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Utjeca) oksidacijskog stresa na plodnost
muskih rasplodnjaka

Oxidative stress and antioxidants in male
animal fertility

Aladrovic, J.*, Z. Lovric, L.Vrankovic, B. Beer Ljubi¢, A. Prevendar Crnic,
M. Lojkic, I. Maijic Bali¢

Sazetak

edan od glavnih ¢imbenika lose kvalitete sjemena, a time i reproduktivne funkcije muskih Zivotinja, upra-

vo je oksidacijski stres. To se stanje razvija bilo da se radi o pove¢anom stvaranju kisikovih i dusikovih

reaktivnih spojeva (ROS/RNS) bilo smanjenoj mogucnosti antioksidacijske obrane zbog smanjene sinte-

ze ili unosa antioksidacijskih spojeva kao sto su vitamin E, A, C, karotenoidi i selen. Membrana spermija
sisavaca bogata je visestruko nezasi¢enim masnim kiselinama koje su osjetljive na peroksidaciju uzrokovanu
reaktivnim kisikovim spojevima. Zastita spermija od oksidacijskog stresa od najvece je vaznosti. Spermiji i
sjemena plazma sadrzavaju enzime superoksid-dismutazu, glutaton-peroksidazu, katalazu, paraocksonazu
1, glutation, albumine i vitamine E i C. Sjemena plazma ima vecu koncentraciju antioksidansa od drugih bi-
oloskih tekucina te nadoknaduje manju razinu ovih molekula prisutnih u spermijima. Glavni izvor reaktivnih
kisikovih spojeva jesu nezreli i mrtvi spermiji kao i leukociti koji kontaminiraju sjeme.

Kljué€ne rijeci: spermiji, siemena plazma, oksidacijski stres, antioksidansi

Abstract

One of the most important factors contributing to poor quality semen and thus the reproductive func-
tions 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 vitamins E, A and 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 aga-
inst oxidative stress has great importance. To protect spermatozoa from oxidative stress, both spermato-
zoa and seminal plasma contain the antioxidants superoxide dismutase, glutathione peroxidases, catalase,
paraoxonase 1, glutathione, <-tocopherol, ascorbic acid, glutathione and albumin. Seminal plasma has a
higher concentration of antioxidants than any other biological fluid, which compensates for the low an-
tioxidative capacity of the spermatozoa themselves. The main sources of ROS are immature forms and
dead spermatozoa, and leukocytes in the semen.
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Uvod

Reproduktivni sustav muskih Zivotinja proizvo-
di spermije, sudjeluje u parenju te proizvodi i luci
brojne hormone koji u sprezi sa Zivéanim sustavom
reguliraju rast, spolno sazrijevanje i reproduktivnu
funkciju muzjaka.

Za prezivljavanje i funkciju spermija nuzna je rav-
noteza izmedu prooksidacijskih i antioksidacijskih
mehanizama, u protivnom se razvija oksidacijski
stres. Muski reproduktivni sustav, pa tako i spermij,
izlozeni su reaktivnim kisikovim i dusikovim spoje-
vima koji se sintetiziraju u mitohondrijima. Takoder,
spermiji su izlozeni kisiku prilikom prirodnog pripu-
sta kao i prilikom polutivanja sjemena, manipula-
Cije i pripreme sjemena za osjemenjivanje. Uvjeti u
Zenskim reproduktivnim organima potic¢u 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. Spermije stiti od oksidacijskih
ostecenja velik broj antioksidacijskih molekula u sje-
menoj plazmi i spermijima.

Reprodukcijski sustav

Fiziologija reprodukcije muskih Zivotinja obuhva-
¢a proizvodnju i sazrijevanje muskih spolnih stanica
i prenoSenje spermija u Zenske reproduktivne orga-
ne. Muski reprodukcijski organi sastoje se od parnih
muskih spolnih Zlijezda sjemenika (testis, orchis), od
nuzsjemenika (epididymis), sjemenovoda (ductus
deferens), mokracnice (urethra), dodatnih spolnih
Zlijezda (glandulae genitales accessoriae) i muskog
kopulacijskog organa (penis). Sjemenici stvaraju sje-
menske stanice i hormone, u nuzsjemenicima sper-
miji sazrijevaju (Cerveny i sur., 2009.), a dodatne
spolne Zlijezde izlucuju fruktozu, limunsku kiselinu,
cink, kalcij, citrate, fosfate te bjelancevine, Sto €ini
povoljan medij za prezivljavanje spermija do oplod-
nje jajne stanice (Cergolj i Samardzija, 2006).

Reprodukcijska aktivnost pod nadzorom je osi
hipotalamus-hipofiza-sjemenik. Podrazaji iz okolisa
djeluju na sredisnii Zivéani sustav, neurotransmiteri-
ma se informacija prenosi u hipotalamus koji putem
hormona koji oslobada gonadotropine potice hipofi-
zu na lucenje folikulostimuliraju¢eg hormona (FSH)
i luteiniziraju¢eg hormona (LH). Ti hormoni dovode
do stvaranja i sazrijevanja spermija te sinteze i izlu-
¢ivanja steroidnih hormona testosterona i estrogena
nuznih za spermatogenezu i sazrijevanje spermija te
oplodnu sposobnost muskih rasplodnjaka (Dukes
2015.; Guyton i Hall, 2006.).
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Grada spermija

Sjeme ili sperma sastoji se od stani¢nog dije-
la i sjemene plazme. Pritom spermiji ¢ine oko 98 -
99,75 % stanica. Prosjetan volumen, broj spermija,
pH-vrijednost ejakulata te sastav sjemene plazme
razlikuju se od vrste do vrste (tablica 1, Setchell,
2014.). U ejakulatu mogu biti prisutne i epitelne sta-
nice, eritrociti i leukociti (Jeyendran, 2003.).

Spermiji su stanice koje se po brojnim karakteri-
stikama razlikuju od drugih tjelesnih stanica. Speci-
ficna su izgleda, ne mogu se dijeliti ni rasti. Pokretne
su zahvaljujuci pokretima repa spermija te mogu
prezivljavati in vivo i in vitro. Nastaju u testisima, u
procesu spermatogeneze, tj. stvaranja spermato-
zoida, a sazrijevaju u epididimisu (Kaya i sur., 2014.;
Dukes, 20715.). Epididimis izlucuje tekucinu bogatu
bjelantevinama i steroidima s ciljem zastite spermi-
ja od Stetnoga djelovanja slobodnih radikala i drugih
kemijskih tvari.

Spermiji se sastoje iz glave, vrata i tijela te
repa (slika 1). Glava spermija asimetri¢na je oblika,
¢ini osnovu stanice spermija (Cergolj i Samardzija,
2006.; Setchell, 2014.). Na prednjoj je strani po-
krivena akrosomom. Integritet akrosome nuzan je
za uspjesnu oplodnju i svaka promijena propusnosti
akrosomske i/ili stanicne membrane dovodi do gu-
bitka sadrzaja akrosome i nesposobnosti spermija
da prodre u jajnu stanicu (Parkinson, 1996.). U cito-
plazmi glave spermija nalazimo DNK, RNK, kromatin
te enzim alkalnu fosfatazu. Glavu s repom spaja tije-
lo koje je pokreta¢ spermija. U tijelu se nalaze mito-
hondriji, bjelancevine, lipidi, ugljikohidrati.

Sazrijevanje spermija nakon ejakulacije nastavlja
se u spolnim organima Zenki gdje se uklanjaju inhi-
bicijski faktori ¢ime spermiji postaju sposobni za
oplodnju. Taj se proces naziva kapacitacija, a obilje-
Zavaju ga promijene u propusnosti akrosome, egzo-

Slika 1. Spermiji nerasta. Bojanje po Papanicolaou. 100x
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Tablica 1. Sastav sjemena domacih Zivotinja (Setchell, 2014.).

BIK OVAN JARAC NERAST PASTUH
Sjeme

% suhe tvari 9,5 14,8 - 4,6 4,3
pH 6,48-6,99 5,9-7.3 - 6.85-7,9 6,2-7,8
Specifitna masa 1.035 - - 1,013
Koncentracija spermija (*10%/mL) 3-20 20-50 10-50 0,25-3,5 0.3-8
% spermija 10 33 - 2 3
Volumen sjemena (mL) 2-10 0,5-2,0 0,5-2,5 150-500 20-300

Sjemena plazma
Askorbinska kiselina mg/100 mL) 8.7 5,0 - - -
Hidrogenkarbonat (mmol/L) 7.0 7,1 - - -
Kalcij (mmol/L) 9,3 1,9 - - 6.5
Klor (mmol/L) 49 18 - 96 -
Limunska kiselina (mg/100 mL) 357-1000 137 - 36-325 8-53
Fruktoza (mg/100 mL) 120-540 150-600 - 20-40 <1
Glutaminska kiselina (mg/100 mL) 35-41 76 - - -
Glicerilfosforilkolin (mg/100 mL) 110-500 1600-2000 | 1400-1600° 10-2402 40-110
Inozitol (mg/100 mL) 25-46 10-15 - 380-610 19-47
Magnezij (mmol/L) 3.4 2.4 - - 3,8
Monozidaza (U/mL) 400 50 - - -
Kalij (mmol/L) 44 23 - 16 26
Proteini (g/L) 30-80 - - - -
Natrij (mmol/L) 7 78 - 122 14
Sorhitol (mg/100 mL) 10-136 26-120 - 6-18 20-60

°-sjeme ukupno

citoza enzima hijaluronidaze i akrozina Sto se naziva
akrosomska reakcija (Shadan i sur., 2004.; Setchell,
2014.). Navedeni enzimi otapaju granuloza-stanice
¢ime je omogucen ulazak genetskog materijala u ci-
toplazmu jajne stanice. Pri kapacitaciji dolazi do ukla-
njanja kolesterola (Beer Ljubic i sur., 2009.) iz mem-
brane spermija te se mijenja fluidnost i propusnost
membrane za kalcij, bikarbonate i vodikov peroksid.
Odredivanje koncentracije kolesterola i fosfolipida te

izratunavanje omijera tih dvaju pokazatelja vazan je
marker kvalitete sjemena (Beer Ljubic¢ i sur., 2012.).

Nezreli oblici spermija imaju proksimalnu ili dis-
talnu protoplazmatsku kapljicu (slika 2) koja se na-
lazi ispod glave ili na repu spermija. Takvi su nezreli
oblici spermija neotporni i afertilni (Banaszewska
i sur., 2015.). Upravo ti spermiji, kao i mrtvi obli-
ci, glavni su izvor slobodnih radikala u sjemenu
(Halliwel i Gutteridge, 1999.).
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Slika 2. Mrtvi spermij (MS) nerasta i prisustvo

protoplazmatske kape (PK) na spermiju. Bojenje eozin-
nigrozin, 100x

Sastav sjemene plazme

Udio sjemene plazme u sjemenu, ovisno o zi-
votinjskoj vrsti, iznosi od 50 do 90 % (tablica 1).
Sjemena plazma nastaje u akcesornim spolnim zi-
jezdama, posebice sjemenoj vrecici te epididimisu,
manjim dijelom cini je sekret sjemenih kanalica i
sjemenovoda. Sadrzava elemente cink, kalcij, ba-
kar, natrij, magnezij, kalij, mangan, fosfate, sulfate,
kloride, bikarbonate, limunsku kiselinu, fruktozu,
aminokiseline, enzime, prostalglandine i vitamine
C.B, A, DiE (Peschisur., 2006.; Setchell, 2014.).
Sastav sjemene plazme ovisi o funkciji reproduktiv-
nih organa, prije svega akcesornih spolnih Zlijezda,
ali i o funkciji, metabolickoj aktivnosti i integritetu
stani¢ne membrane spermija. Osobito se to odnosi
na koncentraciju kalcijevih iona, buduci da oni sudje-
luju u procesima kapacitacije spermija i akrosomske
reakcije (Witte i Schafer-Somi, 2007.). Takoder, ne
moze se iskljuciti utjecaj otpustanja kalcija, fosfata
i magnezija u plazmu tijekom akrosomske reakcije i
nakon smrti pojedinih spermija na koncentraciju mi-
nerala u sjemenoj plazmi. Takoder, sjemena plazma
ima vecu koncentraciju/aktivnost antioksidacijskih
molekula nego druge bioloske tekucine te je na taj
nacin kompenziran niski antioksidacijski kapacitet
spermija (Agarwal i sur., 2003.; Gurler i sur., 2015.).

Antioksidacijski sustav sjemena

Kako bi spermiji bili oplodno sposobni kada dospi-
ju do jajne stanice, bilo da se radi o sviezem sjemenu
bilo sjemenu pripremljenom za umjetno osjeme-
njivanje, sjeme treba imati zastitne mehanizme od
oksidacije ROS i RNS kako ne bi doslo do oksidacij-
skog stresa i ugibanja prije oplodnje. U membrani,
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citoplazmi i organelama spermija i sjemenoj plazmi
nalazimo enzime supreroksid-dismutazu, glutation-
peroksidazu, glutation-reduktazu, katalazu, para-
oksonazu 1 (Vaisberg i sur., 2005.; Baumber i Ball,
2005.; Perumal, 2014.). Takoder su prisutne i broj-
ne neenzimske antioksidacijske molekule: glutation,
piruvat, taurin, albumini, tioredoksin, vitamioni E i
C (zini i sur., 1993.; Irvine, 1996.; Raijmakers i sur.,
2003.).

Antioksidansi mogu sprjecavati nastanak slobod-
nih radikala enzimski (superoksid-dismutaza, glu-
tation-reduktaza, katalaza, glutation-peroksidaza),
neenzimski zbog svog redoks-potencijala (glutation
i tioredoksin sustav), kao i vezuci metale Zeljezo i
bakar (ceruloplazmin, transferin, haptoglobin, feri-
tin, mioglobin, albumini). Antioksidacijsko djelovanje
moze se ocitovati takoder u spriecavanju i ograni-
tavanju lan¢ane reakcije stvaranja i Sirenja peroksi-
dacije, kako djeluju vitamini A, E, C, karotenoidi, ubi-
kinoli, glutation, glutation-peroksidaza i mokracna
kiselina. Ako je oksidacijom neka molekula ostecena,
moguce je obnavljanje njezinih ostecenih dijelova ili
uklanjanje pomocu lipaza, peptidaza, proteaza, tran-
sferaza, enzima koji uklanjaju ostecenja DNK, ligaza,
nukleaza, polimeraza, proteinaza i fosfolipaza (Su-
rai, 2002.).

Zbog specifitne grade glave, oskudne citoplaz-
me kao i ogranicene mogucnosti sinteze aktivnost
antioksidacijskih enzima u spermijima vrlo je niska
(Aitken i sur., 1989.), a kako su stanice bogate vi-
Sestruko nezasi¢enim masnim kiselinama, vrlo su
osjetljive na peroksidaciju. Fizioloski slabiju zastitu
samih spermija kompenziraju antioksidacijske mole-
kule u sjemenoj plazmi (Agarwal i sur., 2003.; Kadir-
veisur., 2014.).

Superoksid-dismutaza (SOD)

Superoksid-dismutaza (50D, EC 1.15.1.1) jest en-
zim koji katalizira reakciju razgradnje superoksidnog
radikala do molekule kisika i vodikova peroksida.
Stoga u fizioloskim uvjetima SOD odrzava koncen-
traciju superoksidnog radikala na razini od 10° do
10" M (Halliwel i Gutteridge, 1999.).

Kod sisavaca su izdvojena tri oblika SOD-a koji
se razlikuju po metalima kofaktorima i lokalizaciji u
stanici i izvanstanicnom prostoru. Superoksid-dis-
mutaza, koja sadrzava cink i bakar (bakar-cink su-
peroksid-dismutaza, CuZnSQD), prisutna je najvecim
dijelom u citoplazmi, ali je nalazimo i u lizosomima,
peroksisomima, jezgri te prostoru izmedu vanjske i
unutarnje membrane mitohondrija (Halliwell i Gutte-
ridge, 1999.). Cink stabilizira enzim i ne sudjeluje u
reakciji katalize superoksidnog radikala.
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Organizam Zivotinja, osim CuZnSOD, sadrzava i
superoksid-dismutazu koja u aktivnom centru ima
mangan - MnSOD (Halliwell i Gutteridge, 1999.). Taj
ga izoenzim u mitohondrijima pri curenju superok-
sidnog radikala u lancu oksidacijske fosforilacije
uklanja te je aktivnost MnSOD-a to veca sto je broj
mitohondrija u tkivu veci.

Izvanstani¢ni SOD (EC-S0D) nalazi se u izvansta-
ni¢noj tekucini. Sadrzava cetiri atoma bakra i cinka,
otituje veliku SOD aktivnost, a kao i CuZnS0D, inak-
tivira se cijanidom. Nalazi se u tjelesnim tekucinama
i izvanstanitnom matriksu tkiva (Ookawara i sur.,
1998.). Visoka aktivnost ovog izoenzima utvrdena je
u epididimisu (Mruk i sur., 2002.).

Kao Sto je spomenuto, upravo je superoksidni ra-
dikal potreban za kapacitaciju i akrosomsku reakciju
u malim koli¢inama, a ako se proizvodi u vecim kon-
centracijama, dovodi do oksidacijskog stresa (Gave-
lla, 1996.), pa je porast aktivnosti ovog enzima dobar
pokazatelj pojave oksidacijskog stresa u stanicama.
Aktivnost SOD-a se hladenjem spermija i zamrza-
vanjem smanjuje (Chatdarong i sur., 2012.) te je u
pozitivnoj korelaciji s pokretljivos¢u spermija nakon
manipulacije i odmrzavanja (Buffone i sur., 2012.).

Glutation-peroksidaza (GSH-Px)

Glutation-peroksidaza (EC 1.11.1.9) pripada skupi-
ni enzima peroksidaza koje se nalaze u svim eukari-
otskim stanicama. Stiti stanice od oksidacijskih oste-
¢enja, uklanjajuci vodikov peroksid i lipidne hidrope-
rokside uz oksidaciju reduciranog glutationa. Enzim
sadrzava cetiri atoma selena u obliku selenocisteina
(Bhabak i Mugesh, 2010). Identificirano je najma-
nje 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 i GSH-Px6 (Cepe-
lak, 2009.). Razlikuju se po gradi, supstratu, ali sve
sadrzavaju selen u aktivnom centru.

Fosfolipid-hidroperoksidna GSH-Px osobito je po-
trebna za embriogenezu i musku plodnost (Vaisberg
i sur., 2005.), visoka aktivnost zabiljezena je u testi-
sima (Fujii i sur., 2003.). Smanjena aktivnost ovoga
enzima dovodi do smanjene plodnosti (Imai i sur.,
2001.; Imai i Nakagawa, 2003.). Glutation-peroksida-
zu iz epidimisa (GSH-Px5) prvi su opisali Ghyselinck i
sur. (1989.), a vazna je i u zastiti spermija (Fujii i sur.,
2003.).

Glutation-peroksidaza specificna za glavu sper-
mija (sn-GSH-Px) otkrivena je u testisima Stako-
ra 2001. godine (Pfeifer i sur., 2001.). Molekularna
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masa sn-GSH-Px enzima je 34 kDa i u njoj je sadrzano
80 % ukupnog selena u spermijima. Pokazuije sli¢na
svojstva kao fosfolipid-hidroperoksidna GSH-Px od
koje se razlikuje po N-terminalnoj sekvenciji. Biolos-
ka uloga ovog izoenzima glutation-peroksidaze je
stabilizacija kondenziranog kromatina i zastita DNK
spermija od oksidacije, tako da se pri manijku selena
u organizmu Stakora aktivnost sn-GSH-Px smanjuje
na trecinu sto rezultira ozbiljnim narusavanjem kon-
denzacije kromatina (Pfeifer i sur., 2001.).

Katalaza

Katalaza (EC 1.11.1.6) takoder je enzim koji uklanja
vodikov peroksid. Za razliku od GSH-Px u katalizi nije
potrebna prisutnost kofaktora glutationa. Pri fizio-
loskim koncentracijama vodikova peroksida glavnu
ulogu u uklanjanju ima GSH-Px. Katalazna se aktiv-
nost ocituje tek pri vecim koncentraciiama H,0,,
Sto govori da je katalaza odgovorna za razgradnju
peroksida u uvjetima oksidacijskog stresa (Halliwell
i Gutteridge, 1999.). Za razliku od male aktivnosti ka-
talaze u spermijima kod ljudi i ovnova, u spermijima
bikova aktivnost ovoga enzima nije utvrdena (Bilode-
au i sur., 2000.). U stanici se katalaza nalazi najvise
u peroksisomima, tako da vodikov peroksid nastao
u peroksisomima oksidira katalaza, a onaj nastao u
mitohondrijima, endoplazmatskoj mrezici i citoplaz-
mi, uklanja GSH-Px (Halliwel i Gutteridge, 1999.).

Aktivnost katalaze u spermijima vrlo je niska (Fu-
jiii sur., 2003.), uz visoku aktivnost u sjemenoj plaz-
mi (Ball i sur., 2000.; Koskinen, i sur., 2002.).

Paraoksonaza 1

Paraoksonaza 1 (PONT; EC 3.1.8.1.) u serumu jest
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).
Paraoksonaza 1 hidrolizira organofosfate te time
ima vrlo vaznu ulogu u detoksikaciji (Litvinov i sur.,
2012.). No, istrazivanja su pokazala da PON1 sudje-
luje i u zastiti serumskih lipoproteina od oksidacij-
skih ostecenja jer hidrolizira oksidirane fosfolipide te
tako sprjetava njihovo nakupljanje u lipoproteinima
male gustoce (engl. low density lipoprotein, LDL)
(Aviram i sur., 1999.), a ubrzava njihovo uklanjanje s
HDL-om (Aviram i sur., 1998.).

Osim Sto osigurava prijenos PONTu serumu, HDL
pridonosi i aktivnosti i stabilnosti PON1, a time po-
sljedi¢no i funkciji. S tim u vezi, promijenjenoj aktiv-
nosti vijerojatno pridonose promjene sastava HDL-
a i lipidnog okruzenja enzima (Soran i sur., 2009.).
Izracunavanjem omjera PON1/HDL-C dobiva se uvid
u specificnu aktivnost paraoksonaze.




Na aktivnost PONT1 utjecu brojni ¢imbenici kao sto
su spol (Ali i sur., 2003.), dob, hranidba, okolis te
liiekovi i patofizioloski uvjeti (Costa i sur., 2005.).
Utvrdene su znatno vece aktivnosti PONT u serumu
misica u odnosu na muzjake (Ali i sur., 2003.), kod
krava (Turk i sur., 2005.; Miyamoto i sur., 2005.) u
odnosu na bikove (Ili¢i¢ i sur., 2013.).

Aktivnost PON1u sjemenoj plazmiizrazito je mala
i kod Zivotinja (llici¢ i sur., 2013.) i u uzorcima sjeme-
ne plazme zdravih muskaraca (Verit i sur., 2009.;
Marsillachi sur., 2011.). Razlog tomu je vjerojatno ¢i-
nienica da je PON1vezan za HDL koji je i kod ljudi i kod
bikova (Beer Ljubic i sur., 2009.) u sjemenoj plazmi
prisutan u vrlo niskoj koncentraciji. Niske vrijednosti
aktivnosti PON1 u sjemenoj plazmi tumace se na ra-
zlicite nacine. Verit i sur. (2009.) utvrdili su poveza-
nost niske aktivnosti PONTu sjemenoj plazmi ljudi sa
smanjenom sposobnoscu oplodnje, dok Marsillach i
sur. (2011.) smatraju da su vrlo niske vrijednosti kon-
centracije i aktivnosti PON1 u sjemenoj plazmi Ljudi
posljedica stani¢nog metabolizma te smatraju kako
ovaj enzim nema vaznu biolosku funkciju u sjemenu.

Glutation (GSH)

Glutation (GSH) je tripeptid (glutaminska kiselina,
glicin i cistein) koji je najkoncentriraniji stani¢ni anti-
oksidans. Sadrzava sulfhidrilnu skupinu (SH-) i veliki
redoks-potencijal te odrzava unutrasnjost stanice u
reduciranom stanju i sudjeluje kao donor elektrona
u reakciji katalize peroksida pomocu glutation-pe-
roksidaze. Koncentracija mu se odrzava de novo sin-
tezom ili redukcijom oksidiranog glutationa pomo-
¢u glutation-reduktaze (Fujii i sur., 2003.). Oba su
procesa ucinkovitija u Sertolijevim stanicama te one
osiguravaju visoku razinu glutationa u sjemenu, jer
spermatogene stanice imaju mnogo maniji kapacitet
obnavljanja glutationa (Fuijii i sur., 2003.).

Interakcija ROS-a i antioksidacijskog sustava u
fizioloskim uvjetima

Pri fizioloskim uvjetima spermiji koji imaju oplod-
nu sposobnost proizvode reaktivne kisikove spojeve
(ROS) u malim koncentracijama. Mjesta sinteze ROS-
a u spermijima nisu poznata, no u somatskim stani-
cama nastaju u lancu transporta elektrona u mito-
hondrijima, u metabolizamu masnih kiselina u perok-
sisomima, citokrom P-450 reakcijama i u fagocitima
(Beckam i Ames, 1998.). Reaktivni kisikovi spojevi:
superoksidni radikal, vodikov peroksid i dusikov ok-
sid nuzni su za normalno odvijanje kapacitacije, akro-
somske reakcije spermija i stabilizacije membrane
mitohondrija u srednjem dijelu spermija (De Lami-
rande i sur., 1997.; O’ Flaherti i sur., 1995.; Juyena
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i Stelleta, 2012.). Pri kapacitaciji stvara se superok-
sidni radikal u ve¢im koncentracijama djelovanjem
oksidaza. Superoksidni radikal dismutacijom prelazi
u vodikov proksid djelovanjem enzima superokid-
dismutaze. Oba ova slobodna radikala poti¢u kapa-
citaciju spermija. Kapacitacija spermija uzrokovana
je i djelovanjem dusikova 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 sto dovodi do oslobadanja
nezasicenih masnih kiselina iz membrane spermija.
Takoder, u odvijanje akrosomske reakcije ukljucen je
i vodikov peroksid (De Lamirande i sur., 1997.).

Oksidacijski stres

Pojam oksidacijski stres opisuje poremecaj rav-
noteze izmedu proizvodnje ROS/RNS-a i antioksida-
cijskih zastitnih mehanizama. Rezultat je smanjene
aktivnosti antioksidacijskih molekula, npr. mutacija-
ma promijenjenih antioksidacijskih enzima kao Sto su
CuZnS0D, MnSOD ili GSH-Px, smanjene koncentraci-
je antioksidansa kao i drugih esencijalnih sastojaka
hrane (Halliwell i Gutteridge, 1999.). Uzrok oksida-
cijskog stresa takoder moze biti pojatano stvaranje
ROS-a i RNS-a kao kod sjemena s velikim brojem
mrtvih i nezrelih oblika spermija i velikim udjelom
upalnih stanica u ejakulatu (Irvine, 1996.; Makker i
sur., 2009.).

Peroksidacija lipida kao posljedica djelovanja
ROS-a najcesce je istrazivana u litetaturi. Lipidska
peroksidacija pocinje reakcijom radikala dovoljne
reaktivnosti s viSestruko nezasicenom masnom ki-
selinom, nakon ¢ega dolazi do Sirenja ili umnazanja
(engl. propagation), jer se od potetne oksidacije
proces moze Siriti i dovoditi do nastanka lipidskih hi-
droperoksida velikog broja masnih kiselina (Abuja i
Albertini, 2001.; Alaja i sur. 2014.).

Citoplazmatska membrana spermija bogata je
visestruko nezasic¢enim masnim kiselinama (engl.
polyunsaturated fatty acid, PUFA). Dokozaheksaen-
ska kiselina (DHA) ¢ini oko 50 % ukupnih esterifici-
ranih masnih kiselina u spermijima (Halliwell i Gu-
tteridge, 1999.). Visoki udio PUFA-e daje membrani
spermija fluidnost potrebnu za spajanje s jajnom
stanicom. Upravo je PUFA glavna meta oksidacije
reaktivnim spojevima (Sikka, 1996; Browers i Gade-
lla, 2003.; Kasimanickam i sur., 2007.). Peroksidaci-
ja membranskih PUFA pri oksidacijskom stresu sma-
njuje fluidnost membrane te time i oplodnu sposob-
nost spermija. Pritom peroksidaciju u najvecoj mjeri
uzrokuje prekomjerno stvaranje superoksidnog ra-
dikala (Gavella, 1996.). Oksidacijski stres takoder
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Slika 3. Ucinci interakcije oksidacijskog stresa i antioksidansa na funkciju spermija i plodnost (Sikka, 1995).

uzrokuje porast slobodnog ionskog kalcija u stanici,
smanjenje koncentracije ATP-a, Sto ima za posljedi-
cu smanjenu pokretljivost spermija (Halliwell i Gu-
tteridge, 1999.).

Lipidska peroksidacija osobito je izrazena u sred-
njem dijelu i repu zamrznutih/odmrznutih spermija
te znatno manje izrazena u glavi spermija, dok je an-
tioksidacijska aktivnost najizrazenija u glavi svjezih
spermija (Brouwers i Gadella, 2003.).

Osim stani¢nih membrana, ROS ostecuje DNK
(Agarwal i sur., 2003.), a mogu potaknuti oksidaciju
sulfhidrilnih skupina u bjelantevinama te na taj nacin
promijeniti strukturu, poremetiti funkciju spermija
te smanijiti njihovu pokretljivost (Maneesh i Jayalek-
shmi, 2006.).

Glavni izvor ROS-a u ve¢im koncentracijama u ne-
zrelim oblicima spermija jesu proksimalni i distalni
protoplazmatski mjehurici koji se nalaze ispod glave
ili na repu spermija (Agarwal i sur., 2008.). U sje-
menu bikova i ovnova ROS primarno proizvode mrtvi
spermiji (Bansal i Bilaspuri, 2011.). Sjemena plazma
moze biti izvor ROS-a. Takoder, vazan su izvor ROS-
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a leukociti kod ljudi (Agarwal i sur., 2003.) kao i u
sjemenu pastuha (Baumber i sur., 2002.). Aladrovic
i sur. (2013.) utvrdili su da je oko 20 % sjemena ne-
rastova kontaminirano leukocitima.

Vec je spomenuto da se ROS stalno stvara u
spermijima, no spermiji nakon pripusta ili umjetnog
osjemenjivanja putuju kroz Zenske spolne orga-
ne gdje su visoke razine kisika za vrijeme procesa
oplodnje. Zenski spolni sustav stvara ROS ili potice
njihovo stvaranje u spermijima (Fujii i sur., 2003.)
Sto pospjeSuje kapacitaciju i akrosomsku reakci-
ju u spermijima. Lipidska peroksidacija uzrokovana
niskim koncentraciiama ROS-a pospjesuje vezanje
spermija za zonu pelucidu i oslobadanje nezasicenih
masnih kiselina iz membrane spermija (De Lamiran-
deisur, 1997.).

Spermiji u procesima pripreme za umjetno osje-
menjivanje (zamrzavanje/otapanje) izlozeni su Stet-
nom djelovanju ROS-a u vecoj mijeri (Bilodeau i sur.,
2000.).

Ucinak oksidacijskog stresa na oksidacijska ostece-
nja spermija i smanjenije plodnosti prikazan je na slici 3.




Reaktivni spojevi dusika i kisika u fizioloskim uvije-
tima nuzni su za normalno odvijanje kapacitacije i
akrosomske reakcije spermija, no pri ve¢im koncen-
tracijama dovode do oksidacijskog stresa i neplod-
nosti kod muskih rasplodanjaka. Glavni izvor ROS-a
i RNS-a u vecim koncentracijama jesu nezreli oblici
spermija, mrtvi spermiji i leukociti koji kontaminiraju
sieme. Spermije od oksidacijskog stresa stite anti-
oksidansi u njima i sjemenoj plazmi: supreroksid-dis-
mutaza, glutation-peroksidaza, katalaza, paraokso-
naza 1, glutation, abumini, vitamini E i C.
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