативен ефект врз VIAB и VCL, и високо-негативен за 

ALH и VEL. Не постоеше значајно влијание за EL. Оваа сперматозоидна популација се 

карактеризираше со афектиран структурен интегритет и морфологија, хиперактивирана 

мотилност, и претежно статични клетки. 
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Е1-b-0 аналитите имаа умерено-негативен ефект врз VIAB и ALH, и високо-негативен 

за VCL. Високо-позитивен ефект беше утврден за LIN. Оваа група немаше значајни 

ефекти за EL и VEL. Сперматозоидната популација се карактеризираше со оштетен 

структурен интегритет и морфологија. Не постоеја индиции за хиперактивирана 

мотилност. 

Е1-b-3 аналитите имаа умерено-негативен ефект за VIAB и високо-негативен за VEL. 

Позитивни ефекти беа забележани за EL, VCL, ALH и LIN. Сперматозоидната 

популација беше доминантно статична со оштетен структурен интегритет, но добро 

изразена елипсовидност на главениот дел. 

E2-b-0 аналитите имаа високо-позитивен ефект за VAIB и ниско-позитивен за VEL. 

Негативни ефекти беа забележливи за VCL, ALH и во помал степен за LIN. Немаше 

значајно влијание за EL. Оваа сперматозоидна популација се карактеризираше со 

неоштетен структурен интегритет и морфологија и хиперактивирана мотилност. 

E2-b-3 аналитите имаа високо-позитивен ефект за EL, VCL, ALH и LIN, а негативен за 

VIAB и VEL. Сперматозоидната популација доминантно се карактеризираше со добро 

изразена елипсовидност на главениот дел и оштетен акрозом. Траекторијата на 

мотилните сперматозоиди беше со задржана линеарност, но мотилната брзина беше 

значително негативно афектирана поради доминантното присуство на статични 

сперматозоиди. 

E3-b-0 аналитите имаа високо-позитивен ефект за VIAB и VEL, и умерено-позитивен за 

ALH и за LIN. Постоеше ниско-негативен ефект за VCL. Најголем дел од 

сперматозоидите имаа неоштетен клеточен интегритет и морфологија, се 

карактеризираа со висока мотилност и неафектирана линеарност на траекторијата. 

Ваквата структура на популацијата не индицираше на постоење на хиперактивирана 

мотилност. 

E3-b-3 аналитите имаа високо-негативни ефекти за VIAB, и високо-позитивни ефекти за 

VCL и ALH. Умерено-позитивни ефекти беа утврдени за LIN и VEL, додека за EL не беа 

забележани значителни ефекти. Доминантната сперматозоидна популација се 

карактеризираше со оштетен акрозом, неафектирана линеарност на траекторијата и 

мотилност. Не постоеја индиции за хиперактивирана мотилност. 
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6. Проценка на ефектите врз криопрезервацискиот успех кај експерименталните 

КМ во а-СТ и b-СТ методот, за аналитите на 0- и 3-часови часови од инкубацијата 

Целта на оваа анализа беше да се процени ефектот на пред- и после-криопрезервациско 

суспендирање на аналитите со експериментални КМ на 0- и 3-часа од инкубацијата. 

Аналитите суспендирани со b-СТ методот пред-криопрезервацијата имаа клеточна 

концентрација од 100 х 106 /ml, а после-криопрезервацијата 50 х 106 /ml. Аналитите 

суспендирани со а-CT пред- и после-криопрезервацијата имаа клеточна концентрација 

од 50 х 106 /ml.  

Од приложените резултати во табела 16, беше воочлив значаен придонес на E2- и E3-

медиумите во појавата на омнибусните разлики во фреквенциите на дистрибуција преку 

VIAB1 и VIAB2 категориите. И покрај статистички значајниот придонес на VIAB4 и 

VIAB5, ефектот врз целокупната сперматозоидна популација беше занемарлив. RCI 

вредностите на Е2- и Е3-медиумите на f+ во VIAB1 на 0-часови, се разликуваа за три 

пати помеѓу двата методи, каде а-СТ > b-CT. Во VIAB2 категоријата не беа забележливи 

вакви разлики на f-. Аналитите од Е3-медиумот на 3-часа од инкубацијата имаа за пет 

пати различни RCI вредности кај двата методи на f- во VIAB1 и VIAB2. Кај Е2, разлика 

од ист степен на RCI на f+  беше воочлива во VIAB2, додека RCI на f- во VIAB1 беше за 

половина пониска. Овие наоди индицираа дека а-СТ методот на суспендирање имаше 

повисок придонес во зголемената фреквентност на сперматозоидни категории со 

неоштетен структурен интегритет и морфологија непосредно после одмрзнувањето 

согласно други научни истражувања (Maxwell и сор., 2007; Ghaoui и сор., 2007; Mataveia 

и сор., 2010). Овој ефект не беше задржан на анализираните примероци после 

тричасовна инкубација. Во овие аналити, беше утврдено зголемување на фреквентноста 

на сперматозоиди со нарушена структура на акрозмоската мембрана, што е еден од 

индикаторите за нивна капацитација.  

Во однос на степенот на елонгација на главата (EL) (табела 17), а-СТ методот имаше 

изразен ефект во појавата на повисока фреквентност на сперматозоиди со референтен 

опсег на EL вредности. Е1-медиумот на 0-часови имаше единствено и највисоко 

влијание во а-СТ преку своите RCI вредности на f+ во EL3 и на f- во EL2. Во истиот метод, 

на 3-часа, RCI вредноста на f- во EL2  беше речиси за половина помала. Е2-медиумот во 

а-СТ методот имаше RCI на f- во EL3, додека во b-CT на f+ во EL2. И во двата методи, 

овој КМ имаше позитивен придонес во популацијата на сперматозоиди со референтен 
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опсег на EL. Кај Е3-медиумот беше забележлива контрастна разлика во двата методи на 

суспендирање. Во а-СТ методот, тој имаше висока RCI вредност на f+ во EL2 и на f- во 

EL3, но во b-CT единствената RCI вредност беше на f+ во EL3. 

Следствено на ова, додавањето на HSP и на GSH/HSP во КМ пред-СТ придонесуваше за 

повисока фреквенција на сперматозоидна популација со неоштетен структурен 

интегритет и морфологија. Значително малиот придонес на Е1- медиумот на 0-часови од 

одмрзнувањето во а-СТ методот на суспендирање, имплицираше на тоа дека HSP беше 

главниот атрибут на Е2- и на Е3-медиумите. Овие својства на HSP се претходно 

елаборирани во студии кои ги проучувале ефектите на фракции од семиналната плазма 

(Bergeron-Annick и сор., 2005; Perez-Pe, и сор., 2001). Аналитите суспендирани со Е1-

медиумите со а-СТ методот имаа негативен придонес на  криопрезервацијата преку 

поттикнување на повисока застапеност на сперматозоиди со ниско изразена 

елиптичност на главениот дел кој беше индикативен за ниска оплодувачка способност 

(Maroto-Morales, A., и сор., 2015; Gomendio, M. и Roldan, E.R.S., 2008). Поради 

отстуството на значаен ефект кај Е2-медиумот во а-СТ методот, воочениот ефект на EL 

беше припишан на комбинираното дејство на GSH и HSP во Е3-медиумот. 

Содејствувањето и меѓузависноста на семиналните протеини и антиоксидативната 

активност на СП се опишувани во други научни студии (Maxwell и сор., 2007; Ghaoui и 

сор., 2007; Mataveia и сор., 2010). 

Од приложените резултати во табела 18, b-CT методот имаше повисоко влијание на 

омнибусниот ефект во однос на а-СТ. Аналитите од Е1-медиумот на 0-часови покажаа 

повисоки RCI вредности на f+ во VCL3 и на f- во VCL1 и VCL2 категориите за b-CT 

аналитите. Аналитите од Е1-медиумот суспендирани со а-СТ методот, на 3-часа од 

инкубацијата покажаа повисоки RCI вредности на f+ во VCL1 и на f- во VCL3 во однос 

на b-CT. Аналитите од Е1-медиумот суспендирани со b-CT методот имаа единствена 

RCI за f+ во VCL2. Кај Е2 медиумот на 0-часови, RCI вредноста за f+ во VCL3 беше за 

три пати повисока во b-CT методот, но на 3-часа имаше значително висока RCI на f+ во 

VCL2 и на f- во VCL3. Кај Е3 медиумот, Е3-b-0 имаше повеќе изразени отстапувања, со 

акцент на f+ во VCL3 споредбено со Е3-а-0. Е3-а-3, доминираше во придонесот на 

омнибусните разлики, особено преку f+ во VCL1 и f- во VCL3. GSH-компонентата, 

непосредно после одмрзнувањето влијаеше врз појавата на повисока фреквенција на 

сперматозоиди со висок опсег на VCL вредности кои индицираа на хиперактивирана 

мотилност, особено кога суспендирањето се изведуваше двократно (b-CT). Ова беше 
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забележливо за сите Е медиуми на 0-часови, суспендирани во b-CT методот. Овој 

податок ја потврди нашата хипотеза, но истовремено беше и во согласност со претходни 

истражувања кои го потенцирале ефектот на хиперактивација и капацитација на 

сперматозоидите при додавање на СП во периодот после одмрзнување (Rovegno и сор., 

2015; Cormier и Bailey, 2003). Можеше да се потврди дека а-CT методот на 0-часови 

имаше помалку изразен ефект во појавата на повисоки фреквенции на сперматозоиди со 

висок опсег на VCL вредности за Е1- и Е2-медиумите, додека на 3-часа, имаше значајно 

влијание во појавата на повисоки фреквенции на сперматозоиди со референтен опсег на 

VCL вредности. Сепак, Е3-медиумот во а-СТ методот на 3 часа можеше да се издвои 

како најдоминантен придонесител во појавата на повисока фреквентност на VCL1 

категоријата со која би се имплицирало на група сперматозоиди со нехиперактивирана 

мотилност. Ова повторно ја потврди хипотезата дека HSP со нејзините протеински 

фракции додадени во предкриопрезервацискиот период, имаше позитивен придонес во 

оддржување на мотилноста кај одмрзнатите сперматозоиди (Ghaoui и сор., 2007; 

Mataveia и сор., 2010). 

Од приложените резултати во табела 20, E1-b-0 имаше за околу четири пати повисок 

ефект на f+ во ALH3 и три пати повисок на f- во ALH2, во однос на Е-a-0. На 3-часа од 

инкубацијата не беа забележани позначителни разлики. Кај Е2-b-0 беше забележан 

сличен ефект како и за Е1-b-0, но Е1-b-3 имаше за 3 пати повисок ефект на f+ во ALH2 и 

на f- во ALH3. E3-a-0 имаше изразено висок ефект на f+ во ALH2 и на f- во ALH3, во 

однос на E3-b-0 каде беше забележан ефект на f+ во ALH3 и на f- во ALH2. Кај аналитите 

од Е3-а-3 и Е3-b-3 беа забележани слични ефекти во појавата на f+ во ALH2 и на f- во 

ALH3. Аналитите суспендирани со а-СТ методот на 0- и 3-часа од инкубацијата, имаа 

значително повисок и омнибусно доминантен ефект во повисоката фреквентност на 

категоријата на сперматозоиди со референтен опсег на вредности изразена преку Е2-

медиумот. HSP компонентата беше главен фактор кој придонесуваше за пониската 

застапеност на ALH категорихата со висок опсег на вредности. Ваквото својство на HSP 

е претходно опишано во други научни истражувања (Ghaoui и сор., 2007; Mataveia и сор., 

2010). 

Од приложените резултати во табела 19 за LIN анализата, Е1-b-0 имаше за четири пати 

повисок ефект во f+ на LIN3 во однос на Е1-a-0. Аналитите од двете групи имаа сличен 

ефект на f- во LIN2. Е1-b-3 имаше значителен ефект на f+ во LIN2 и на f- во LIN3. Кај 

аналитите од Е1-а-3 не беше забележан значаен ефект. GSH компонентата во Е1-
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медиумот кај b-CT методот на суспендирање, на 0-часови од инкубацијата имаше 

неколкукратно повисок ефект во зголемената фреквенција на сперматозоиди со висока 

линеарна мотилност. Овој ефект беше задржан после 3-часа инкубација на категоријата 

сперматозоиди со референтен опсег на LIN вредности во b-CT методот. Е2-а-0 имаше 

повисоко изразен ефект во f+ на LIN3 и на f- во LIN2 во однос на E2-b-0. После 3-часа 

инкубација, Е2-b-3 аналитите имаа изразено висок ефект на f+ во LIN2 и на f- во LIN3. 

Ова индицираше на тоа дека E2-медиумот кој се користеше за суспендирање на 

сперматозоидите на 3-часа после одмрзнувањето, имаше најизразен ефект во појавата на 

висока застапеност на сперматозоиди со референтен опсег на LIN вредности. Земајќи ја 

во предвид просечната дистрибуција на сперматозоидите по категории, овој ејакулатен 

медиум истовремено го имаше најизразениот омнибусен ефект. Кај Е3 ејакулатните 

медиуми беше забележан сличен ефект во појавата на f+ во LIN2 и на f+ во LIN3, и во 

двата методи на суспендирање, со нешто повисоки RCI вредности за b-CT. 

Од приложените резултати во табела 21, E1-a-0 имаше значаен придонес во појавата на 

f+ сперматозоиди со VEL1 и на f- со VEL4 опсег на вредности. Овој наод индицираше 

дека GSH компонентата имаше повисок ефект во зголемениот сооднос на штотуку 

одмрзнати сперматозоиди со релативно високи вредности на VAP (> 75 um/s), при 

негово додавање во ејакулатните медиуми пред СТ, што е во согласност со наодите на 

друго истражување (Bucak и сор., 2007). E1-a-3 имаше висок придонес во појавата на f+ 

сперматозоиди со VEL4 опсег на вредности, слично како и E1-b-3, но исто така влијаеше 

и на f+ за сперматозоиди со VEL2 и VEL3 опсези на VAP вредности. Ова покажуваше 

дека GSH компонентата додадена во ејакулатните медиуми пред СТ, имаше повисок 

ефект врз појавата на зголемен однос на сперматозоиди со VEL4 опсег на VAP 

вредности (статични), но исто така и со VEL2 и VEL3 опсег на VAP вредности, 

споредбено со истоветниот ејакулатен медиум во b-CT методот (E1-b-3). Ваквиот ефект 

на GSH би можел да се објасни преку ефектот на автоксидација во аеробни услови, 

претходно опишан од Bilodeau и сор., 2000.  E2-a-0 имаше мало влијание во појавата на 

f+ сперматозоиди со VEL3 опсег на VAP вредности, споредбено со Е2-b-0, која немаше 

значајно различна дистрибуциона фреквенција во однос на просечната. Е2-а-3 и Е2-b-3 

имаа речиси еднакво влијание во појавата на f+ во VEL4 категоријата. Сепак, Е2-а-3 

имаше поголем придонес во повисокиот сооднос на мотилни сперматозоиди со мал 

опсег на VAP вредности поради неговото влијание на f+ во VEL3 категоријата. Ова 

посочуваше дека HSP ејакулатниот медиум може да има одредено мало влијание во 
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појавата на сперматозоиди со мал опсег на VAP вредности, непосредно после 

одмрзнувањето (0-часа после-СТ), или повисоко во однос на категориите со VEL3 и 

VEL4 опсег на вредности. Е3-а-0 имаше значително помало влијание во f+ за мотилните 

категории (VEL1, VEL2 и VEL3), но особено високо за f- во VEL4, споредбено со Е3-b-

0 кој имаше значително високо влијание на f+ во VEL1 и на f+ во VEL4 што е согласно 

со наодите за хиперактивацискиот ефект на HSP додаден во после-СТ период (Rovegno 

и сор., 2015). Кај Е3-а-3 беше забележливо значително доминантно влијание на f+ во 

VEL1 и релативно помало на f+ во VEL2 и VEL4. Споредбено со оваа група, кај Е3-b-3 

можеше да се забележи значително мал ефект на f+ во VEL4 и на f+ во VEL3. Оттука, би 

можело да се издвои дека во а-СТ методот непосредно после одмрзнувањето беа 

забележливи поголеми отстапувања во f+ на мотилните категории, споредбено со b-CT, 

согласно со претходни истражувања кои го демонстирале превентивниот наспроти 

репаративниот ефект на СП (Maxwell и сор., 2007; Ghaoui и сор., 2007; Mataveia и сор., 

2010). На 3-часа од инкубацијата, без оглед на методот на суспендирање, ефектот на f+ 

во статичната категорија на сперматозоиди, беше воедначен, што укажуваше дека 

дејството на HSP е исклучиво во периодот непосредно после одмрзнувањето. Сепак, 

анализирајќи го целокупниот ефект на сперматозоидната популација во одмрзнатите 

примероци, Е3-медиумот на 0-часа од инкубацијата имаше доминантен ефект врз 

појавата на повисоко од очекувана фреквенција на сперматозоиди со VAP ≥75,0 um/s 

(VEL1) во b-CT методот, што беше очекувано поради непосредните хиперактивациски 

својства на HSP врз одмрзнатите сперматозоиди (Rovegno и сор., 2015) На 3-часа, овој 

ефект беше повеќе изразен во а-СТ методот што ги потврдува превентивните својства 

на HSP кои се забележливи и после одредено време од одмрзнувањето (Vadnais и сор., 

2005). Е3 имаше повеќе поволен ефект врз појавата на мотилни сперматозоиди со 

повисок опсег на VAP вредности во а-СТ методот. Оттука следи, дека GSH 

компонентата која беше додадена во а-СТ методот, имаше значително поволен ефект во 

појавата на сперматозоиди со задржана висока мотилност, непосредно после 

одмрзнувањето. Комбинираниот ефект на GSH и HSP додадени во пред СТ периодот, 

индицираше на повисока нагласеност на оваа категорија сперматозоиди (VEL1) во а-СТ 

методот на 0- и 3-часови од инкубацијата, што е во согласност со претходно наведените 

научни извори (Maxwell и сор., 2007; Ghaoui и сор., 2007; Mataveia и сор., 2010). 

Присуството на GSH и HSP придонесува за задржување на мотилните карактеристики 

на одмрзнатите сперматозоиди поради заштитното антиоксидативно дејство на GSH и 
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адсорпционото и репаративно дејство на HSP (Bucak и сор., 2007; Vadnais и сор., 2005; 

Manjunath и сор., 2002). 

Заклучно со податоците од табелите 16-21, ефектот на групите (факторите) од a-CT и b-

СТ методот врз криопрезервацискиот успех беше рефлектиран на следниот начин: 

Е1-а-0 имаше ниско-позитивен ефект на VIAB и LIN. Умерезно-позитивен ефект беше 

утврден за за VEL. Високо-негативен ефект беше забележан за EL, VCL и ALH. Оваа 

сперматозоидна популација се карактеризираше со умерено неафектиран структурен 

интегритет и морфологија, намалена елипсовидност на главениот дел, и висока 

девијација на траекторијата на мотилините сперматозоиди. Мотилноста доминантно 

беше карактеризирана како хиперактивирана. 

Е1-а-3 нема позначителни ефекти на VIAB и LIN. Ниско- и умерено-позитивни ефекти 

беа утврдени за EL и VCL, последователно. Ниско- и умерено-негативни ефекти беа 

утврдени за ALH и VEL, последователно. Оваа сперматозоидна популација беше 

карактеризирана со нормално изразена елипсовидоност на главениот дел, мала 

девијација на траекторијата кај мотилните сперматозоиди и висока застапеност на 

статични сперматозоиди. Поради оваа причина, не можеше да биде јасно дефиниран 

хиперактивираниот профил на мотилност. 

Е2-а-0 немаше значајни ефекти на EL и ALH. Ниско-негативни ефекти беа забележани 

за VCL, LIN и VEL. Високо-позитивни ефекти беа утврдени за VIAB. Оваа 

сперматозоидна популација беше дефинирана како неоштетена во однос на 

структурниот и морфолошкиот интегритет и со забележлива девијација на траекторијата 

кај мотилните сперматозоиди. Хиперактивираниот профил на мотилност беше 

забележлив и покрај високата застапеност на статични клетки. 

Е2-а-3  имаше ниско-позитивни ефекти на EL, VCL и ALH, и умерено-позитивни на LIN. 

Умерено- и високо-позитивни ефекти бе утврдени за VEL и VIAB, последователно. Оваа 

сперматозоидна популација беше дефинирана со високо афектиран акрозом, нормално 

изразена елипсовидност, неафектирана линеарност на траекторијата, но висока 

застапеност на статични сперматозоиди. 

Е3-а-0 имаше високо-позитивен ефекти за VIAB, EL и ALH, и ниско-позитивен ефект за 

VCL и VEL. Сперматозоидната популација беше карактеризирана со неоштетен 

структурен интегритет и морфологија, и нормално изразена елипсовидност на главениот 
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дел. Линеарноста на траекторијата беше неафектирана, а мотилната брзина високо 

изразена. Не постоеја индиции за хиперактивирана мотилност кај оваа популација на 

сперматозоиди. 

Е3-а-3 имаше високо-позитивен ефект за VCL и VEL, умерено-позитивен за ALH, и 

ниско-позитивен за LIN. Умерено-негативен ефект беше забележлив за VIAB. Не 

постоеше значаен ефект за EL. Оваа сперматозоидна популација беше со неафектирана 

линиеарност на траекторијата и мотилноста, така што не постоеја индиции за 

хиперактивациски профил на мотилност. Структурниот интегритет беше афектиран 

преку акрозомот. 

Е1-b-0 немаше значајни ефекти за EL. Високо-позитивен ефект беше утврден за LIN. 

Високо-негативен ефект беше забележлив за VCL и ALH, а ниско-негативен за VIAB и 

VEL. Сперматозоидната популација беше доминантно статична, со афектиран 

структурен интегритет и изразена девијација на траекторијата кај мотилните 

сперматозоиди. Хиперактивациски профил на мотилност беше забележлив во одреден 

степен, но сепак, не предоминираше во однос на целата сперматозоидна популација. 

Е1-b-3 немаше значајни ефекти за EL и ALH. Високо-негативени ефекти беа утврдени 

за VEL, а ниско-негативни за VIAB. Ниско-позитивни ефекти беа забележливи за VCL 

и LIN. Мнозинството на сперматозоиди од оваа популација имаше оштетен структурен 

интегритет, без афектираност на линеарноста на траекторијата кај мотилните 

сперматозоиди. Не беше забележана хиперактивирана мотилност кај мотилните 

сперматозоиди. 

Е2-b-0 немаше значаен ефект за EL и VEL. Умерено-позитивен ефект беше забележлив 

за VIAB. Високо-негативен ефект беше утврден за ALH, додека ниско-негативен за VCL 

и LIN. Мнозинската популација на сперматозоиди имаше неоштетен структурен 

интегритет и морфологија, но изразена девијација на линеарноста на траекторијата кај 

мотилните сперматозоиди. Хиперактивацискиот профил на мотилност беше 

забележлив. 

Е2-b-3 имаше ниско-негативен ефект за VIAB. Високо- и ниско-негативен ефект беше 

утврден за VEL и VIAB, последователно. Високо-позитивен ефект беше утврден за LIN, 

умерено-позитивен за EL, VCL и ALH. Мнозинската сперматозоидна популација имаше 

нормално изразена елипсовидност на главениот дел но афектиран структурен 
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интегритет. Мотилноста беше исклучително ниска, но линеарноста на траекторијата не 

беше афектирана. Не беше утврден хиперактивациски профил на мотилност. 

Е3-b-0 имаше умерено-позитивен ефект за VIAB и VEL. Умерено-негативен ефект беше 

забележлив за EL и VCL, додека ниско-негативен за ALH и LIN. Сперматозоидната 

популација генерално имаше неоштетен структурен интегритет, намалена 

елипсовидност на главениот дел, добро изразена мотилност, но изразена девијација на 

линеарноста на траекторијата. Оваа популација се карактеризираше со 

хиперактивациски профил на мотилност. 

Е3-b-3 немаше значајни ефекти на EL. Умерено-позитивни ефекти беа утврдени за VCL 

и ALH, а ниско-позитивни за LIN. Ниско-негативени ефекти беа забележливи за VIAB и 

VEL. Мнозинската сперматозоидна популација имаше афектиран структурен 

интегритет, статична мотилност, но неафектирана линеарност на траекторијата кај 

мотилните сперматозоиди. Не беше забележлив хиперактивациски профил на мотилност 

кај малцинската група на сперматозоиди. 

 

7. Резиме на дискусијата 

Со споредување на индивидуалните ефекти на Е1-, Е2- и Е3-медиумите на 0-часови од 

инкубацијата во а-СТ и b-CT методот, беше утврдено дека дејството на HSP беше 

највлијателно во манифестирањето на Е3-медиумот. Есперименталните резултати од ова 

истражување посочуваа дека поединечното додавање на GSH или HSP во tris-медиумите 

за криопрезервација со a-CT или b-CT методот, не резултираше со значително 

зголемување на криопрезервацискиот успех на ејакулатите од овчеполска праменка. 

Сепак, содејството на GSH и HSP во Е3-медиумот не можеше да биде игнорирано во 

постигнување на повисокиот криопрезервациски успех. Ова истражување не ги 

опфаќаше механизмите на дејствување на СП, но хипотезата се потпираше врз научни 

наоди кои ги припишуваат позитивните ефекти на СП врз криопрезервираните 

сперматозоиди на две специфични протеински фракции (RSP-14 и RSP-20) (Perez-Pe и 

сор., 2001; Bernardini и сор. 2011). Поради нивната видова специфичност, СП од овни не 

може да биде употребена за ејакулати од друг вид на животни (пр. бикови) за 

постигнување на истата цел (Garcia, E.M., и сор., 2006). Ефектот се постигнува преку 

нивна интеракција со мембранските фосфолипиди на сперматозоидите, особено на 

региони кои имаат структурни оштетувања, причинети од термички фактори (Bergeron-
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Annick и сор., 2005). Комплементарниот ефект на GSH и HSP е дополнително објаснет 

преку интеракцијата на RSP-14 и RSP-20 со семиналните антиоксидативните 

компоненти, како што е глутатион-редуктазата која е неопходна за нормална активност 

на GSH (Garcia, E.M., и сор., 2006; Marti и сор., 2007). Отсуството на позитивни ефекти 

кај групите кои содржеа GSH беше објаснето преку автооксидативните карактеристики 

на GSH кој е високо нестабилен при аеробни инкубациски услови (Bilodeau и сор., 2000).  

Од аспект на структурниот интегритет на сперматозоидите, наодите на ова истражување 

беа во согласност со претходнонаведените научни наоди. Во однос на мотилноста кај 

сперматозоидите, резултатите покажаа дека додавањето на HSP и кај двата методи на 

суспендирање иницираа хиперактивирано движење, непосредно после одмрзнувањето. 

Овие процеси беа прогресивни, со оглед на нивната повисока изразеност на 3-часа од 

инкубирањето. Хиперактивирната мотилност во научната литература е поврзана со 

таканаречената лажна-капацитација (Cormier и Bailey, 2003), која е иницирана од 

зголемената концентрација на оксидативни радикали или капацитирачки компоненти на 

криопрезервацискиот медиум. Кај овие сперматозоиди, траекторијата на движење е 

нелинеарна (непрогресивна), со зголемено трошење на метаболичка енергија и 

иницирање на акрозомска реакција, оневозможувајќи ја нивната оплодувачка 

способност во понатамошната употреба при осеменување (de Graaf, 2007; Ledesma и сор. 

2005). Капацитирачката способност на HSP беше објаснета преку неговите својства да 

предизвика ефлукс на мембранските фосфолипиди и холестерол кои се есенцијални за 

стабилноста на акрозомската и плазмената мембрана (Manjunath и Therien, 2002). 

Следствено на ова, нашите наоди беа во спротивност со истражување кое декларирало 

позитивни ефекти на HSP (Vadnais и сор., 2005), а беа во согласност со истражување кои 

декларирало негативни ефекти на HSP во криопрезервацијата на сперматозоиди од овни 

(Cormier и Bailey, 2003). Разликите на овие истражувања може да се должи во 

различните експерименталните поставки. 

Заклучно со ова, комбинираното користење на GSH (5 mM) и HSP (20%) во tris-

криопрезервациски медиум употребен во пред-криопрезервацискиот период за 

сперматозоиди од овчеполска праменка, резултираше со значително повисок 

криопрезервациски капацитет на одмрзнатите сперматозоиди од овчеполска праменка 

во споредба со оние кои одделно содржеа GSH (5 mM) или HSP (20%). Инкубационото 

време во после-криопрезервацискиот период го зголемуваше бројот на оштетени и 

хиперактивирани сперматозоиди, а додавањето на криопрезервацискиот медиум со овие 
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компоненти во после-криопрезервацискиот период значително го зголеми процентот на 

акрозомски-активирани клетки. Наодите на ова истражување не декларираат 

постигнување на повисока оплодувачка способност на одмрзнатите ејакулати, но не ја 

исклучуваат теоретската можност, за што е неопходно е да се валидираат со 

понатамошни испитувања.  Валидирањето на резултатите од ова истражување не би 

требало да биде фокусирано само во однос на повисокиот криопрезервациски успех 

постигнат во in-vitro услови, туку и во однос на повисокиот степен на in-vivo 

оплодување.  Резултатите и наодите од ова истражување очекуваме да дадат свој 

значителен придонес во ветеринарната криобиологија и сперматологија, преку 

модифицирање и валидирање на методот за криопрезервирање на гаметни клетки 

(сперматозоиди). Земајќи ја во предвид практичноста и економичноста на 

криопрезервацијата во конзервирањето и дистрибуирањето на генетскиот материјал од 

загрозени видови и соејеви на животни, сметаме дека наодите на ова истражување ќе 

придонесат за создавање на постабилни крио-банки на сперматозоиди. 
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VII. ЗАКЛУЧОЦИ 

- Ејакулатите од овчеполска праменка суспендирани во пред-после 

криопрезервацискиот период со tris-криопрезервациски медиум без HSP и/или GSH, 

имаа низок криопрезервациски успех во однос на ејакулатите суспендирани со истиот 

медиум исклучиво во пред-криопрезервацискиот период; 

- Ејакулатите од овчеполска праменка суспендирани во пред-криопрезервацискиот 

период со tris-криопрезервациски медиум без HSP и/или GSH,  имаа низок 

криопрезервациски успех во однос на ејакулатите суспендирани со други медиуми кои 

содржеа HSP и/или GSH; 

- Ејакулатите од овчеполска праменка суспендирани во пред-криопрезервацискиот 

период со tris-криопрезервациски медиум кој содржеше HSP/GSH, имаа висок 

криопрезервациски успех во однос на ејакулатите суспендирани во истиот период со 

другите медиуми кои не ги содржеа, или поединечно ги содржеа двете компоненти; 

- Ејакулатите од овчеполска праменка суспендирани во пред-после 

криопрезервацискиот период со tris-криопрезервациски медиум кој содржеше 

HSP/GSH, имаа висок криопрезервациски успех во однос на ејакулатите суспендирани 

во истиот период со другите медиуми кои не ги содржеа или поединечно ги содржеа 

двете компоненти; 

- Ејакулатите од овчеполска праменка суспендирани во пред-криопрезервацискиот 

период со tris-криопрезервациски медиум кој содржеше HSP/GSH, имаа висок 

криопрезервациски успех во однос на ејакулатите суспендирани во пред-после 

криопрезервацискиот период со истиот медиум; 

- Ејакулатите од овчеполска праменка суспендирани во пред-криопрезервацискиот 

период со tris-криопрезервациски медиуми кој содржеа HSP или GSH, имаа висок 

криопрезервациски успех во однос на ејакулатите суспендирани во пред- 

криопрезервацискиот период со tris-криопрезервациски медиум без HSP и/или GSH; 

- Ејакулатите од овчеполска праменка суспендирани во пред-после 

криопрезервацискиот период со tris-криопрезервациски медиуми кој содржеа HSP или 

GSH, немаа значаен придонес во криопрезервацискиот успех во однос на ејакулатите 

суспендирани во пред-после криопрезервацискиот период со tris-криопрезервациски 

медиум без HSP и/или GSH; 
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- Инкубацијата од 3-часа на одмрзнатите ејакулати од овчеполска праменка, без оглед 

на методот на суспендирање и типот на криопрезервацискиот медиум, резултираше со 

значително негативно влијание врз криопрезервацискиот успех на сперматозоидите; 

- Суспендирањето на одмрзнатите ејакулати од овчеполска праменка во пред-после 

криопрезервацискиот период резултираше со значително намалување на 

криопрезервацискиот успех во однос на суспендирањето исклучиво во пред-

криопрезервацискиот период; 

- Наодите на ова истражување не декларираат постигнување на повисока оплодувачка 

способност на одмрзнатите ејакулати, но не ја исклучуваат теоретската можност, што би 

се потврдило со in-vivo валидација. 

- Очекувањата на целите од ова истражување беа целосно исполнети со што се овозможи 

повисок криопрезервациски капацитет на tris-криопрезервациските медиуми за 

сперматозоиди од овни, истовремено понудувајќи модифициран методолошки пристап 

во ветеринарната криобиологија и сперматологија кој би можел да биде основа за 

понатамошни истражувања во овие научни области. 
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IX. ТАБЕЛИ И ГРАФИКОНИ 

Табела 1. Квалитативни карактеристики на свежите овнешки 

ејакулати 

Овен Vol Spz Sct Den tMot VIAB 

N ml (n x 106/ml) % (1-5) % % 

1 1,0 4,32 33 5 97 82,69 

2 1,2 2,22 18 4 97 77,78 

3 1,3 3,54 37 5 91 83,41 

4 2,0 5,88 37 5 93 89,47 

5 1,1 3,54 38 5 99 87,02 

6 1,1 4,02 32 5 91 82,94 

7 1,5 3,60 35 5 93 84,95 

8 2,2 3,40 48 5 91 81,55 

9 3,0 6,12 43 5 83 93,00 

10 2,2 3,40 39 5 92 83,33 

Vol – волумен на ејакулат, Spz – број на сперматозоиди во ејакулат, Sct – 

сперматокрит, Den – густина на ејакулат во градациски систем од 1 до 5 (1- 

најниска-, 5- највисока густина), tMot – број на мотилни сперматозоиди (%), VIAB 

– број на сперматозоиди со интактна структура и морфологија 

 

Табела 2. Квантитативни карактеристики на свежите овнешки 

ејакулати при нивно вклучување во збирниот изворен примерок 

Овен Vol H-Sct H-Spz Sct M-Sct/Sct pVol pVol 

N (ml) (cm) (cm) %  % μL 

1 1,0 6,0 2,0 33 1,08 10,12 304 

2 1,2 6,0 1,1 18 1,95 18,40 552 

3 1,3 6,0 2,2 37 0,98 9,20 276 

4 2,0 6,0 2,2 37 0,98 9,20 276 

5 1,1 6,0 2,3 38 0,93 8,80 264 

6 1,1 6,0 2,2 37 0,98 9,20 276 

7 1,5 6,0 1,9 32 1,13 10,66 320 

8 2,2 6,0 2,1 35 1,02 9,64 289 

9 3,0 6,0 2,9 48 0,74 6,98 209 

10 2,2 6,0 2,6 43 0,83 7,79 234 

Vol – волумен на ејакулат, H-Sct – висина на сперматокритен столб, H-Spz – висина 

на сперматозоиден столб, Sct – сперматокрит, М-Sct – средна вредност на 

сперматокрит од ејакулати, pVol – парцијален волумен на ејакулат во збирен 

изворен примерок 
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Табела 3. Параметри на сензитивност на χ2 тестови на независност според степени на слобода, 

ацентрален параметар и статистичка моќност 
 A priori Post hoc 

N df λ 1-β α zcrit. χ2 

1 44 76,84 0,99 0,001 ± 3,34 78,75 

2 33 69,89 0,99 0,001 ± 3,28 63,87 

3 28 66,34 0,99 0,001 ± 3,23 56,89 

4 22 50,51 0,99 0,001 ± 3,20 40,29 

5 21 49,78 0,99 0,01 ± 3,16 38,93 

6 14 44,02 0,99 0,01 ± 3,08 29,14 

7 4 31,79 0,99 0,01 ± 2,81 13,28 

8 3 23,52 0,99 0,05 ± 2,73 7,81 

9 2 27,41 0,99 0,01 ± 2,64 9,21 

df - степени на слобода; λ – ацентрален параметар; 1-β – статистичка моќност на тестот; α – критична вредност на p за 

прифаќање на алтернативна хипотеза; zcrit. – критична вредност за прилагодена остаточна вредност; χ2 – критична вредност за 

χ2 вредност на тестот на независност за прифаќање на алтернативна хипотеза 
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Графикон 1 Графикон 2 

  
Графикон 3 Графикон 4 

  
Графикон 5 Графикон 6 

  
C-a-0   C-b-0  

Графикон 1-6. Фреквенција на дистрибуција на сперматозоиди (%) во категории според: 1. структурен и морфолошки интегритет 

(VIAB), 2. индекс на елонгација на сперматозоидна глава (EL), 3. брзина на криволиниска траекторија (VCL), 4. праволиниски 

индекс на траекторија (LIN), 5. амплитуда на латерално застранување од просечна траекторија (ALH) и  6. мотилна брзина (VEL), 

при додавање на контролен криопрезервациски медиум (C) пред (a-СТ) и после криотретман (b-СТ), за аналити на 0-часа од 

инкубација. N – вкупен број на сперматозоиди анализирани во χ2 тест на независност; χ2 – вредност од χ2 тест на независност, α 

– гранична вредност за индекс на веројатност за χ2 вредност, z – прилагодена вредност на резидуал, zcrit. – гранична вредност за z, 

RCI – релативен индекс на придонес (прикажан над секој столб за z > zcrit.); df – степени на слобода.  
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Графикон 7 Графикон 8 

  
Графикон 9 Графикон 10 

  
Графикон 11 Графикон 12 

  
C-a-3   C-b-3  

Графикон 7-12. Фреквенција на дистрибуција на сперматозоиди (%) во категории според: 1. структурен и морфолошки 

интегритет (VIAB), 2. елонгација на сперматозоидна глава (EL), 3. брзина на криволиниска траекторија (VCL), 4. праволиниски 

индекс на траекторија (LIN), 5. амплитуда на латерално застранување од просечна траекторија (ALH) и  6. мотилна брзина (VEL), 

при додавање на контролен криопрезервациски медиум (C) пред (a-СТ) и после криотретман (b-СТ), за аналити на 3-часа од 

инкубација. N – вкупен број на сперматозоиди анализирани во χ2 тест на независност; χ2 – вредност од χ2 тест на независност, α 

– гранична вредност за индекс на веројатност за χ2 вредност, z – прилагодена вредност на резидуал, zcrit. – гранична вредност за z, 

RCI – релативен индекс на придонес (прикажан над секој столб за z > zcrit.); df – степени на слобода.  

 

  

0,39

0,31

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

VIAB1 VIAB2 VIAB3 VIAB4 VIAB5

N= 3.331; χ2 = 17,51; df=4; 

α=0,01; P < α; zcrit.=±2,81

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

EL1 EL2 EL3

N= 7.745; χ2 = 0,25; df=2; 

α=0,01; P > α; zcrit.=±2,64

0,02

0,14

0,30

0,03

0,16
0,35

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

VCL1 VCL2 VCL3

N= 7.773; χ2 = 384,77; df=2; 

α=0,01; P < α; zcrit.=±2,64

0,38
0,45

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

LIN1 LIN2 LIN3

N= 7.765; χ2 = 17,84;

df=2; α=0,01; P < α; 

zcrit.=±2,64

0,21

0,26

0,24
0,29

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

ALH1 ALH2 ALH3

N= 6.474; χ2 = 98,78; df=2; 

α=0,01; P < α; zcrit.=±2,64

0,16

0,04
0,05

0,280,14

0,04
0,04

0,25

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

VEL1 VEL2 VEL3 VEL4

N= 16.810; χ2 = 457,37; df=3; 

α=0,001; P < α; zcrit.=±2,73



120 
 

Табела 4. Фреквенција на дистрибуција на сперматозоиди во категории според структурен и 

морфолошки интегритет (VIAB) за аналити суспендирани со контролни и експериментални 

криопрезервациски медиуми пред криотретман, мострирани на 0- и 3-часа инкубација 

Групи C-a-0 C-a-3 E1-a-0 E1-a-3 E2-a-0 E2-a-3 E3-a-0 E3-a-3 
Σ row 

% 

χ2 на 

независност 

Категории           

VIAB1 % 40,78 45,54 46,57 42,27 57,50 21,89 57,16 23,07 41,51 N=12.612 

 z -0,63 3,34 4,31 0,65 13,79 -17,57 13,32 -16,21  χ2=1.750,37 

 RCI 0,00 0,00 0,01 0,00 0,06 0,09 0,05 0,08  df=28 

VIAB2 % 2,40 11,16 5,17 12,03 3,67 28,88 3,56 24,05 11,61 α=0,001 

 z -12,24 -0,57 -8,43 0,56 -10,52 23,79 -10,53 16,83  p < α 

 RCI 0,07 0,00 0,03 0,00 0,05 0,25 0,05 0,12  zcrit.=±3,23 

VIAB3 % 28,41 23,69 24,13 23,04 22,42 20,76 23,07 22,83 23,52  

 z 4,91 0,17 0,60 -0,47 -1,10 -2,87 -0,44 -0,70   
 RCI 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00   

VIAB4 % 21,59 17,02 21,28 19,67 14,00 25,56 14,45 28,34 20,36  
 z 1,30 -3,39 0,96 -0,73 -6,72 5,70 -6,15 8,58   
 RCI 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02 0,01 0,02 0,03   

VIAB5 % 6,82 2,59 2,85 2,99 2,41 2,91 1,75 1,71 3,01  
 z 9,51 -1,00 -0,39 -0,03 -1,49 -0,26 -3,08 -3,28   
 RCI 0,04 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01   

Групи на аналити суспендирани во пред-криопрезервацискиот период, според типот на криопрезервацискиот медиум (КМ) и 

инкубационото време на мострирање: контролни (C-а-0 / C-a-3) КМ без GSH и HSP; експериментални-1 КМ (E1-а-0 / Е1-а-3) 

контролен КМ со GSH (5 mM); експериментални-2 (E2-а-0 / Е2-а-3) контролни КМ со HSP (20 %); експериментални-3 (E3-а-

0 / Е3-а-3) контролен КМ со GSH (5 mM) и HSP (20 %), каде GSH е редуциран глутатион, а HSP е хомологна семинална 

плазма. Категории на сперматозоиди според статусот (оштетен ‘-‘/неоштетен ‘+’) на плазмена (Pm), акрозомска мембрана 

(Ac) и морфологија (Мо): VIAB1 (Pm+, Ac+, Mo+); VIAB2 (Pm+, Ac-, Mo+); VIAB3 (Pm-, Ac+, Mo+); VIAB4 (Pm-, Ac-, Mo+); 

и VIAB5 (Pm-, Ac-, Mo-). N – вкупен број на сперматозоиди анализирани со χ2 тест на независност; χ2 – вредност од χ2 тест на 

независност, α – гранична вредност за индекс на веројатност за χ2 вредност, z – прилагодена вредност на резидуал, zcrit. – 

гранична вредност за z, RCI – релативен индекс на придонес; df – степени на слобода. 
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Табела 5. Фреквенција на дистрибуција на сперматозоиди во категории според индекс на елонгација 

на сперматозоидна глава (EL) за аналити суспендирани со контролни и експериментални 

криопрезервациски медиуми пред криотретман, мострирани на 0- и 3-часа инкубација 

Групи C-a-0 C-a-3 E1-a-0 E1-a-3 E2-a-0 E2-a-3 E3-a-0 E3-a-3 
Σ row 

% 

χ2 на 

независност 

Категории           

EL1 % 5,43 4,05 4,89 6,19 5,38 5,82 5,12 5,52 5,22 N=29.135 

 z 0,71 -3,66 -1,05 2,79 0,42 1,20 -0,34 0,70  χ2=194,76 

 RCI 0,00 0,06 0,00 0,03 0,00 0,01 0,00 0,00  df=14 

EL2 % 57,69 63,47 59,53 60,81 64,41 66,61 67,60 66,23 62,88 α=0,01 

 z 0,10 0,00 0,04 0,01 0,01 0,02 0,09 0,02  p < α 

 RCI 0,07 0,00 0,03 0,00 0,05 0,25 0,05 0,12  zcrit.=±3,08 

EL3 % 36,89 32,48 35,58 33,00 30,21 27,57 27,28 28,26 31,90  

 z 8,06 0,86 5,60 1,50 -2,04 -4,10 -7,88 -4,09   
 RCI 0,19 0,00 0,09 0,01 0,01 0,06 0,18 0,05   

Групи на аналити суспендирани во пред-криопрезервацискиот период, според типот на криопрезервацискиот медиум (КМ) и 

инкубационото време на мострирање: контролни (C-а-0 / C-a-3) КМ без GSH и HSP; експериментални-1 КМ (E1-а-0 / Е1-а-3) 

контролен КМ со GSH (5 mM); експериментални-2 (E2-а-0 / Е2-а-3) контролни КМ со HSP (20 %); експериментални-3 (E3-а-

0 / Е3-а-3) контролен КМ со GSH (5 mM) и HSP (20 %), каде GSH е редуциран глутатион, а HSP е хомологна семинална 

плазма. Категории на сперматозоиди според индексот на елонгација на сперматозоидна глава (EL): EL1 (0-30 %); EL2 (31-50 

%) и EL3 (51-100 %). N – вкупен број на сперматозоиди анализирани во χ2 тест на независност; χ2 – вредност од χ2 тест на 

независност, α – гранична вредност за индекс на веројатност за χ2 вредност, z – прилагодена вредност на резидуал, zcrit. – 

гранична вредност за z, RCI – релативен индекс на придонес; df – степени на слобода. 

 

Табела 6. Фреквенција на дистрибуција на сперматозоиди во категории според брзина на 

криволиниска траекторија (VCL) за аналити суспендирани со контролни и експериментални 

криопрезервациски медиуми пред криотретман, мострирани на 0- и 3-часа инкубација 

Групи C-a-0 C-a-3 E1-a-0 E1-a-3 E2-a-0 E2-a-3 E3-a-0 E3-a-3 
Σ row 

% 

χ2 на 

независност 

Категории           

VCL1 % 25,68 13,25 20,69 41,73 24,83 38,65 33,31 68,35 30,79 N=28.175 

 z -8,43 -26,65 -15,64 15,23 -7,26 7,53 3,75 42,81  χ2=6.186,63 

 RCI 0,01 0,07 0,02 0,02 0,01 0,01 0,00 0,19  df=14 

VCL2 % 21,50 61,96 31,30 46,62 35,37 52,67 46,16 30,07 39,97 α=0,01 

 z -28,71 31,49 -12,66 8,72 -5,29 11,48 8,70 -10,64  p < α 

 RCI 0,07 0,08 0,01 0,01 0,00 0,01 0,01 0,01  zcrit.=±3,08 

VCL3 % 52,82 24,79 48,01 11,64 39,80 8,68 20,53 1,59 29,24  

 z 39,47 -6,87 29,51 -24,85 13,06 -20,01 -13,18 -31,99   
 RCI 0,15 0,00 0,08 0,06 0,02 0,04 0,02 0,11   

Групи на аналити суспендирани во пред-криопрезервацискиот период, според типот на криопрезервацискиот медиум (КМ) и 

инкубационото време на мострирање: контролни (C-а-0 / C-a-3) КМ без GSH и HSP; експериментални-1 КМ (E1-а-0 / Е1-а-3) 

контролен КМ со GSH (5 mM); експериментални-2 (E2-а-0 / Е2-а-3) контролни КМ со HSP (20 %); експериментални-3 (E3-а-

0 / Е3-а-3) контролен КМ со GSH (5 mM) и HSP (20 %), каде GSH е редуциран глутатион, а HSP е хомологна семинална 

плазма. Категории на сперматозоиди според брзина на криволиниска траекторија (VCL): VCL1 (0-150 μm/s); VCL2 (151-250 

μm/s); VCL3 (251-450 μm/s). N – вкупен број на сперматозоиди анализирани во χ2 тест на независност; χ2 – вредност од χ2 тест 

на независност, α – гранична вредност за индекс на веројатност за χ2 вредност, z – прилагодена вредност на резидуал, zcrit. – 

гранична вредност за z, RCI – релативен индекс на придонес; df – степени на слобода. 
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Табела 7. Фреквенција на дистрибуција на сперматозоиди во категории според праволиниски индекс 

на траекторија (LIN) за аналити суспендирани со контролни и експериментални криопрезервациски 

медиуми пред криотретман, мострирани на 0- и 3-часа инкубација 

Групи C-a-0 C-a-3 E1-a-0 E1-a-3 E2-a-0 E2-a-3 E3-a-0 E3-a-3 
Σ row 

% 

χ2 на 

независност 

Категории           

LIN1 % 10,17 5,43 9,20 6,89 7,76 5,24 5,95 4,01 7,17 N=28,169 

 z 8,83 -4,73 5,61 -0,71 1,27 -3,32 -3,27 -6,46  χ2=885,41 

 RCI 0,07 0,02 0,03 0,00 0,00 0,01 0,01 0,04  df=14 

LIN2 % 68,50 87,94 69,07 75,88 69,92 86,41 76,19 82,67 76,10 α=0,01 

 z -13,57 19,46 -11,78 -0,32 -8,16 10,70 0,15 8,10  p < α 

 RCI 0,04 0,09 0,03 0,00 0,02 0,03 0,00 0,02  zcrit.=±3,08 

LIN3 % 21,33 6,63 21,73 17,23 22,32 8,35 17,86 13,33 16,73  

 z 9,40 -18,96 9,58 0,86 8,44 -9,93 2,09 -4,79   
 RCI 0,07 0,29 0,07 0,00 0,06 0,09 0,00 0,02   

Групи на аналити суспендирани во пред-криопрезервацискиот период, според типот на криопрезервацискиот медиум (КМ) и 

инкубационото време на мострирање: контролни (C-а-0 / C-a-3) КМ без GSH и HSP; експериментални-1 КМ (E1-а-0 / Е1-а-3) 

контролен КМ со GSH (5 mM); експериментални-2 (E2-а-0 / Е2-а-3) контролни КМ со HSP (20 %); експериментални-3 (E3-а-

0 / Е3-а-3) контролен КМ со GSH (5 mM) и HSP (20 %), каде GSH е редуциран глутатион, а HSP е хомологна семинална 

плазма. Категории на сперматозоиди според праволиниски индекс на траекторија (LIN): LIN1 (0-30 %); LIN2 (31-50 %); LIN3 

(51-100 %). N – вкупен број на сперматозоиди анализирани во χ2 тест на независност; χ2 – вредност од χ2 тест на независност, 

α – гранична вредност за индекс на веројатност за χ2 вредност, z – прилагодена вредност на резидуал, zcrit. – гранична вредност 

за z, RCI – релативен индекс на придонес; df – степени на слобода. 

 

Табела 8. Фреквенција на дистрибуција на сперматозоиди во категории според амплитуда на 

латерално застранување од просечна траекторија (ALH) за аналити суспендирани со контролни и 

експериментални криопрезервациски медиуми пред криотретман, мострирани на 0- и 3-часа 

инкубација 

Групи C-a-0 C-a-3 E1-a-0 E1-a-3 E2-a-0 E2-a-3 E3-a-0 E3-a-3 
Σ row 

% 

χ2 на 

независност 

Категории           

ALH1 % 4,34 2,35 7,19 6,93 7,20 4,68 6,48 5,03 5,44 N=20.009 

 z -3,09 -8,82 4,85 3,26 3,85 -1,27 2,67 -0,67  χ2=1.009,97 

 RCI 0,01 0,06 0,02 0,01 0,01 0,00 0,01 0,00  df=14 

ALH2 % 47,00 59,19 53,37 54,78 56,93 69,21 74,97 76,78 59,51 α=0,01 

 z -16,21 -0,42 -7,86 -4,81 -2,61 7,44 18,41 12,86  p < α 

 RCI 0,09 0,00 0,02 0,01 0,00 0,02 0,12 0,06  zcrit.=±3,08 

ALH3 % 48,66 38,46 39,44 38,30 35,87 26,11 18,55 18,20 35,04  

 z 18,15 4,62 5,78 3,40 0,86 -7,05 -20,21 -12,91   
 RCI 0,18 0,01 0,02 0,01 0,00 0,03 0,22 0,10   

Групи на аналити суспендирани во пред-криопрезервацискиот период, според типот на криопрезервацискиот медиум (КМ) и 

инкубационото време на мострирање: контролни (C-а-0 / C-a-3) КМ без GSH и HSP; експериментални-1 КМ (E1-а-0 / Е1-а-3) 

контролен КМ со GSH (5 mM); експериментални-2 (E2-а-0 / Е2-а-3) контролни КМ со HSP (20 %); експериментални-3 (E3-а-

0 / Е3-а-3) контролен КМ со GSH (5 mM) и HSP (20 %), каде GSH е редуциран глутатион, а HSP е хомологна семинална 

плазма. Категории на сперматозоиди според амплитуда на латерално застранување од просечна траекторија (ALH): ALH1 (0-

6 μm); ALH2 (7-12 μm); ALH3 (13-30 μm). N – вкупен број на сперматозоиди анализирани во χ2 тест на независност; χ2 – 

вредност од χ2 тест на независност, α – гранична вредност за индекс на веројатност за χ2 вредност, z – прилагодена вредност 

на резидуал, zcrit. – гранична вредност за z, RCI – релативен индекс на придонес; df – степени на слобода. 
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Табела 9. Фреквенција на дистрибуција на сперматозоиди во категории според мотилна брзина 

(VEL) за аналити суспендирани со контролни и експериментални криопрезервациски медиуми пред 

криотретман, мострирани на 0- и 3-часа инкубација 

Групи C-a-0 C-a-3 E1-a-0 E1-a-3 E2-a-0 E2-a-3 E3-a-0 E3-a-3 
Σ row 

% 

χ2 на 

независност 

Категории           

VEL1 % 45,93 48,33 43,77 31,58 29,97 17,53 38,79 16,80 34,18 N=62.590 

 z 23,76 28,23 19,02 -5,17 -8,34 -32,91 9,30 -34,53  χ2=5.700,80 

 RCI 0,06 0,08 0,04 0,00 0,01 0,11 0,01 0,12  df=21 

VEL2 % 14,01 5,15 9,49 14,75 6,84 6,26 11,94 15,61 10,53 α=0,01 

 z 10,89 -16,59 -3,17 12,97 -11,29 -13,04 4,41 15,60  р < α 

 RCI 0,02 0,04 0,00 0,02 0,02 0,02 0,00 0,03  zcrit.=±3,16 

VEL3 % 17,36 9,17 13,28 17,78 17,84 21,02 19,16 12,77 16,05  

 z 3,43 -17,74 -7,11 4,43 4,59 12,68 8,12 -8,43   
 RCI 0,00 0,04 0,01 0,00 0,00 0,02 0,01 0,01   

VEL4 % 22,70 37,35 33,46 35,89 45,35 55,20 30,10 54,82 39,24  
 z -32,50 -3,66 -11,14 -6,46 11,75 30,63 -17,90 30,07   
 RCI 0,10 0,00 0,01 0,00 0,01 0,09 0,03 0,08   

Групи на аналити суспендирани во пред-криопрезервацискиот период, според типот на криопрезервацискиот медиум (КМ) и 

инкубационото време на мострирање: контролни (C-а-0 / C-a-3) КМ без GSH и HSP; експериментални-1 КМ (E1-а-0 / Е1-а-3) 

контролен КМ со GSH (5 mM); експериментални-2 (E2-а-0 / Е2-а-3) контролни КМ со HSP (20 %); експериментални-3 (E3-а-

0 / Е3-а-3) контролен КМ со GSH (5 mM) и HSP (20 %), каде GSH е редуциран глутатион, а HSP е хомологна семинална 

плазма. Категории на сперматозоиди според мотилна брзина (VEL): VEL1 (≥75,0 μm/s); VEL2 (30,0-74,9 μm/s); VEL3 (0,1-21,9 

μm/s), VEL4 (<0,1 μm/s). N – вкупен број на сперматозоиди анализирани во χ2 тест на независност; χ2 – вредност од χ2 тест на 

независност, α – гранична вредност за индекс на веројатност за χ2 вредност, z – прилагодена вредност на резидуал, zcrit. – 

гранична вредност за z, RCI – релативен индекс на придонес; df – степени на слобода. 
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Табела 10. Фреквенција на дистрибуција на сперматозоиди во категории според структурен и 

морфолошки интегритет (VIAB) за аналити суспендирани со контролни и експериментални 

криопрезервациски медиуми после криотретман, мострирани на 0- и 3-часа инкубација 

Групи C-b-0 C-b-3 E1-b-0 E1-b-3 E2-b-0 E2-b-3 E3-b-0 E3-b-3 
Σ row 

% 

χ2 на 

независност 

Категории           

VIAB1 % 50,05 41,08 43,60 38,84 48,95 29,67 48,25 33,72 64,64 N=16.090 

 z 7,92 -0,52 1,91 -2,74 7,09 -11,94 6,57 -7,86  χ2=842,26 

 RCI 0,04 0,00 0,00 0,00 0,03 0,09 0,03 0,04  df=28 

VIAB2 % 4,99 10,53 4,79 10,50 5,00 18,26 7,00 16,62 9,80 α=0,001 

 z -7,51 1,12 -8,10 1,13 -7,73 13,99 -4,62 11,21  р < α 

 RCI 0,05 0,00 0,06 0,00 0,06 0,18 0,02 0,12  zcrit.=±3,23 

VIAB3 % 24,13 30,08 27,93 28,19 26,02 21,73 25,11 19,50 25,26  

 z -1,20 5,09 2,96 3,25 0,84 -3,99 -0,17 -6,48   
 RCI 0,00 0,02 0,01 0,01 0,00 0,01 0,00 0,03   

VIAB4 % 18,98 15,57 21,90 19,07 17,98 27,86 16,77 27,57 20,83  
 z -2,11 -5,93 1,27 -2,08 -3,35 8,53 -4,89 8,12   
 RCI 0,00 0,03 0,00 0,00 0,01 0,06 0,02 0,05   

VIAB5 % 1,84 2,74 1,78 3,40 2,05 2,47 2,87 2,59 2,47  
 z -1,89 0,78 -2,15 2,88 -1,31 0,00 1,27 0,38   
 RCI 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00   

Групи на аналити суспендирани во после-криопрезервацискиот период, според типот на криопрезервацискиот медиум (КМ) 

и инкубационото време на мострирање: контролни (C-b-0 / C-b-3) КМ без GSH и HSP; експериментални-1 КМ (E1-b-0 / Е1-b-

3) контролен КМ со GSH (5 mM); експериментални-2 (E2-b-0 / Е2-b-3) контролни КМ со HSP (20 %); експериментални-3 (E3-

b-0 / Е3-b-3) контролен КМ со GSH (5 mM) и HSP (20 %), каде GSH е редуциран глутатион, а HSP е хомологна семинална 

плазма. Категории на сперматозоиди според статусот (оштетен ‘-‘/неоштетен ‘+’) на плазмена (Pm), акрозомска мембрана 

(Ac) и морфологија (Мо): VIAB1 (Pm+, Ac+, Mo+); VIAB2 (Pm+, Ac-, Mo+); VIAB3 (Pm-, Ac+, Mo+); VIAB4 (Pm-, Ac-, Mo+); 

и VIAB5 (Pm-, Ac-, Mo-). N – вкупен број на сперматозоиди анализирани со χ2 тест на независност; χ2 – вредност од χ2 тест на 

независност, α – гранична вредност за индекс на веројатност за χ2 вредност, z – прилагодена вредност на резидуал, zcrit. – 

гранична вредност за z, RCI – релативен индекс на придонес; df – степени на слобода. 
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Табела 11. Фреквенција на дистрибуција на сперматозоиди во категории според индекс на 

елонгација на сперматозоидна глава (EL) за аналити суспендирани со контролни и експериментални 

криопрезервациски медиуми после криотретман, мострирани на 0- и 3-часа инкубација 

Групи C-b-0 C-b-3 E1-b-0 E1-b-3 E2-b-0 E2-b-3 E3-b-0 E3-b-3 
Σ row 

% 

χ2 на 

независност 

Категории           

EL1 % 5,14 3,86 4,83 5,24 5,08 4,23 4,10 4,82 4,66 N=30.434 

 z 1,60 -2,40 0,55 1,76 1,25 -1,24 -1,95 0,52  χ2=87,12 

 RCI 0,02 0,06 0,00 0,03 0,02 0,01 0,04 0,00  df=14 

EL2 % 59,17 63,31 62,06 66,05 62,25 66,57 62,18 64,60 63,14 α=0,01 

 z -5,72 0,22 -1,48 3,81 -1,15 4,40 -1,47 2,02  р < α 

 RCI 0,12 0,00 0,01 0,05 0,01 0,07 0,01 0,02  zcrit.=±3,08 

EL3 % 35,69 32,83 33,11 28,71 32,68 29,20 33,72 30,58 32,20  

 z 5,18 0,85 1,28 -4,73 0,63 -3,98 2,40 -2,31   
 RCI 0,18 0,00 0,01 0,15 0,00 0,11 0,04 0,04   

Групи на аналити суспендирани во пред-криопрезервацискиот период, според типот на криопрезервацискиот медиум (КМ) и 

инкубационото време на мострирање: контролни (C-b-0 / C-b-3) КМ без GSH и HSP; експериментални-1 КМ (E1-b-0 / Е1-b-3) 

контролен КМ со GSH (5 mM); експериментални-2 (E2-b-0 / Е2-b-3) контролни КМ со HSP (20 %); експериментални-3 (E3-b-

0 / Е3-b-3) контролен КМ со GSH (5 mM) и HSP (20 %), каде GSH е редуциран глутатион, а HSP е хомологна семинална 

плазма. Категории на сперматозоиди според индексот на елонгација на сперматозоидна глава (EL): EL1 (0-30 %); EL2 (31-50 

%) и EL3 (51-100 %). N – вкупен број на сперматозоиди анализирани во χ2 тест на независност; χ2 – вредност од χ2 тест на 

независност, α – гранична вредност за индекс на веројатност за χ2 вредност, z – прилагодена вредност на резидуал, zcrit. – 

гранична вредност за z, RCI – релативен индекс на придонес; df – степени на слобода. 

 

Табела 12. Фреквенција на дистрибуција на сперматозоиди во категории според брзина на 

криволиниска траекторија (VCL) за аналити суспендирани со контролни и експериментални 

криопрезервациски медиуми после криотретман, мострирани на 0- и 3-часа инкубација 

Групи C-b-0 C-b-3 E1-b-0 E1-b-3 E2-b-0 E2-b-3 E3-b-0 E3-b-3 
Σ row 

% 

χ2 на 

независност 

Категории           

VCL1 % 16,19 9,96 16,20 20,15 20,66 20,23 16,99 32,76 19,10 N=30.595 

 z -5,15 -14,83 -4,90 1,69 2,48 1,77 -3,98 23,15  χ2=5.300,43 

 RCI 0,00 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,07  df=14 

VCL2 % 23,93 44,04 25,24 59,00 32,54 69,07 35,48 57,86 42,62 α=0,01 

 z -26,28 1,84 -23,32 21,03 -12,75 33,20 -10,68 20,55  р < α 

 RCI 0,06 0,00 0,05 0,04 0,02 0,11 0,01 0,04  zcrit.=±3,08 

VCL3 % 59,88 46,00 58,56 20,85 46,80 10,70 47,53 9,38 38,28  

 z 30,90 10,12 27,69 -22,76 10,97 -35,21 14,09 -39,63   
 RCI 0,10 0,01 0,08 0,05 0,01 0,13 0,02 0,16   

Групи на аналити суспендирани во после-криопрезервацискиот период, според типот на криопрезервацискиот медиум (КМ) 

и инкубационото време на мострирање: контролни (C-b-0 / C-b-3) КМ без GSH и HSP; експериментални-1 КМ (E1-b-0 / Е1-b-

3) контролен КМ со GSH (5 mM); експериментални-2 (E2-b-0 / Е2-b-3) контролни КМ со HSP (20 %); експериментални-3 (E3-

b-0 / Е3-b-3) контролен КМ со GSH (5 mM) и HSP (20 %), каде GSH е редуциран глутатион, а HSP е хомологна семинална 

плазма. Категории на сперматозоиди според брзина на криволиниска траекторија (VCL): VCL1 (0-150 μm/s); VCL2 (151-250 

μm/s); VCL3 (251-450 μm/s). N – вкупен број на сперматозоиди анализирани во χ2 тест на независност; χ2 – вредност од χ2 тест 

на независност, α – гранична вредност за индекс на веројатност за χ2 вредност, z – прилагодена вредност на резидуал, zcrit. – 

гранична вредност за z, RCI – релативен индекс на придонес; df – степени на слобода. 
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Табела 13. Фреквенција на дистрибуција на сперматозоиди во категории според праволиниски 

индекс на траекторија (LIN) за аналити суспендирани со контролни и експериментални 

криопрезервациски медиуми после криотретман, мострирани на 0- и 3-часа инкубација 

Групи C-b-0 C-b-3 E1-b-0 E1-b-3 E2-b-0 E2-b-3 E3-b-0 E3-b-3 
Σ row 

% 

χ2 на 

независност 

Категории           

LIN1 % 9,17 4,63 5,79 4,84 7,95 4,36 4,91 4,38 5,77 N=30.685 

 z 10,15 -3,11 0,06 -2,53 5,78 -3,76 -2,77 -3,96  χ2=1.229,56 

 RCI 0,07 0,01 0,00 0,00 0,02 0,01 0,00 0,01  df=14 

LIN2 % 67,11 86,30 67,88 82,73 71,80 89,45 74,16 82,53 77,33 α=0,01 

 z -16,96 13,65 -14,98 8,20 -8,17 17,96 -5,71 8,27  р < α 

 RCI 0,05 0,03 0,04 0,01 0,01 0,05 0,01 0,01  zcrit.=±3,08 

LIN3 % 23,71 9,07 26,33 12,43 20,25 6,20 20,92 13,09 16,90  

 z 12,64 -13,32 16,70 -7,59 5,53 -17,72 8,10 -6,77   
 RCI 0,09 0,11 0,16 0,03 0,02 0,19 0,04 0,03   

Групи на аналити суспендирани во после-криопрезервацискиот период, според типот на криопрезервацискиот медиум (КМ) 

и инкубационото време на мострирање: контролни (C-b-0 / C-b-3) КМ без GSH и HSP; експериментални-1 КМ (E1-b-0 / Е1-b-

3) контролен КМ со GSH (5 mM); експериментални-2 (E2-b-0 / Е2-b-3) контролни КМ со HSP (20 %); експериментални-3 (E3-

b-0 / Е3-b-3) контролен КМ со GSH (5 mM) и HSP (20 %), каде GSH е редуциран глутатион, а HSP е хомологна семинална 

плазма. Категории на сперматозоиди според праволиниски индекс на траекторија (LIN): LIN1 (0-30 %); LIN2 (31-50 %); LIN3 

(51-100 %). N – вкупен број на сперматозоиди анализирани во χ2 тест на независност; χ2 – вредност од χ2 тест на независност, 

α – гранична вредност за индекс на веројатност за χ2 вредност, z – прилагодена вредност на резидуал, zcrit. – гранична вредност 

за z, RCI – релативен индекс на придонес; df – степени на слобода. 

 

Табела 14. Фреквенција на дистрибуција на сперматозоиди во категории според амплитуда на 

латерално застранување од просечна траекторија (ALH) за аналити суспендирани со контролни и 

експериментални криопрезервациски медиуми после криотретман, мострирани на 0- и 3-часа 

инкубација 

Групи C-b-0 C-b-3 E1-b-0 E1-b-3 E2-b-0 E2-b-3 E3-b-0 E3-b-3 
Σ row 

% 

χ2 на 

независност 

Категории           

ALH1 % 5,67 2,25 6,84 5,24 6,36 3,52 7,62 4,84 5,38 N=24.948 

 z 0,80 -8,13 3,88 -0,35 2,37 -4,74 6,77 -1,42  χ2=1.147,98 

 RCI 0,00 0,05 0,01 0,00 0,00 0,02 0,03 0,00  df=14 

ALH2 % 44,22 47,07 48,15 59,60 47,81 71,35 54,62 70,33 55,24 α=0,01 

 z -13,74 -9,63 -8,53 5,00 -8,17 18,65 -0,84 17,92  р < α 

 RCI 0,06 0,03 0,02 0,01 0,02 0,12 0,00 0,11  zcrit.=±3,08 

ALH3 % 50,11 50,68 45,01 35,16 45,83 25,13 37,76 24,84 39,38  

 z 13,61 13,56 6,89 -4,93 7,23 -16,79 -2,27 -17,58   
 RCI 0,08 0,09 0,02 0,01 0,02 0,13 0,00 0,14   

Групи на аналити суспендирани во после-криопрезервацискиот период, според типот на криопрезервацискиот медиум (КМ) 

и инкубационото време на мострирање: контролни (C-b-0 / C-b-3) КМ без GSH и HSP; експериментални-1 КМ (E1-b-0 / Е1-b-

3) контролен КМ со GSH (5 mM); експериментални-2 (E2-b-0 / Е2-b-3) контролни КМ со HSP (20 %); експериментални-3 (E3-

b-0 / Е3-b-3) контролен КМ со GSH (5 mM) и HSP (20 %), каде GSH е редуциран глутатион, а HSP е хомологна семинална 

плазма. Категории на сперматозоиди според амплитуда на латерално застранување од просечна траекторија (ALH): ALH1 (0-

6 μm); ALH2 (7-12 μm); ALH3 (13-30 μm). N – вкупен број на сперматозоиди анализирани во χ2 тест на независност; χ2 – 

вредност од χ2 тест на независност, α – гранична вредност за индекс на веројатност за χ2 вредност, z – прилагодена вредност 

на резидуал, zcrit. – гранична вредност за z, RCI – релативен индекс на придонес; df – степени на слобода. 
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Табела 15. Фреквенција на дистрибуција на сперматозоиди во категории според мотилна брзина 

(VEL) за аналити суспендирани со контролни и експериментални криопрезервациски медиуми после 

криотретман, мострирани на 0- и 3-часа инкубација 

Групи C-b-0 C-b-3 E1-b-0 E1-b-3 E2-b-0 E2-b-3 E3-b-0 E3-b-3 
Σ row 

% 

χ2 на 

независност 

Категории           

VEL1 % 45,93 48,33 43,77 31,58 29,97 17,53 38,79 16,80 36,59 N=72.827 

 z 23,76 28,23 19,02 -5,17 -8,34 -32,91 9,30 -34,53  χ2=1.196,64 

 RCI 0,06 0,08 0,04 0,00 0,01 0,11 0,01 0,12  df=21 

VEL2 % 14,01 5,15 9,49 14,75 6,84 6,26 11,94 15,61 5,28 α=0,01 

 z 10,89 -16,59 -3,17 12,97 -11,29 -13,04 4,41 15,60  р < α 

 RCI 0,02 0,04 0,00 0,02 0,02 0,02 0,00 0,03  zcrit.=±3,16 

VEL3 % 17,36 9,17 13,28 17,78 17,84 21,02 19,16 12,77 8,94  

 z 3,43 -17,74 -7,11 4,43 4,59 12,68 8,12 -8,43   
 RCI 0,00 0,04 0,01 0,00 0,00 0,02 0,01 0,01   

VEL4 % 22,70 37,35 33,46 35,89 45,35 55,20 30,10 54,82 49,20  
 z -32,50 -3,66 -11,14 -6,46 11,75 30,63 -17,90 30,07   
 RCI 0,10 0,00 0,01 0,00 0,01 0,09 0,03 0,08   

Групи на аналити суспендирани во после-криопрезервацискиот период, според типот на криопрезервацискиот медиум (КМ) 

и инкубационото време на мострирање: контролни (C-а-0 / C-a-3) КМ без GSH и HSP; експериментални-1 КМ (E1-b-0 / Е1-b-

3) контролен КМ со GSH (5 mM); експериментални-2 (E2-b-0 / Е2-b-3) контролни КМ со HSP (20 %); експериментални-3 (E3-

b-0 / Е3-b-3) контролен КМ со GSH (5 mM) и HSP (20 %), каде GSH е редуциран глутатион, а HSP е хомологна семинална 

плазма. Категории на сперматозоиди според мотилна брзина (VEL): VEL1 (≥75,0 μm/s); VEL2 (30,0-74,9 μm/s); VEL3 (0,1-21,9 

μm/s), VEL4 (<0,1 μm/s). N – вкупен број на сперматозоиди анализирани во χ2 тест на независност; χ2 – вредност од χ2 тест на 

независност, α – гранична вредност за индекс на веројатност за χ2 вредност, z – прилагодена вредност на резидуал, zcrit. – 

гранична вредност за z, RCI – релативен индекс на придонес; df – степени на слобода. 
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Табела 16. Фреквенција на дистрибуција на сперматозоиди во категории според структурен и морфолошки интегритет 

(VIAB) за аналити суспендирани со експериментални криопрезервациски медиуми пред и после криотретман, 

мострирани на 0- и 3-часа инкубација 

Групи E1-a-0 E1-a-3 E2-a-0 E2-a-3 E3-a-0 E3-a-3 E1-b-0 E1-b-3 E2-b-0 E2-b-3 E3-b-0 E3-b-3 
Σ row 

% 

Категории              

VIAB1 % 46,57 42,27 57,50 21,89 57,16 23,07 43,60 38,84 48,95 29,67 48,25 33,72 40,68 

 z 4,89 1,33 14,13 -16,35 13,67 -15,06 2,80 -1,78 7,90 -10,81 7,40 -6,80  

 RCI 0,01 0,00 0,05 0,07 0,05 0,06 0,00 0,00 0,02 0,03 0,01 0,01  

VIAB2 % 5,17 12,03 3,67 28,88 3,56 24,05 4,79 10,50 5,00 18,26 7,00 16,62 11,64 

 z -8,23 0,50 -10,25 22,98 -10,26 16,26 -10,08 -1,69 -9,73 9,95 -6,96 7,44  

 RCI 0,03 0,00 0,04 0,20 0,04 0,10 0,04 0,00 0,03 0,04 0,02 0,02  

VIAB3 % 24,13 23,04 22,42 20,76 23,07 22,83 27,93 28,19 26,02 21,73 25,11 19,50 23,82 

 z 0,29 -0,75 -1,36 -3,07 -0,72 -0,98 4,55 4,85 2,43 -2,37 1,45 -4,86  

 RCI 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 0,00 0,00 0,00 0,01  

VIAB4 % 21,28 19,67 14,00 25,56 14,45 28,34 21,90 19,07 17,98 27,86 16,77 27,57 21,37 

 z -0,09 -1,70 -7,42 4,38 -6,87 7,14 0,61 -2,65 -3,88 7,65 -5,39 7,26  

 RCI 0,00 0,00 0,02 0,01 0,02 0,02 0,00 0,00 0,00 0,02 0,01 0,02  

VIAB5 % 2,85 2,99 2,41 2,91 1,75 1,71 1,78 3,40 2,05 2,47 2,87 2,59 2,49 

 z 0,93 1,32 -0,22 1,14 -1,94 -2,09 -2,15 2,76 -1,33 -0,05 1,19 0,32  

 RCI 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00  

               

χ2 на независност: N=21.885; χ2=2.185,22; df=44; α=0,001; р < α; zcrit.=±3,34 

Групи на аналити суспендирани во пред и после криопрезервацискиот период, според типот на криопрезервацискиот медиум (КМ) и инкубационото 

време на мострирање: експериментални-1 КМ (E1-a-0, E1-b-0 / E1-a-3, Е1-b-3) контролен КМ со GSH (5 mM); експериментални-2 (E2-a-0, E2-b-0 / E-

a-3, Е2-b-3) контролни КМ со HSP (20 %); експериментални-3 (E3-a-0, E3-b-0 / E3-a-3, Е3-b-3) контролен КМ со GSH (5 mM) и HSP (20 %), каде GSH 

е редуциран глутатион, а HSP е хомологна семинална плазма. Категории на сперматозоиди според статусот (оштетен ‘-‘/неоштетен ‘+’) на плазмена 

(Pm), акрозомска мембрана (Ac) и морфологија (Мо): VIAB1 (Pm+, Ac+, Mo+); VIAB2 (Pm+, Ac-, Mo+); VIAB3 (Pm-, Ac+, Mo+); VIAB4 (Pm-, Ac-, 

Mo+); и VIAB5 (Pm-, Ac-, Mo-). N – вкупен број на сперматозоиди анализирани со χ2 тест на независност; χ2 – вредност од χ2 тест на независност, α – 

гранична вредност за индекс на веројатност за χ2 вредност, z – прилагодена вредност на резидуал, zcrit. – гранична вредност за z, RCI – релативен индекс 

на придонес; df – степени на слобода. 
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Табела 17. Фреквенција на дистрибуција на сперматозоиди во категории според индекс на елонгација на сперматозоидна 

глава (EL) за аналити суспендирани со експериментални криопрезервациски медиуми пред и после криотретман, 

мострирани на 0- и 3-часа инкубација 

Групи E1-a-0 E1-a-3 E2-a-0 E2-a-3 E3-a-0 E3-a-3 E1-b-0 E1-b-3 E2-b-0 E2-b-3 E3-b-0 E3-b-3 
Σ row 

% 

Категории              

EL1 % 4,89 6,19 5,38 5,82 5,12 5,52 4,83 5,24 5,08 4,23 4,10 4,82 5,03 

 z -0,45 3,32 0,89 1,58 0,32 1,15 -0,59 0,60 0,14 -2,21 -3,07 -0,62  

 RCI 0,00 0,06 0,00 0,01 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,02 0,05 0,00  

EL2 % 59,53 60,81 64,41 66,61 67,60 66,23 62,06 66,05 62,25 66,57 62,18 64,60 63,91 

 z -6,30 -4,02 0,58 2,46 5,91 2,49 -2,49 2,77 -2,12 3,37 -2,59 0,94  

 RCI 0,07 0,03 0,00 0,01 0,06 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01 0,00  

EL3 % 35,58 33,00 30,21 27,57 27,28 28,26 33,11 28,71 32,68 29,20 33,72 30,58 31,06 

 z 6,75 2,61 -1,02 -3,30 -6,28 -3,13 2,86 -3,16 2,13 -2,45 4,14 -0,68  

 RCI 0,16 0,02 0,00 0,04 0,14 0,04 0,03 0,04 0,02 0,02 0,06 0,00  

               

χ2 на независност: N=42.908; χ2=172,74; df=22; α=0,01; р < α; zcrit.=±3,20 

Групи на аналити суспендирани во пред и после криопрезервацискиот период, според типот на криопрезервацискиот медиум (КМ) и инкубационото 

време на мострирање: експериментални-1 КМ (E1-a-0, E1-b-0 / E1-a-3, Е1-b-3) контролен КМ со GSH (5 mM); експериментални-2 (E2-a-0, E2-b-0 / E-

a-3, Е2-b-3) контролни КМ со HSP (20 %); експериментални-3 (E3-a-0, E3-b-0 / E3-a-3, Е3-b-3) контролен КМ со GSH (5 mM) и HSP (20 %), каде GSH 

е редуциран глутатион, а HSP е хомологна семинална плазма. Категории на сперматозоиди според индексот на елонгација на сперматозоидна глава 

(EL): EL1 (0-30 %); EL2 (31-50 %) и EL3 (51-100 %). N – вкупен број на сперматозоиди анализирани во χ2 тест на независност; χ2 – вредност од χ2 тест 

на независност, α – гранична вредност за индекс на веројатност за χ2 вредност, z – прилагодена вредност на резидуал, zcrit. – гранична вредност за z, 

RCI – релативен индекс на придонес; df – степени на слобода. 

 

Табела 18. Фреквенција на дистрибуција на сперматозоиди во категории според брзина на криволиниска траекторија 

(VCL) за аналити суспендирани со експериментални криопрезервациски медиуми пред и после криотретман, мострирани 

на 0- и 3-часа инкубација 

Групи E1-a-0 E1-a-3 E2-a-0 E2-a-3 E3-a-0 E3-a-3 E1-b-0 E1-b-3 E2-b-0 E2-b-3 E3-b-0 E3-b-3 
Σ row 

% 

Категории              

VCL1 % 20,69 41,73 24,83 38,65 33,31 68,35 16,20 20,15 20,66 20,23 16,99 32,76 27,84 

 z -11,08 19,45 -3,71 10,55 8,17 46,80 -16,91 -10,70 -9,85 -10,37 -17,51 7,17  

 RCI 0,01 0,03 0,00 0,01 0,00 0,16 0,02 0,01 0,01 0,01 0,02 0,00  

VCL2 % 31,30 46,62 35,37 52,67 46,16 30,07 25,24 59,00 32,54 69,07 35,48 57,86 43,07 

 z -16,50 4,51 -8,59 8,49 4,19 -13,60 -23,44 20,07 -13,08 32,05 -11,07 19,53  

 RCI 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,03 0,02 0,01 0,06 0,01 0,02  

VCL3 % 48,01 11,64 39,80 8,68 20,53 1,59 58,56 20,85 46,80 10,70 47,53 9,38 29,09 

 z 28,93 -24,10 13,03 -19,67 -12,63 -31,36 42,24 -11,32 23,98 -24,71 29,35 -28,37  

 RCI 0,06 0,04 0,01 0,03 0,01 0,07 0,12 0,01 0,04 0,04 0,06 0,06  

               

χ2 на независност: N=42,013; χ2=9.395,95; df=22; α=0,01; р < α; zcrit.=±3,20 

Групи на аналити суспендирани во пред и после криопрезервацискиот период, според типот на криопрезервацискиот медиум (КМ) и инкубационото 

време на мострирање: експериментални-1 КМ (E1-a-0, E1-b-0 / E1-a-3, Е1-b-3) контролен КМ со GSH (5 mM); експериментални-2 (E2-a-0, E2-b-0 / E-

a-3, Е2-b-3) контролни КМ со HSP (20 %); експериментални-3 (E3-a-0, E3-b-0 / E3-a-3, Е3-b-3) контролен КМ со GSH (5 mM) и HSP (20 %), каде GSH 

е редуциран глутатион, а HSP е хомологна семинална плазма. Категории на сперматозоиди според брзина на криволиниска траекторија (VCL): VCL1 

(0-150 μm/s); VCL2 (151-250 μm/s); VCL3 (251-450 μm/s). N – вкупен број на сперматозоиди анализирани во χ2 тест на независност; χ2 – вредност од χ2 

тест на независност, α – гранична вредност за индекс на веројатност за χ2 вредност, z – прилагодена вредност на резидуал, zcrit. – гранична вредност за 

z, RCI – релативен индекс на придонес; df – степени на слобода. 



130 
 

 

Табела 19. Фреквенција на дистрибуција на сперматозоиди во категории според праволиниски индекс на траекторија 

(LIN) за аналити суспендирани со експериментални криопрезервациски медиуми пред и после криотретман, мострирани 

на 0- и 3-часа инкубација 

Групи E1-a-0 E1-a-3 E2-a-0 E2-a-3 E3-a-0 E3-a-3 E1-b-0 E1-b-3 E2-b-0 E2-b-3 E3-b-0 E3-b-3 
Σ row 

% 

Категории              

LIN1 % 9,20 6,89 7,76 5,24 5,95 4,01 5,79 4,84 7,95 4,36 4,91 4,38 6,00 

 z 9,36 2,36 4,09 -1,40 -0,15 -4,35 -0,57 -3,05 4,99 -4,22 -3,37 -4,45  

 RCI 0,06 0,00 0,01 0,00 0,00 0,01 0,00 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01  

LIN2 % 69,07 75,88 69,92 86,41 76,19 82,67 67,88 82,73 71,80 89,45 74,16 82,53 76,71 

 z -12,55 -1,23 -8,88 10,04 -0,82 7,30 -13,60 8,90 -7,06 18,39 -4,44 8,99  

 RCI 0,03 0,00 0,01 0,02 0,00 0,01 0,03 0,01 0,01 0,06 0,00 0,01  

LIN3 % 21,73 17,23 22,32 8,35 17,86 13,33 26,33 12,43 20,25 6,20 20,92 13,09 17,29 

 z 8,15 -0,10 7,36 -10,34 1,02 -5,43 15,56 -8,04 4,76 -17,90 7,08 -7,26  

 RCI 0,04 0,00 0,03 0,07 0,00 0,02 0,15 0,04 0,01 0,20 0,03 0,03  

               

χ2 на независност: N=42.105; χ2=1.195,46; df=22; α=0,01; р < α; zcrit.=±3,20 

Групи на аналити суспендирани во пред и после криопрезервацискиот период, според типот на криопрезервацискиот медиум (КМ) и инкубационото 

време на мострирање: експериментални-1 КМ (E1-a-0, E1-b-0 / E1-a-3, Е1-b-3) контролен КМ со GSH (5 mM); експериментални-2 (E2-a-0, E2-b-0 / E-

a-3, Е2-b-3) контролни КМ со HSP (20 %); експериментални-3 (E3-a-0, E3-b-0 / E3-a-3, Е3-b-3) контролен КМ со GSH (5 mM) и HSP (20 %), каде GSH 

е редуциран глутатион, а HSP е хомологна семинална плазма. Категории на сперматозоиди според праволиниски индекс на траекторија (LIN): LIN1 

(0-30 %); LIN2 (31-50 %); LIN3 (51-100 %). N – вкупен број на сперматозоиди анализирани во χ2 тест на независност; χ2 – вредност од χ2 тест на 

независност, α – гранична вредност за индекс на веројатност за χ2 вредност, z – прилагодена вредност на резидуал, zcrit. – гранична вредност за z, RCI 

– релативен индекс на придонес; df – степени на слобода. 
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Табела 20. Фреквенција на дистрибуција на сперматозоиди во категории според амплитуда на латерално застранување 

од просечна траекторија (ALH) за аналити суспендирани со експериментални криопрезервациски медиуми пред и после 

криотретман, мострирани на 0- и 3-часа инкубација 

Групи E1-a-0 E1-a-3 E2-a-0 E2-a-3 E3-a-0 E3-a-3 E1-b-0 E1-b-3 E2-b-0 E2-b-3 E3-b-0 E3-b-3 
Σ row 

% 

Категории              

ALH1 % 7,19 6,93 7,20 4,68 6,48 5,03 6,84 5,24 6,36 3,52 7,62 4,84 6,13 

 z 2,70 1,63 2,18 -2,24 0,84 -1,65 1,76 -2,08 0,52 -6,16 4,16 -3,13  

 RCI 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02 0,01 0,01  

ALH2 % 53,37 54,78 56,93 69,21 74,97 76,78 48,15 59,60 47,81 71,35 54,62 70,33 60,30 

 z -8,59 -5,50 -3,35 6,77 16,99 12,16 -14,64 -0,81 -13,80 12,82 -7,77 11,92  

 RCI 0,02 0,01 0,00 0,01 0,08 0,04 0,06 0,00 0,05 0,04 0,02 0,04  

ALH3 % 39,44 38,30 35,87 26,11 18,55 18,20 45,01 35,16 45,83 25,13 37,76 24,84 33,57 

 z 7,53 4,88 2,36 -5,87 -18,03 -11,76 14,27 1,90 14,03 -10,15 5,93 -10,76  

 RCI 0,03 0,01 0,00 0,02 0,15 0,07 0,09 0,00 0,09 0,05 0,02 0,05  

               

χ2 на независност: N=31.786; χ2=1.332,75; df=22; α=0,01; р < α; zcrit.=±3,20 

Групи на аналити суспендирани во пред и после криопрезервацискиот период, според типот на криопрезервацискиот медиум (КМ) и инкубационото 

време на мострирање: експериментални-1 КМ (E1-a-0, E1-b-0 / E1-a-3, Е1-b-3) контролен КМ со GSH (5 mM); експериментални-2 (E2-a-0, E2-b-0 / E-

a-3, Е2-b-3) контролни КМ со HSP (20 %); експериментални-3 (E3-a-0, E3-b-0 / E3-a-3, Е3-b-3) контролен КМ со GSH (5 mM) и HSP (20 %), каде GSH 

е редуциран глутатион, а HSP е хомологна семинална плазма. Категории на сперматозоиди според амплитуда на латерално застранување од просечна 

траекторија (ALH): ALH1 (0-6 μm); ALH2 (7-12 μm); ALH3 (13-30 μm). N – вкупен број на сперматозоиди анализирани во χ2 тест на независност; χ2 – 

вредност од χ2 тест на независност, α – гранична вредност за индекс на веројатност за χ2 вредност, z – прилагодена вредност на резидуал, zcrit. – гранична 

вредност за z, RCI – релативен индекс на придонес; df – степени на слобода. 

 

  



132 
 

 

Табела 21. Фреквенција на дистрибуција на сперматозоиди во категории според мотилна брзина (VEL) за аналити 

суспендирани со експериментални криопрезервациски медиуми пред и после криотретман, мострирани на 0- и 3-часа 

инкубација 

Групи E1-a-0 E1-a-3 E2-a-0 E2-a-3 E3-a-0 E3-a-3 E1-b-0 E1-b-3 E2-b-0 E2-b-3 E3-b-0 E3-b-3 
Σ row 

% 

Категории              

VEL1 % 43,77 31,58 29,97 17,53 38,79 16,80 36,43 33,40 32,22 33,85 45,24 34,76 33,14 

 z 20,69 -3,05 -6,17 -30,29 11,17 -31,86 7,05 0,55 -1,95 1,49 25,73 3,50  

 RCI 0,04 0,00 0,00 0,08 0,01 0,09 0,00 0,00 0,00 0,00 0,06 0,00  

VEL2 % 9,49 14,75 6,84 6,26 11,94 15,61 5,11 5,27 6,45 3,66 5,70 6,57 7,93 

 z 5,31 23,17 -3,68 -5,64 13,83 26,09 -10,52 -9,91 -5,41 -15,78 -8,27 -5,09  

 RCI 0,00 0,06 0,00 0,00 0,02 0,08 0,01 0,01 0,00 0,03 0,01 0,00  

VEL3 % 13,28 17,78 17,84 21,02 19,16 12,77 9,55 6,85 12,52 7,81 10,27 8,33 12,77 

 z 1,39 13,75 13,90 22,55 17,83 -0,02 -9,76 -17,88 -0,77 -14,87 -7,49 -13,53  

 RCI 0,00 0,02 0,02 0,06 0,04 0,00 0,01 0,04 0,00 0,02 0,01 0,02  

VEL4 % 33,46 35,89 45,35 55,20 30,10 54,82 48,90 54,48 48,81 54,68 38,79 50,33 46,16 

 z -23,34 -18,88 -1,49 16,56 -29,98 15,95 5,57 16,82 5,29 17,10 -14,80 8,52  

 RCI 0,04 0,03 0,00 0,02 0,06 0,02 0,00 0,02 0,00 0,02 0,02 0,01  

χ2 на независност: N=101.826; χ2=7.037,72; df=33; α=0,001; р < α; zcrit.=±3,28 

Групи на аналити суспендирани во пред и после криопрезервацискиот период, според типот на криопрезервацискиот медиум (КМ) и инкубационото 

време на мострирање: експериментални-1 КМ (E1-a-0, E1-b-0 / E1-a-3, Е1-b-3) контролен КМ со GSH (5 mM); експериментални-2 (E2-a-0, E2-b-0 / E-

a-3, Е2-b-3) контролни КМ со HSP (20 %); експериментални-3 (E3-a-0, E3-b-0 / E3-a-3, Е3-b-3) контролен КМ со GSH (5 mM) и HSP (20 %), каде GSH 

е редуциран глутатион, а HSP е хомологна семинална плазма. Категории на сперматозоиди според мотилна брзина (VEL): VEL1 (≥75,0 μm/s); VEL2 

(30,0-74,9 μm/s); VEL3 (0,1-21,9 μm/s), VEL4 (<0,1 μm/s). N – вкупен број на сперматозоиди анализирани во χ2 тест на независност; χ2 – вредност од χ2 

тест на независност, α – гранична вредност за индекс на веројатност за χ2 вредност, z – прилагодена вредност на резидуал, zcrit. – гранична вредност за 

z, RCI – релативен индекс на придонес; df – степени на слобода. 
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ИНКУБАЦИЈА (37°С/0-180мин) 

ИНКУБАЦИЈА (37°С/0-180мин) 

X. ПРИЛОЗИ И СЛИКИ 

 

  

МОСТРИРАЊЕ НА ЕЈАКУЛАТИ ОД ОВНИ 

ЗБИРЕН ВОЛУМЕН 

Alq-1 Alq-3 Alq-4 Alq-5 

РАЗРЕДУВАЊЕ  

(50х106 кл/mL) 
Е : C 

РАЗРЕДУВАЊЕ  

(50х106 кл/mL) 
Е : Е1 

РАЗРЕДУВАЊЕ  

(50х106 кл/mL) 
Е : Е2 

РАЗРЕДУВАЊЕ  

(50х106 кл/mL) 
Е : Е3 

C-b 

E1-b 

E2-b 

E3-b 

E1-a E2-a E3-a 

РАЗРЕДУВАЊЕ (50х106 кл/mL) 

Е : Е1  

 

РАЗРЕДУВАЊЕ (50х106 кл/mL) 

Е : Е2  

РАЗРЕДУВАЊЕ (50х106 кл/mL) 

Е : Е3 

РАЗРЕДУВАЊЕ (50х106 кл/mL) 

(Е : C)  

ЗАМРЗНУВАЊЕ (LN -196°C) - ОДМРЗНУВАЊЕ 

Прилог 1: Дијаграматски приказ на експерименталната постапка 

Е – Ејакулат; GSH – Редуциран глутатион; HSP – Хомологна семинална плазма; Alq 1-5 Аликвоти; C – Контролен 

разредител; Е1 Експериментален разредител 1: C + GSH (5 mM); Е2 Експериментален разредител 2: C + HSP 

(20%); Е3 Експериментален разредител 3: C + GSH (5 mM) + HSP (20%). Групи К-a, E1-a, E2-a, E3-a – Примероци 

третирани со C или E пред замрзнувањето; Групи C-b, E1-b, E2-b, E3-b – Примероци третирани со C или Е после 

одмрзнувањето. 

10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 

Alq-2 

РАЗРЕДУВАЊЕ  

(100х106 кл/mL) 
Е : C 

C-a 
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Прилог 2. Дозволена вредност за разликата помеѓу две последователни мерења во хемоцитометар, 

базирано врз интервал на доверба од 95% (превземено до WHO, 2010) 

N1+N2 
Дозволена 

разлика 
N1+N2 

Дозволена 

разлика 

144 - 156 24 329 - 346 36 

157 - 169 25 347 - 366 37 

170 - 182 26 367 - 385 38 

183 - 196 27 386 - 406 39 

197 - 211 28 407 - 426 40 

212 - 226 29 427 - 448 41 

227 - 242 30 449 - 470 42 

243 - 258 31 471 - 492 43 

259 - 274 32 493 - 515 44 

275 - 292 33 516 - 538 45 

293 - 309 34 539 - 562 46 

310 - 328 35 563 - 587 47 

 

Прилог 3. Средна вредност на GSH во сперматозоиди кај различни видови на цицачи 

Животински вид Концентрација на GSH 
Извор од научна 

литература 

Овен 0,45 ± 1,4 nmol/109 клетки Li, 1975 

Бик 
2,93 nmol/108 клетки 

Agrawal и Vanha-Perttula, 

1988 

Нерез 0,03 nmol/108 клетки Li, 1975 

Куче 0,53 ± 0,11 nmol/108 клетки Li, 1975 

Глушец 90 nmol/108 клетки Alvarez и Storey, 1989 

Зајак 0,01 nmol/108 клетки Li, 1975 

Човек 0,53 ± 0,22 nmol/109 клетки 

6,7 ± 0,4 nmol/108 клетки 

6.2 ± 0.6 nmol/108 клетки 

3.49 ± 0.87 nmol/108 клетки 

Li, 1975 

Alvarez и Storey, 1989 

Griveau и сор., 1995 

Ochsendorf и сор., 1998 

 

Прилог 4. Средна вредност на GSH во семинална плазма кај различни видови на цицачи 

Животински вид Концентрација на GSH 
Извор од научна 

литература 

Пастув 77,27 ± 48,00 mg/100 ml Strzezek и сор., 1999 

Бик 
13 - 19 μM 

Agrawal и Vanha-Perttula, 

1988 

Нерез 185,8 ± 46,7 μM Strzezek и сор., 1999 

Човек 0,5 – 2,0 μM 

0,19 ± 0,11 μM 

0,2 – 1,4 μM 

Li, 1975 

Daunter и сор., 1989 

Ochsendorf и сор., 1998 
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Слика 1. Криволиниска (VCL), праволиниска (VSL) и просечна траекторија (VAP) на 

сперматозоид (превземено од Mortimer, 1997) 

 

VCL VSL VAP 

Должината на секоја од траекториите се изразува во едница должина/време (um/s). 

 

Слика 2. Методи кои се користеле за изведување на амплитудата на латерално 

застранување од просечната траекторија на сперматозоидот (ALH) (превземено од 

Mortimer, 1997) 
a-Метод на средна точка b-Метод на перпендикуларно растојание 

  
c-Перпендикуларен геометриски метод d-Метод на CASA софтверски алгоритми 

  

VCL VSL VAP 

Првите три методи (a, b и c) се користеле за математичко пресметување на ALH, додека последниот е 

применуван во CASA софтверските алгоритми 
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