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1. UVOD

Razmnozavanje je temeljni proces koji omoguéuje zivotinjama i ljudima prijenos gena na
potomstvo. Reproduktivni sustav muskih zZivotinja proizvodi spermije, sudjeluje u parenju te proizvodi
i Iu¢i brojne hormone koji u sprezi s ziv€anim sustavom reguliraju rast, spolno sazrijevanje i
reproduktivnu funkciju muzjaka.

Za prezivljavanje i funkciju spermija neophodna je ravnoteza izmedu prooksidativnih i
antioksidativnih mehanizama. Muski reproduktivni sustav pa tako i spermiji izloZeni su reaktivnim
kisikovim i dusikovim spojevima koji se sintetiziraju u prijenosu elektrona u mitohondrijima. Takoder,
spermiji su izlozeni kisiku prilikom prirodnog pripusta kao i prilikom polucivanja sjemena,
manipulacije i pripreme sjemena za osjemenjivanje. Uvjeti u Zenskom reproduktiivnim organima
poticCu stvaranje reaktivnih kisikovih spojeva u spermijima tijekom transporta do mjesta oplodnje. Svi
navedeni procesi u organizmu kao i postupci in vitro izlazu spermije oksidacijskom stresu.

Jedan od glavnih ¢imbenika lose kvalitete sjemena6 je upravo oksidacijski stres. Ovo se stanje
razvija bilo da se radi o povecanom stvaranju kisikovih i1 dusikovih reaktivnih spojeva (ROS/RNS) 1/ili
smanjenoj mogucnosti antioksidativne obrane zbog smanjene sinteze ili unosa antioksidativnih
spojeva. ROS mogu inducirati lipidsku peroksidaciju u membrani spermija, oksidativna oSteCenja
genetskog materijala, a posljedi¢no tome i gubitak funkcije spermija. Spermije Stiti od oksidacijskih

oStecenja veliki broj antioksidativnih molekula u sjemenoj plazmi i spermijima.



2. PREGLED REZULTATA DOSADASNIJIH ISTRAZIVANIJA

Fiziologija reprodukcije muskih zivotinja obuhvaca proizvodnju i sazrijevanje muskih spolnih
stanica i prenoSenje spermija u zenske reproduktivne organe.

Reproduktivni sustav muskih zivotinja sastoji se od viSe organa koji sudjeluju u nastanku,
sazrijevanju i izbacivanju spermija u Zenski reproduktivni sustav. Muski spolni organi sastoje se od
parnih sjemenskih Zlijezda ili testisa koji su smjeSteni u mosSnji, nuzjaja, sjemenovoda, uda,
mokraénice i prepucija te akcesornih spolnih Zlijezda: mjehuricastih Zlijezda, prostate, bulbouretralnih
7lijezda i Literovih Zlijezda (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.). Akcesorne spolne Zlijezde izluuju
fruktozu, limunsku kiselinu, cink, kalcij, citrate, fosfate te bjelanCevine Sto Cini povoljan medij za
prezivljavanje spermija do oplodnje jajne stanice.

Reproduktivna aktivnost pod nadzorom je hipotalamus-hipofizne osi (slika 1.). Podrazaji iz
okolisa djeluju na sredis$nji Ziv€ani sustav, neurotransmiterima se informacija prenosi u hipotalamus
koji putem hormona koji oslobada gonadotropine poti¢e hipofizu na lucenje folikulostimulirajuceg
hormona (FSH) i luteinizirajzu¢eg hormona (LH). Ovi hormoni dovode do stvaranja i sazrijevanja
spermija te lucenja steroidnih hormona testosterona i estrogena neophodnih za spermatogenezu i

sazrijevanje te oplodnu sposobnost muskih rasplodnjaka (GUYTON i HALL, 2006.).

| PODRAZAJI 1Z OKQLISA |
temperatura, fotoperiod,
dostupnost hrane

_ SREDISNII
ZIVCANI SUSTAV

- HIPOTALAMUS

neurotransmiteri

SPOLNI HORMONI

Slika 1. Shema regulacije reproduktivne aktivnosti muskih rasplodnjaka



2.1. GRADA SPERM1JA

.....

98-99,75% stanica. Prosjecni volumen, broj spermija i pH vrijednosti ejakulata razlikuju se od vrste do

vrste (tabela 1).

Tabela 1. Volumen i broj spermija te pH ejakulata (BRINZEJ i sur., 1991.).

Prosjecni Broj spermija  pH sperme
Vrsta volumen u mL
(mL)
PASTUH 100 60*10° 7,0-7,6
(40-320)
BIK 3,5 800*10° 6,6-7,4
(0,5-14)
NERAST 200 100*10° 7,2-7,8
(125-500)
OVAN 0,8 1000%10° 6,5-7,2
(0,5-2)
PJETAO 0,6 3000*10° 7,04
(0,1-1,5)

U ejakulatu mogu biti prisutne i epitelne stanice, eritrociti i leukociti (JEYENDRAN, 2003.).
Spermiji su stanice koje se po brojnim karakteristikama razlikuju od drugih tjelesnih stanica.
Specificnog su izgleda, ne mogu se dijeliti i rasti. Pokretne su zahvaljujuéi pokretima repa spermija, te
mogu prezivljavati in vivo 1 in vitro. Nastaju u testisima, u procesu spermatogeneze, tj. stvaranja
spermatozoida, a sazrijevaju u epididimisu (UREMOVIC i sur., 1997.). Epididimis izlu¢uje tekué¢inu
bogatu bjelancevinama i steroidima s ciljem zastite spermija od Stetnoga djelovanja slobodnih radikala
i drugih kemijskih tvari. Zastita od slobodnih radikala ostvarena je putem molekula s antioksidativnim
djelovanjem kao Sto su glutation, tioredoksin, gama-glutamil transferaza i superoksid dizmutaza koji

se nalaze u tekudini.



Slika 2. Spermiji nerasta. Bojanje po Papanicolaou.

Spermiji se sastoje iz glave, vrata i tijela te repa (slika 2). Glava spermija asimetricnog je
oblika, ¢ini osnovu stanice spermija (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.). Na prednjoj strani
pokrivena je akrosomom. Integritet akrosome neophodan je za uspjesnu oplodnju i svaka promjena
propusnosti akrosomske i/ili stani¢ne membrane dovodi do gubitka sadrzaja akrosome i nesposobnosti
spermija da prodre u jajnu stanicu (BEDFORD i HOSKINS, 1990., PARKINSON, 1996.). U
citoplazmi glave spermija nalazimo DNK, RNK, kromatin, te enzim alkalnu fosfatazu. Glavu s repom
spaja tijelo spermija koje je pokreta¢ spermija. U tijelu se nalaze mitohondriji, bjelancevine, lipidi,
ugljikohidrati.

Sazrijevanje spermija nakon ejakulacije nastavlja se u spolnim organima zenki §to se naziva
kapacitacija i dovodi do akrosomske reakcije (GETZ, 1999., SHADAN i sur., 2004.). Sekreti
maternice i jajovoda uklanjaju inhibicijske faktore ¢ime spermiji postaju sposobni za oplodnju. Pri
kapacitaciji dolazi do uklanjanja kolesterola (BEER LJUBIC i sur., 2009.) iz membrane spermija te se
mijenja fluidnost 1 propusnost membrane za kalcij, bikarbonate i vodikov peroksid. Ovim reakcijama
se pospjesuje sinteza ciklicnog adenozin monofosfata koji kao sekundarni glasnik aktivira protein
kinaze koje fosforiliraju odredene bjelanéevine (WITTE i SCHAFER-SOMI, 2007.). Tijekom
kapacitacije dolazi i do promjene u propusnosti akrosome, egzocitoze enzima hijaluronidaze i akrozina
Sto se naziva akrosomska reakcija. Navedeni enzimi otapaju granuloza stanice ¢ime je omogucen

ulazak genetskog materijala u citoplazmu jajne stanice.



Brzina kapacitacije ovisi o brzini uklanjanaja kolesterola iz membrane spermija (GADELLA i
sur., 2008.). Tijekom kapacitacije, kolesterol se uklanja iz membrane i zamjenjuje s fosfolipidima
(CROSS, 2003., CROSS, 2004.). 1z navedenog slijedi kako je za kapacitaciju vazan omjer kolesterola
i fosfolipida. Sjeme s ve¢im omjerom kolesterola i fosfolipida je otpornije na manipulaciju tijekom
postupaka smrzavanja i odmrzavanja (CROSS, 1998.). Odredivanje koncentracije kolesterola i
fosfolipida te izraCunavanje omjera ova dva pokazatelja je vazan marker kvalitete sjemena (BRINSKO
i sur., 2007., BEER LJUBIC i sur., 2012.).

Nezreli oblici spermija imaju proksimalnu ili distalnu protoplazmatsku kapljicu (slika 3) koja
se nalazi ispod glave ili na repu spermija. Takvi nezreli oblici spermija su neotporni i afertilni
(GUYTON i HALL, 2006.). Upravo ovi spermiji kao i mrtvi oblici su glavni izvor slobodnih radikala
u sjemenu (HALLIWEL i GUTTERIDGE, 1999.).

PK

MS

Slika 3. Mrtvi spermij (MS) nerasta i prisustvo protoplazmatske kape (PK) na spermiju. Bojanje eozin-

nigrozin, 100x



2.2. SASTAV SJEMENE PLAZME

Ejakulat se sastoji iz spermija i sjemene plazme. Pri tome ovisno o Zivotinjskoj vrsti udio
sjemene plazme u sjemenu iznosi od 50 do 90%. Nastaje u akcesornim spolnim Zijezdama, posebice
sjemenoj vre€ici, te epididimisu, manjim dijelom ¢ini je sekret sjemenih kanali¢a i sjemenovoda.
Sadrzi elemente cink, kalcij, bakar, natrij, magnezij, kalij, mangan, limunsku kiseline, fruktozu,
fosfate, sulfate, kloride, bikarbonate, aminokiseline, enzime, prostalglandine i vitamin C, B, A, D i E
(PESCH i sur., 2006). Izotoni¢na je otopina, a najvaznije su joj funkcije odrzavanje osmotskog tlaka,
hranjenje, aktivacija i zastita spermija te sluzi kao transportni medij spermija kroz rodnicu, maternicu i
jajovode. Kao glavne energetske supstrate spermiji nerasta metaboliraju prvenstveno fruktozu,
glukozu i laktat, iako mogu koristiti i masne kiseline (JONES, 1997.; JONES i MILMLOW, 1997.).
Sastav sjemene plazme ovisi o funkciji reproduktivnih organa, prvenstveno akcesornih spolnih
zlijezda, ali 1 o funkciji, metaboli¢koj aktivnosti i integritetu stanicne membrane spermija. Tako su
akivnosti alkalne i kisele fosfataze kao i gama glutamil transferaze viSestruko vise negoli u krvnom
serumu (gTRAUS, 2009.; GUTZMIRTL, 2013.). Takoder, sjemena plazma ima vecu
koncentraciju/aktivnost antioksidativnih molekula nego druge bioloske tekucine te je na taj nacin
kompenziran niski antioksidativni kapacitet spermija (AGARWAL i sur., 2003.).

Sastav lipida membrane spermija i sjemene plazme znatno utjeCe na funkciju i kvalitetu
sjemena (ZALATA i sur., 1998.; MESEGUER i sur., 2004.; ARGOV i sur., 2007.). Pri tome, sjemena
plazma je bogata kolesterolom koji stabilizira membranu spermija. Dodavanje kolesterola u
razrjedivaCe tijekom postupka proizvodnje sjemena za umjetno osjemenjivanje dovodi do ugradnje
kolesterola u membranu spermija ¢ime ih §titi tijekom postupka odmrzavanja (JIANG i sur., 2007.),
odnosno prije samog smrzavanja $titi ih od preuranjene kapacitacije omogucujuci dulje prezivljavanje

(MOORE i sur., 2005.).



2.3. UTJECAJ REAKTIVNIH KISIKOVIH I DUSIKOVIH SPOJEVA NA SPERMIJE

Stvaranje reaktivnih kisikovih spojeva (ROS) i reaktivnih dusikovih spojeva (RNS) u zdravih
aerobnih organizama otprilike je u ravnotezi s antioksidativnim zastitnim sustavom. Oste¢enja koja
nastaju oksidacijom s ROS/RNS stalno se pojavljuju pri ¢emu organizam neka oSteCenja moze
popraviti, a neke se molekule mehanizmima antioksidativne zastite uklanjaju. Kada stupanj oSte¢enja

nadvlada zastitne mehanizme razvija se oksidacijski stres.

2.3.1. Fizioloski uvjeti

Pri fizioloSkim uvjetima spermiji koji imaju oplodnu sposobnost proizvode ROS u malim
koncentracijama. Mjesta sinteze ROS u spermijima nisu poznata, no u somatskim stanicama nastaju u
lancu transporta elektrona u mitohondrijima (BECKAM i AMES, 1998.). Reaktivni kisikovi spojevi:
superoksidni radikal, vodikov peroksid i duSikov oksid su neophodni za normalno odvijanje
kapacitacije, akrosomske reakcije spermija i stabilizacije membrane mitohondrija u srednjem dijelu
spermija (De LAMIRANDE i sur., 1997., O' FLAHERTI i sur., 1999., JUYENA i STELLETA,
2012.). Pri kapacitaciji stvara se superoksidni radikal u ve¢im koncentracijama djelovanjem oksidaza.
Superoksidni radikal i vodikov proksid koji nastaje djelovanjem enzima superokid dismutaze poticu
kapacitaciju spermija. Kapacitacija spermija uzrokovana je i djelovanjem dusikovog oksida koji se
vjerojatno stvara u Zenskim spolnim organima (de LAMIRANDE i sur., 1997.).

Akrosomska reakcija kod spermija koji su zavrSili proces kapacitacije pobuduje stvaranje
superoksidnog radikala $to dovodi do oslobadanja nezasi¢enih masnih kiselina iz membrane spermija.
Takoder u odvijanje akrosomske reakcije ukljucen je i vodikov peroksid (de LAMIRANDE i sur.,
1997.).

2.3.2. Oksidacijski stres

Pojam oksidacijski stres opisuje poremeéaj ravnoteze izmedu proizvodnje ROS/RNS i
antioksidativnih zastitnih mehanizama. Rezultat je smanjene aktivnosti antioksidativnih molekula npr.
mutacijama promijenjenih antioksidativnih enzima kao s§to su CuZnSOD, MnSOD ili GSH-Px,
smanjene koncentracije antioksidansa kao i drugih esencijalnih sastojaka hrane. Uzrok oksidacijskog
stresa takoder moze biti pojac¢ano stvaranje ROS i RNS kao kod sjemena s velikim brojem mrtvih i
nezrelih oblika spermija i velikim udjelom upalnih stanica u ejakulatu (IRVINE, 1996., MAKKER i
sur., 2009.).



Lipidska peroksidacija kao posljedica djelovanja ROS najcesce je istrazivana u litetaturi. Radi
se o lancanoj reakciji koja zapoc€inje slobodnim radikalom u kojima radikal moze oksidirati molekule
viSestrukonezasi¢enih  masnih  kiselina §to dovodi do stvaranja lipidnog radikala.
Jednostrukonezasi¢ene masne kiseline kao i one zasi¢ene mnogo su manje reaktivne i obicno ne
sudjeluju u opisanim reakcijama. Lipidska peroksidacija pocinje reakcijom radikala dovoljne
reaktivnosti s viSestrukonezasi¢enom masnom kiselinom nakon ¢ega dolazi do Sirenja ili umnazanja
(engl. propagation), jer se od pocetne oksidacije, proces moze Siriti i dovoditi do nastanka lipidskih
hidroperoksida iz velikog broja masnih kiselina (SANTANAM i sur., 1998.; ABUJA i ALBERTINI,
2001.).

Citoplazmatska membrana spermija bogata je viSestrukonezasi¢enim masnim kiselinama
(PUFA). Dokozaheksaenska kiselina (DHA) ¢ini oko 50% ukupnih esterificiranih masnih kiselina u
spermijima (HALLIWELL i GUTTERIDGE, 1999.). Visoki udio PUFA daje membrani spermija
fluidnost potrebnu za fuziju s jajnom stanicom. Upravo PUFA su glavna meta oksidacije reaktivnim
spojevima (SIKKA, 1996., BROUWERS i GADELLA, 2003., KASIMANICKAM i sur., 2007.).
Peroksidacija membranskh PUFA pri oksidacijskom stresu smanjuje fluidnost membrane, a time
oplodnu sposobnost spermija. Pri tome kao peroksidaciju u najve¢oj mjeri uzrokuje prekomjerno
stvaranje superoksidnog radikala (GAVELLA, 1996.). Oksidacijski stres uzrokuje porast slobodnog
ionskog kalcija u stanici, smanjenje koncentracije ATP $to ima za posljedicu smanjenu pokretljivost
spermija (HALLIWELL i GUTTERIDGE, 1999.).

Lipidska peroksidacija narocito je izrazena u srednjem dijelu i repu smrznutih/odmrznutih
spermija 1 znacajno manje izrazena u glavi spermija, dok je antioksidativna aktivnost najizrazenija u
glavi svjezih spermija inkubiranih s t-butilhidroperoksidom (BROUWERS i GADELLA, 2003.)

Osim stani¢nih membrana ROS oste¢uje DNK (AGARWAL i sur., 2003.), a mogu potaknuti
oksidaciju sulfhidrilnih skupina u bjelanCevinama te na taj na¢in promijeniti strukturu, poremetiti
funkciju spermija te dovesti do smanjenja pokretljivosti spermija (KOVALSKI i sur., 1992.).

Glavni izvor ROS u ve¢im koncentracijama u nezrelim oblicima spermija su proksimalni i
distalni protoplazmatski mjehuri¢i koji se nalaze ispod glave ili na repu spermija (AGARWAL i sur.,
2008.). U sjemenu bikova i ovnova ROS primarno proizvode mrtvi spermiji (BANSAL i BILASPURI,
2011.). Sjemena plazma moze biti izvor ROS. Takoder, vazan izvor ROS su leukocti kod ljudi
(AGARWAL i sur., 2003.) kao i u sjemenu pastuha (BAUMBER i sur., 2002). ALADROVIC i sur.
(2013.) utvrdili su da oko 20% sjemena nerastova je kontaminirano leukocitima.

Vec¢ je napomenuto da se ROS stalno stvaraju u spermijima no, spermiji nakon pripusta ili
umjetnog osjemenjivanja putuju kroz Zenske spolne organe gdje su visoke razine kisika za vrijeme
procesa oplodnje. Zenski spolni sustav stvara ROS ili poti¢e njihovo stvaranje u spermijima (FUJII i
sur., 2003.) Sto pospjesuje kapacitaciju i akrosomsku reakciju u spermijima. Lipidska peroksidacija
izazvana niskim koncentracijama ROS pospjesuje vezanje spermija za zonu pelucidu i oslobadanje

nezasic¢enih masnih kiselina iz membrane spermija (De LAMIRANDE i sur., 1997.).



Spermiji koji su izloZeni? podvrgnuti? procesima pripreme za umjetno osjemenjivanje
(smrzavanje/otapanje) izloZeni su Stetnom djelovanju ROS u ve¢oj mjeri (BILODEAU i sur., 2000.).
Ucinak oksidacijskog stresa na oksidativna oStecenja spermija i smanjenje plodnosti prikazan

jenaslici 4.

Infekcija, upala ROS Ostecenja DNK,
(muski/zenski) > T (0,*, OH®, H,0,, —> Tbjelanéevina, lipida
OH , ONOO")
A
ANTIOKSIDANSI

(SOD, katalaza, GSH,
vitamini E i C, B-karoten)

v

OKSIDACIJSKI
v STRES

Kemokini l
T (IL-8, GRO-q)

Lipidska peroksidacija
T u spermijima

l

Smanjena pokretljivost, prezivljavanje,
kapacitacija, akrosomska reakcija,
FUNKCIJA SPERMIJA

l

l PLODNOST

Slika 4. Ucinak oksidacijskog stresa na oksidativna ostecenja spermija i smanjenje plodnosti (SIKKA,
1996.). (kljuéni pojmovi su masno otisnuti i u italic obliku slova)



2.4. ANTIOKSIDACIJSKI SUSTAV SJEMENA

Kao $to je ve¢ napomenuto, spermiji su neprestano izlozeni ROS koji se sintetiziraju
tijekom stvaranja i sazrijevanja spermija kao i nakon prijenosa u Zenske spolne organe pri
¢emu prolaze kroz biokemijske promjene koje se nazivaju kapacitacija spermija 1 pripremu za
oplodnju $to se naziva akrosomska reakcija.

Kako bi spermiji bili oplodno sposobni kada dospiju do jajne stanice bilo da se radi o
svjezem sjemenu ili sjemenu pripremljenom za umjetno osjemenjivanje sjeme treba imati
zaStitne mehanizme od oksidacije ROS 1 RNS kako ne bi doSlo do oksidacijskog stresa 1
ugibanja spermija prije oplodnje. Kako bi spermiji bili §to bolje zastieni od oksidacije u
samim spermijima kao i u sjemenoj plazmi nalazimo brojne molekule s antioksidativnim
djelovanjem (VALKO 1 sur., 2005.; VALKO 1 sur., 2006.). U membrani, citoplazmi i
organelama spermija i sjemenoj plazmi nalazimo enzime supreroksid dismutazu, glutation
peroksidazu, glutation reduktazu, katalazu, paraoksonazu 1. Takoder brojne su nenezimske
antioksidativne molekule prisutne kao $to su: glutation, piruvat, taurin, albumini, tioredoksin,
vitamioni E i C (ZINI i sur., 1993.; IRVINE, 1996.; RAIJMAKERS i sur., 2003.).

Antioksidansi mogu sprjecavati nastanak slobodnih radikala enzimski (superoksid
dismutaza, glutation reduktaza, katalaza, glutation peroksidaza), neenzimski zbog svog
redoks potencijala (glutation i tioredoksin sustav), kao i vezu¢i metale zeljezo 1 bakar
(ceruloplazmin, transferin, haptoglobin, feritin, mioglobin, albumini). Antioksidativno
djelovanje moze se oCitovati takoder u sprjeCavanju i ogranicavanju lancane reakcije stvaranja
1 Sirenja peroksidacije kojim putem djeluju: vitamini A, E, C, karotenoidi, ubikinoli, glutation,
glutation peroksidaza, mokra¢na kiselina. Ukoliko je oksidacijom neka molekula oStecena
moguce je obnavljanje ostecenih dijelova molekula ili uklanjanje pomocu lipaza, peptidaza,
proteaza, transferaza, enzima koji uklanjaju oSte¢enja DNK, ligaza, nukleaza, polimeraza,
proteinaza i fosfolipaza (SURAI, 2002.).

Zbog svoje specificne grade glave, oskudne citoplazme kao i ogranicene mogucnosti
sinteze aktivnost antioksidativnih enzima u spermijima je vrlo niska (AITKEN i sur., 1989.),
a kako su stanice bogate viSestrukonezasi¢enim masnim kiselinama vrlo su osjetljive na
peroksidaciju. FizioloSki slabiju zaStitu samih spermija kompenziraju antioksidativne
molekule u sjemenoj plazmi (AGARWAL i sur., 2003.).

U antioksidativnoj zastiti spermija sudjeluje veliki broj antioksidativnih spojeva. Pri

tome narocitu vaznost imaju enzimi superoksid dismutaza (FUJII i sur., 2003.; PEEKER i
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sur., 1997.), glutation peroksidaza (IMAI 1 sur., 2001.; VAISBERG 1 sur., 2005.), katalaza
(KOSKINEN i sur., 2002.) kao 1 glutation (RAIJMAKERS i sur., 2003.; IRVINE, 1996.).

2.4.1. Superoksid dismutaza (SOD)

Superoksid dismutaza (SOD, EC 1.15.1.1) je enzim koji katalizira reakciju razgradnje
superoksidnog radikala do molekule kisika i vodikovog peroksida. Stoga u fizioloSkim
uvjetima, SOD odrzava ravnoteznu koncentraciju superoksidnog radikala na niskoj razini, od
10"do 10" M (HALLIWEL i GUTTERIDGE, 1999.).

Kod sisavaca izdvojena su tri oblika SOD koji se razlikuju po metalima kofaktorima i
lokalizaciji u stanici i izvanstani¢nom prostoru. Superoksid dismutaza koja sadrzi cink i bakar
(bakar-cink superoksid dismutaza CuZnSOD) prisutna je najve¢im dijelom u citoplazmi, ali
ima je u lizosomima, peroksisomima, jezgri i prostoru izmedu vanjske i unutrasnje membrane
mitohondrija (HALLIWELL i GUTTERIDGE, 1999.). Cink stabilizira enzim i ne sudjeluje u
reakciji katalize superoksidnog radikala.

Organizam zivotinja osim CuZnSOD sadrzi 1 superoksid dismutazu koja u aktivnom
centru ima mangan - MnSOD (HALLIWELL 1 GUTTERIDGE, 1999.). U mitohondrijima u
lancu oksidativne fosforilacije dolazi do "curenja" superoksidnog radikala, aktivnost je
MnSOD to veéa $to je veci broj mitohondrija u tkivu.

Izvanstanicna SOD (EC-SOD) nalazi se u izvanstani¢noj teku¢in. Sadrzi Cetiri atoma
bakra i cinka, o¢ituje veliku SOD aktivnost, a kao 1 CuZnSOD inaktivira se cijanidom. Nalazi
se u tjelesnim tekucinama i izvanstanicnom matriksu tkiva (OOKAWARA i sur., 1998.).

Visoka aktivnost ovog izoenzima autvrdena je u epididimisu (MRUK i sur., 2002.).

Kao $to je napomenuto ranije upravo superoksidni radikal je potreban za kapacitaciju i
akrosomsku reakciju u malim koli¢inama, a ako se proizvodi u veé¢im koncentracijama dovodi
do oksidacijskog stresa (GAVELLA, 1996.), pa je promjena aktivnosti ovog enzima dobar

pokazatelj stupnja oksidacijskog stresa u stanicama.

2.4.2. Glutation peroksidaza (GSH-Px)

Glutation peroksidaza (EC 1.11.1.9) je enzim koji se nalazi u svim eukariotskim

stanicama. Glutation peroksidaza $titi stanice od oksidativnih oStecenja, uklanjajuéi vodikov
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peroksid 1 lipidne hidroperokside uz okisdaciju reduciranog glutationa. Enzim sadrzi Cetiri
atoma selena u obliku selenocisteina (BRIGELIUS-FLOHE, 1999.).

Glutation peroksidaza pripada skupini enzima, a identificirano je barem sedam
izoenzima GSH-Px i to citoplazmatska (cGSH-Px ili GSH-Px1), gastrointestinalna (GI-GSH-
Px ili GSH-Px2), plazmatska (pGSH-Px ili GSH-Px3), fosfolipid-hidroperoksidna (PH-GSH-
Px ili GSH-Px4) te glutation peroksidaze GSH-Px5 1 GSH-Px6 (BRIGELIUS-FLOHE, 1999.;
CEPELAK, 2009.). Razlikuju se po gradi, supstratu, ali sve sadrZe selen u aktivnom centru.

Fosfolipid-hidroperoksidna GSH-Px je narocito potrebna za embriogenezu i musku
plodnost (VAISBERG i sur., 2005.), a smanjena aktivnost ovoga enzima dovodi do smanjene
plodnosti (IMAI 1 sur., 2001., IMAI i NAKAGAWA, 2003.). Visoka aktivnost zabiljeZena je
u testesima (FUJII 1 sur., 2003.)

Epididimalnu GSH-Px (GSH-Px5) prvi su opisali GHYSELINCK i sur. (1989.).
Nalazi u epididimisu (FUJII I SUR., 2003.).

Glutation peroksidaza specificna za glavu spermija otkrivena je u testesima Stakora
2001. godine (PFEIFER i sur., 2001.). Molekulska masa sn-GSH-Px enzima je 34 kDa i u njoj
je sadrzano 80% ukupnog selena u spermijima. Pokazuje slicne osobine kao
fosfolipidhidroperoksidna GSH-Px od koje se razlikuje po N-terminalnoj sekvenci. Bioloska
uloga ovog izoenzima glutation peroksidaze je stabilizacija kondenziranog kromatina i zastita
DNK spermija od oksidacije, tako da se pri manjku selena u organizmu Stakora aktivnost sn-
GSH-Px smanjuje na tre¢inu §to rezultira ozbiljnim naruSavanjem kondenzacije kromatina

(PFEIFER 1 sur., 2001.).

2.4.3. Katalaza

Katalaza (EC 1.11.1.6) je enzim koji neposredno uklanja vodikov peroksid. Osnovna
uloga katalaze je razgradnja vodikovog peroksida putem katalaznog i/ili peroksidaznog oblika
reakcije. Pri fizioloSkim koncentracijama vodikovog peroksida glavnu ulogu u odstranjivanju
ima glutation peroksidaza (GSH-Px). Katalazna aktivnost se ocituje tek pri vecim
koncentracijama H,O,, Sto govori da je katalaza odgovorna za razgradnju peroksida u
uvjetima oksidacijskog stresa (HALLIWELL i GUTTERIDGE, 1999.). Za razliku od male
aktivnosti katalaze u spermijima kod ljudi i ovnova, u spermijima bikova aktivnost ovoga
enzima nije utvrdena (BILODEAU 1 sur., 2000.). U stanici se katalaza nalazi najvise u

peroksisomima. Prema tome vodikov peroksid nastao u peroksisomima oksidira katalaza, a
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onaj nastao u mitohondrijima, endoplazmatskoj mrezici i citoplazmi uklanja glutation
peroksidaza (HALLIWEL 1 GUTTERIDGE, 1999.).
Aktivnost katalaze u spermijima je vrlo niska/nemjerljiva (FUJII i sur., 2003.), uz

visoku aktivnost u sjemenoj plazmi (KOSKINEN, i sur., 2002).

2.4.4. Paraoksonaza 1

Paraoksonaza 1 (PONI; E.C. 3.1.8.1.) u serumu je esteraza ovisna o kalciju koja se
sintetizira u jetri, a u serum se izlucuje kao sastavni dio lipoproteina velike gustoce (engl.
high density lipoprotein, HDL). PON1 hidrolizira organofosfate te time ima vrlo vaznu ulogu
u detoksikaciji (MACKNESS 1 sur., 1998.). Medutim, istrazivanja su pokazala da PON1
sudjeluje 1 u zastiti serumskih lipoproteina od oksidativnih oSte¢enja jer hidrolizira oksidirane
fosfolipide te tako sprijeava njihovo nakupljanje u lipoproteinima male gustoce (engl. low
density lipoprotein, LDL) (AVIRAM 1 sur., 1999.), a ubrzava njihovo uklanjanje s
lipoproteina velike gustoce (engl. high density lipoprotein, HDL) (AVIRAM i sur., 1998.).

Osim §to osigurava prijenos PONI1 u serumu, HDL doprinosi 1 aktivnosti i stabilnosti
PONI1, a time posljedi¢éno i funkciji. S tim u vezi promjenjenoj aktivnosti vjerojatno
doprinose promjene sastava HDL i lipidnog okruzenja enzima (SORAN i sur., 2009.).
Izracunavanjem omjera PON1/HDL-C dobiva se uvid u specificnu aktivnost paraoksonaze.

Na aktivnost PON1 utjecu brojni ¢imbenici kao Sto su spol (ALI i sur., 2003.), dob,
hranidba, okolis te lijekovi i1 patofizioloski uvjeti (COSTA 1 sur., 2005.). ALI i sur. (2003.) su
utvrdili znacajno vece aktivnosti PON1 u serumu miSica u odnosu na muzjake dok su TURK 1
sur. (2005.) 1 MIYAMOTO 1 sur. (2005.) utvrdili znacajno vece vrijednosti kod krava nego
ILICIC i sur. (2013.) kod bikova.

Aktivnost PON1 u sjemenoj plazmi izrazito je mala i kod Zivotinja (ILICIC i sur.,
2013.) i u uzorcima zdravih muskaraca (VERIT i sur., 2009.; MARSILLACH i sur., 2011.).
Razlog tome je vjerojatno Cinjenica da je PON1 vezana za HDL koji je 1 kod ljudi 1 kod
bikova (BEER LJUBIC i sur., 2009.) u sjemenoj plazmi prisutan u vrlo niskoj koncentraciji.
Niske vrijednosti aktivnosti PON 1 u sjemenoj plazmi tumace se na razli¢ite nacine. VERIT i
sur. (2009.) su utvrdili povezanost niske aktivnosti PON1 u sjemenoj plazmi ljudi sa
smanjenom sposobnoS¢u oplodnje dok MARSILLACH 1 sur. (2011.) smatraju da su vrlo
niske vrijednosti koncentracije i aktivnosti PONI1 u sjemenoj plazmi ljudi posljedica

stani¢énog metabolizma te nemaju znacajnu biolosku funkciju.
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2.4.5. Glutation (GSH)

Glutation (GSH) je tripeptid sljede¢eg aminokiselinskog sastava: glutaminska kiselina,
glicin 1 cistein, €ija je struktura prvi puta otkrivena jo§ davne 1935. godine (MEISTER 1
ANDERSON, 1983.). Najkoncentriraniji je stani¢ni antioksidans. Sahrzi sulfhidrilnu skupinu
(SH-) 1 veliki redoks potencijal te odrzava unutraSnjost stanice u reduciranom stanju i
sudjeluje kao donor elektrona u reakciji katalize peroksida pomocu glutation peroksidaze.
Koncentracija mu se odrzava na dva nacina: de novo sinteza ili redukcija oksidiranog
glutationa pomoc¢u glutation reduktaze (FUJII 1 sur., 2003.). Oba su procesa ucinkovitija u
Sertolijevim stanicama te one osiguravaju visoku razinu glutationa u sjemenu, jer

spermatogene stanice imaju mnogo manji kapacitet obnavljanja glutationa (slika 5).

Spermiogenesis

/ Spermatozoon

Sertali cell Spermatogenic cells

Slika 5. U Sertolijevim stanicama se odvija de novo sinteza glutationa kao i redukcija pomocu
glutation reduktaze, spermatogene stanice imaju mnogo manji kapacitet obnavljanja

glutationa (FUJII 1 sur., 2003).
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3. ZAKLJUCCI

1.  uradu je opisan utjecaj oksidacijskog stresa na plodnost muskih rasplodnjaka

2. reaktivni spojevi dusika 1 kisika u fizioloSkim uvjetima neophodni su za normalno
odvijanje kapacitacije 1 akrosomske reakcije spermija

3. glavni izvor ROS u veéim koncentracijama su nezreli oblici spermija, mrtvi spermiji,
leukociti koji kontaminiraju sjeme

4.  spermije od oksidacijskog stresa Stite antioksidansi u spermijima i sjemenoj plazmi:
supreroksid dismutaza, glutation peroksidaza, katalaza, paraoksonaza 1, glutation,

tioredoksin, abumini, vitamini E i C
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5. SAZETAK

Utjecaj oksidacijskog stresa na plodnost muskih rasplodnjaka

Jedan od glavnih ¢imbenika loSe kvalitete sjemena, a time i reproduktivne funkcije muskih
zivotinja je upravo oksidacijski stres. Ovo se stanje razvija bilo da se radi o pove¢anom
stvaranju kisikovih i1 duSikovih reaktivnih spojeva (ROS/RNS) i/ili smanjenoj moguénosti
antioksidativne obrane zbog smanjene sinteze ili smanjenog unosa antioksidativnih spojeva
kao Sto su vitamin E, A, C, karotenoidi i selen. Membrana spermija sisavaca bogata je
viSestrukonezasi¢enim masnim kiselinama koje su osjetljive na peroksidaciju uzrokovanu
reaktivnim kisikovim spojevima. Zastita spermija od oksidacijskog stresa od najvece je
vaznosti. Spermiji i1 sjemena plazma sadrZze enzime superoksid dismutazu, glutaton
peroksidazu, katalazu, paraoksonazu 1, glutation, tioredoksin, albumine i vitamine E i C.
Sjemena plazma ima vecu koncentraciju antioksidansa od drugih bioloskih tekuéina te
nadoknaduje manju razinu ovih molekula prisutnih u spermijima.

Glavni izvor reaktivnih kisikovih spojeva su nezreli 1 mrtvi spermiji kao i leukociti koji

kontaminiraju sjeme.

Kljucne rijeci: spermiji, sjemena plazma, oksidacijski stres, antioksidansi
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6. ABSTRACT

Oxidative stress and antioxidants in male animal fertility

One of the most important factors contributing to poor quality semen and thus reproductive
functions of male animals has been reported to be oxidative stress. This condition develops
due to some or all of these factors: a) increased production of oxygen derived oxidants
commonly known as ROS; b) reduced antioxidant defense because of the reduced synthesis of
antioxidant molecules or c¢) a decreased intake of natural antioxidants such as vitamin E, A, C,
carotenoids and selenium. Mammalian spermatozoa membranes are rich in polyunsaturated
fatty acids (PUFA) and are sensitive to oxygen-induced damage mediated by lipid
peroxidation.

In order to maintain vital reproductive ability, a protective mechanism against oxidative stress
has great importance. To protect spermatozoa from oxidative stress, both spermatozoa and
seminal plasma contain antioxidants superoxide dismutase, glutathione peroxidases, catalase,
paraoxonase 1, glutathione, o-tocopherol, ascorbic acid, glutathione, thoredoxine and
albumin. Seminal plasma has a higher concentration of antioxidants than any other biological
fluid, including blood serum, which compensates for the low antioxidative capacity of
spermatozoa themselves.

The main source of ROS in immature forms of spermatozoa is considered to be proximal or
distal protoplasmic droplet, located below the head or on the tail in some of spermatozoa.
Such forms of immature sperms are not enduring and are infertile. In bovine and ram semen,
ROS are generated primarily by dead spermatozoa. Contaminating leukocytes in the ejaculate

are an important source of ROS in human and stallion semen.

Key words: spermatozoon, seminal plasma, oxidative stress, antioxidants
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