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RAZLIKE U AKTIVNOSTI ENZIMA:
BETA - GLUKURONIDAZE, AST I ARGINAZE U
EJAKULATIMA BIKOVA OVISNO O PLODNOSTI
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Dubravka Dejanovié¢, R. Mihajlovié¢

Sazetak

IstraZivanja su obavljena na dvije skupine bikova iz Centra za umjetno osjemenji-
vanje. U prvoj grupi bilo je 25 plodnijih bikova s non returnom od 60-75%, od kojih
jeuzet41 ejakulat. U drugoj grupi bilo je 18 bikova s niZim non returnom od 50-60%
od kojih je uzeto 39 ejakulata. Centrifugiranjem odvojena je sjemena plazma a
spermiji su razoreni hipotonijom te je odvojen ekstrakt spermija. U svakom uzorku
sjemene plazme i ekstrakta spermija odredena je aktivnost beta-glukuronidaze po
Fischmanu (1955), AST Boehringerovim test reagencijama, a aktivnost argi-
nazepo Brownu i Cohenu (1960). Aktivnosti suizraZene u 1 sjemene plazme
odnosno "U" na 107 spermija.

Rezultati pretraga obradeni su uobi¢ajenim statistiCkim metodama, a signifikant-
nost razlika izmedu plodnijih i manje plodnih bikova za svaki ferment usporedena
je t-testom. U ejakulatima bikova s visokim non returnom (60-75%) signifikantno
su vie aktivnosti arginaze u sjemenoj plazmi i ekstraktima spermija (P<0,005,
P<0,005), dok je aktivnost beta-glukuronidaze u sjemenoj plazmi bila signifikantno
niZa (P<0,005) u bikova s visokim non returnom. Aktivnosti AST nisu se signifi-
kantno razlikovale izmedu navedenih skupina bikova.

Smatramo da odredivanje aktivnosti arginaze i beta-glukuronidaze u sjemenoj
plazmi i spermijima moZe biti dobar pokazatelj kvalitete ejakulata i sposobnosti
spermija bikova za oplodnju.

Uvod

Posljednjih dvadesetak godina sve su ¢eS¢a istraZivanja mijene tvari u ejakulatima
sisavaca, te su mnogi autori utvrdili znatnu aktivnost u spermi domacih rasplodnjaka.
Na osnovi rezultata tih istraZivanja, odnosno odredivanjem aktivnosti enzima i razine
drugih biologki aktivnih tvari mogu se dopuniti uobi¢ajene makroskopske i mikroskopske
ocjene ejakulata. Najveci broj istraZivanja u tom smislu odnosi se na ejakulate bikova,
jer se njihova sperma najc¢e§¢e upotrebljava za umjetno osjemenjivanje. Ocjenom
intenziteta aktivnosti enzima ili razine lipida, aminokiselina i drugih sastojaka sjemene
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plazme i spermija moZe se odrediti sposobnost ejakulata za duboko smrzavanije (konzervi-
ranje spermija) kao i njihova sposobnost za oplodnju. Tako su Melita Herak i sur.
(1990) dokazali da je u kvalitetnih bikova s visokim "non return" testom signifikantno visa
razina ukupnih lipida, te vrlo jako signifikantno povecana razina kolesterina u spermijima
i sjemenoj plazmi. Herak i sur. jo§ su 1967. godine dokazali da je intenzitet aktivnosti
aspartat aminotransferaze (AST u daljnjem tekstu) u ejakulatima, a posebice u sjemenoj
plazmi nerastova, u svezi sa sposobno$¢u oplodnje spermija iz ejakulata. Sli¢ne su rezultate
dobili i drugi autori, pa je sigurno da Ce se nastaviti istraZivanja s ciliem da se odrede
bioloski pokazivaci svojstava najkvalitetnijih ejakulata bikova i ostalih rasplodnjaka, kao
i sposobnost za konzerviranje ejakulata.

Pregled literature

Nasim ranijim istraZivanjima (Melita Herak i sur., 1985) dokazano je da se
aktivnost beta-glukuronidaze u ejakulatima bikova mijenja s promjenama hormaonal-
nog statusa organizma rasplodnjaka gotovo u svakom mjesecu godine. Promjene tog
enzima u sjemenoj plazmi i spermijima odvijaju se paralelno tijekom ¢itave godine.

Promjene aktivnosti enzima arginaze mijenjale su se takoder ovisno o sezoni
godine i to paralelno s promjenama aktivnosti beta-glukuronidaze. U ekstraktu stanica
spermija te su promjene bile slabo izraZene i nesignifikantne, pa je ofigledno aktivnost
arginaze preteZno vezana uz funkcije stanica spermija. Svezu izmedu aktivnosti
beta-glukuronidaze i funkcije prostate u ljudi dokazao je Herrmann (1972).
Melita Herak i sur. (1986) istraZili su i promjene aktivnosti AST u ejakulatima
bikova tijekom godine i nasli da se mijenja svakog mjeseca u godini. Najvise aktivnosti
AST zabiljeZene su od 6. do 9. mjeseca u sjemenoj plazmi, a najniZe u stanicama
spermija tijekom 5., 6., 7. i 8. mjeseca, u vrijeme kada je i kvaliteta spermija najlosija.

Navedeni rezultati ponukali su nas da istraZimo povezanost izmedu aktivnosti
navedenih enzima (beta-glukuronidaza, AST, arginaza) u sjemenoj plazmi i ekstrak-
tima spermija bikova s visokim i niZim "non return" testom.

Vlastiti rad

Tijekom posljednje dvije godine u Centru za u.0. Zavoda za reprodukciju u
stoCarstvu Hrvatske u KriZevcima uzimali smo povremeno uzorke ejakulata bikova,
prilikom svakodnevnog poiucivanja ejakulata za razrjedivanje i pripremenje doza za
umjetno osjemenjivanje. Ejakulati su potjecali od kvalitetnih bikova simentalske
pasmine u dobi od dvije do sedam godina, jednako drZanih i hranjenih. Prema uspjehu
osjemenjivanja a na osnovi "non return” testa bikove smo podijelili na dvije skupine:
s visokim "non returnom" od 60-75% i niZim od 50-60%.

Uzorak ejakulata poslije makroskopske i mikroskopske ocjene centrifugirali smo
10 min na 3000 okretaja. Na taj na¢in odvojili smo sjemenu plazmu od stanica spermija
i odlili je. Na sediment spremija dodana je redestilirana voda u koli¢ini koliko je bilo
sjemene plazme, te je sadrZaj promjeSan. Drugoga dana, nakon §to su se raspale stanice
spermija djelovanjem hipotonije, centrifugiranje je ponovljeno i na taj na¢in odvojen
je ekstrakt spermija. U sjemenoj plazmi i ekstraktu spermija odredena je aktivnost
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beta-glukuronidaze modificiranom metodom Fischmana (1955), aktivnost AST
odredena je pomodu originalnih test reagenicja tvrtke "Boehringer”, a aktivnost
arginaze po metodi Browna i Cohena (1960).

Aktivnost enzima izraZena je u jedinicama na litru (UfL,) u sjemenoj plazmi. Zbog
razlike u koncentraciji spermija po mililitru aktivnost enzima u ekstraktima spermija
prera¢unana je u Jedlmcama (U) na 1000,000.000 spermija (10 )i

Aktivnost sva tri enzima odredena je u 39 ejakulata koji su potjecali od 18 bikova
s "non returnom” od 50-60%, te u 41 ejakulatu $to je potjecala od 25 bikova s ,,non
returnom’’ od 60-75%.

Rezultati odredivanja aktivnosti enzima obradeni su uobiCajenim statistiCkim
metodama kako je to opisao Petz (1970). Iz podataka odredena je aritmeticka sredina
(M), minimalna i maksimalna aktivnost, standardna devijacija (s), standardna pogreska
aritmeti¢ke sredine (sx) i koeficijent varijabilnosti (Kv). Signifikantnost razlika u
aktivnosti enzima usporedena je izmedu obje grupe t-testom po Studentu.

Rezultati i diskusija

Usporedujuéi dobivene rezultate prema non returnu utvrdili smo da je aktivnost
beta-glukuronidaze u spermijima bikova s nizim non returnom za oko 200 U niZa nego
u onih s vi§im non returnom, dok je u sjemenoj plazmi ta razlika jo§ veca i iznosi oko
1000 jedinica. Razlika u aktivnosti u sjemenoj plazmi pokazala se vrlo signifikantnom
(P<0,005). NiZa aktivnost beta-glukuronidaze u slabije plodnoj spermi (NR 50-60%)
potvrduje podatak da smo ranijim istraZivanjima prate¢i promjene aktivnosti istog
enzima u ejakulatima bikova tijekom godine nasli signifikantno najniZe vrijednosti
tijekom ljeta (Melita Herak i sur. 1985) kada je kvaliteta ejakulata, kao i sposob-
nost spermija za oplodnju najniza. Isto tako je i Anwar (1977) u svojoj disertaciji
dokazao da su ejakulati bikova s niskom aktivno§¢u beta-glukuronidaze najteze
podnosili smrzavanje, jer je nakon otapanja bio prevelik broj mrtvih spermija. U svezi
s navedenim saznanjima obavljeni su pokuSaji poboljSanja kvalitete i smrzljivosti
ejakulata bikova dodavanjem beta-glukuronidaze (Dubravka Dejanovi¢ isur.,
1993).

Tab. 1 - PROMJENE AKTIVNOSTI ENZIMA U SPERMIJIMA | SUIEMENOJ PLAZMI BIKOVA S NR
60-75%

Beta-glukuronidaza AST Arginaza
sp pl sp p! sp pl
N 41 41 41 4 41 41
M 572,04 4856,25 27,83 218,71 16,50 239,0
Min 210,0 1600,0 11,0 124,0 11,0 150,0
Max 1700,0 6200,0 65,0 375,0 28,0 330,0
s 399,61 1458.12 15,52 83,54 4.41 61,33
Sx 81,57 297,63 3,24 17,44 0,90 12,54
Kv 69,86 35,95 55,83 38,21 28,76 25,66
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Nadene razlike u aktivnosti AST u sjemenoj plazmi i ekstraktima spermija bikova s
visim i niZim non returnom nisu se pokazale signifikantnima, iako su u bikova s niZirh non
returnom aktivnosti bile vise. Taj se podatak slaze s miSljenjem da je aktivnost AST u
sjemenoj plazmi povezanas o§te¢enjem staniéne membrane spermija, te iz stanica spermija
AST ulazi u sjemenu plazmu. Jasno, da su vec¢ slabo oSteceni spermiji slabije sposobni za
oplodnju u odnosu na neoStecene. Navedeno misljenje potvrduju i nasa istraZivanja
promjena aktivnosti AST tijekom godine (Melita Herak i sur. 1985), kada smo u
lipnju, srpnju i kolovozu nasli najniZe aktivnosti AST u stanicama spermija, a najvisu u
sjemenoj plazmi i to u mjesecima kada je sposobnost spermija bikova za oplodnju najniZa.
Breeuwsma (1972) je takoder na osnovi'non return” metode ustanovio da bikovi s
visokom plodnos§éu imaju visoku aktivnost AST u spermijima.

Krystina Swidowicz i StrzeZek (1986) utvrdili su naglo povecanje
aktivnost AST poslije smrzavanja i otapanja spermija bikova, Sto potvrduje da se
navedeni enzimi oslobadaju u sjemenu plazmu poslije oStecenja spermija, $to je u ovom
slu¢aju bilo uzrokovano dubokim smrzavanjem. Poznato je da je AST bilokularni
enzim tj. da je naden i u citoplazmi i u mitohondrijima stanica spermija, pa je logi¢no
da mu se povecCava aktivnost u izvanstani¢noj tekucini poslije oSteCenja spermija.
Izlazak AST u ekstracelularnu tekuéinu mijenja svojim smanjenim djelovanjem u
mitohondrijima stupanj oksidacione fosforilacije, koja je u svezi sa sintezom ATP-a
neophodna za gibanje spermija, pa se i na taj nacin smanjuje sposobnost za oplodnju
spermija.

Tgbéoz/. - PROMJENE AKTIVNOSTI ENZIMA U SPERMIJIMA | SIEMENOJ PLAZMI BIKOVA S NR
50-60%

Beta-glukuronidaza AST Arginaza

sp pl sp pl sp pl

N 39 39 39 39 39 39
M 784,34 5885,91 33,8 2557 11,9 189,2
Min 250,0 2500,0 12,5 95,0 50 127,0
Max 2000,0 7200,0 152,9 360,0 20,0 310,0
s 587,30 1423,19 13,73 75,72 542 4716
Sx 142,45 345,17 3,33 18,36 1,31 11,43
Kv 74,88 27,98 40,63 29,61 45,61 2492

Aktivnost arginaze u ekstraktima spermija i u sjemenoj plazmi bikova s visokim
non returnom bila je vrlo signifikantno visa (P<0,005, P<0,005) u odnosu na spermije
i sjemenu plazmu bikova s niZim non returnom. Aktivnosti arginaze u sjemenoj plazmi
bile su u oba slu¢aja oko 15 puta vise nego u spermijima iako je prosjecna aktivnost u
sjemenoj plazmi plodnijih bikova bila mnogo vifa (239 U) nego u manje plodnih
bikova (189,2). O vaZnosti arginaze i odnosu njezine aktivnosti s hormonalnom
regulacijom ima malo podataka. Poznato je njeno djelovanje u funkciji jetre u svezi s
ornitinskim ciklusom. Povecana aktivnost arginaze dokazana je u mlije¢noj Zlijezdi,
testesima i bubregu, a injekcijama kortikosteroida moZe se inducirati sinteza tog
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enzima (Berke§ i TomasSevié-Berke$§, 1975).

Reyero i Dorner (1975) dokazali su da arginaza sudjeluje u sintezi prolina,
glutaminske kiseline, putrescina te spermidina i spermina, $to redovito nalazimo u
ejakulatima ljudi i nekih sisavaca, a potjecu iz akcesornih spolnih Zlijezda, koje su pod
hormonalnom kontrolom. IstraZivanja aktivnosti arginaze u svezi sa spermatogenezom
i kvalitetom sperme nastavit ¢emo i dalje.

Zakljuéci

Odredivanje aktivnosti beta-glukuronidaze i arginaze u spermijima i sjemenoj
plazmi bikova dobar su pokazatelj sposobnosti za oplodnju spermija u ejakulatu.

U ejakulatima bikova s niZim non returnom od 50-60% signifikantno su manje
aktivnosti arginaze u spermijima i sjemenoj plazmi (P<0,005, P<0,005), a poveéana
je aktivnost beta-glukuronidaze u sjemenoj plazmi istih bikova.

Aktivnosti AST u spermijima i sjemenoj plazmi plodnijih bikova (NR 60-75%)
bile su nesignifikantno niZe, pa moZemo zakljuciti da je ipak manji postotak ostec¢enih
spermija u ejakulatima bikova s niskim non returnom.
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DIFFERENCES IN ACTIVITY OF ENZYMES BETA-GLUCURONIDASE, AST AND ARGINASE IN
THE EJACULATES OF THE BULLS WITH THEIR FERTILITY

Summary

In 39 ejaculates of 18 bulls with the "non return” of 50-60%, and in 41 ejaculates of 25 bulls with
the "non return" of 60-75%, the simenthal breed from the Center for artificial insemination, activity
changes of enzymes beta-glucuronidase, AST and arginase were determined by using customary
chemical methods, separatelly for sperm and seminal plasma. The total of 480 determination were
performed. The results of the determination were statistically analyzed, for both groups of bulls and
compared by T-test.

In the ejaculates of bulls with higher "non return" activities of arginase were significantly higher in
the sperms and in the semen plasma (P < 0,05, P < 0,05) than in the ejaculates of bulls with "non
return” of 50-60% . The activity of beta-glucuronidase in the semen plasma of bulls with higher "non
return” was significantly lower than in the first group of bulls (P < 0,05). Differences of AST activities
between both groups of bulls were nonsignificant. Determination of enzymatic activity of arginase and
beta-glucuronidase in the semen plasma and sperms of bulls could be a very good indicator for the
quality of ejaculate and fertilizing capacity of the sperm.
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