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Ucinci oksidacijskog stresa
na muski spolni sustav i
mehanizmi antioksidacijske

zastite

L. Zura Zaja*, A. Sluganovié, M. SamardZija, S. Milinkovié-Tur,
T. Dobranic, S. Strelec, D. Duricié, H. Valpotic¢ i S. Vince

Sazetak

Za odrzavanje fizioloskih procesa sper-
matogeneze i steroidogeneze u testisima te
povoljnih mikorookolisnih uvjeta u tkivima
epididimisa tijekom sazrijevanja, prolaska i
pohrane spermija nuzno je primjereno djelo-
vanje antioksidansa radi odrzavanja fiziolos-
ke razine reaktivnih kisikovih spojeva (ROS).
Stanje oksidacijskog stresa, koje nastaje naru-
Savanjem ravnoteze izmedu oksidansa (ROS i
dr.) i prooksidansa (antioksidansi) u korist ok-
sidansa, moZe za posljedicu imati narusavanje
spermatogeneze i steroidogeneze. Tkiva testisa
i epididimisa sa spermijima razlicitog stupnja
zrelosti podloZna su lipidnoj peroksidaciji, od-
nosno oksidacijskom stresu. Narusene funkcije
testisa mogu se odraziti i na sposobnost stvara-
nja gibljivih, vijabilnih i morfoloski normalnih
spermija koji imaju sposobnost oploditi jajne
stanice te odrzati rast i razvoj zametka. Visoka
je aktivnost antioksidacijskih enzima u testi-
sima nuzZna za primjerenu zastitu spermija i
stanica tkiva testisa od oksidacijskih oStecenja.
Nadalje, stjecanje gibljivosti i oplodne sposob-
nosti spermija tijekom njihovog prolaska kroz
epididimis povezano je s razli¢itim biokemij-
skim promjenama osobito u svojstvima njiho-

vih membrana. Tijekom prolaska kroz epidi-
dimis spermiji su podvrgnuti stalnoj promjeni
mikrookolisa u lumenu, koje je modificirano
zbog sekrecijskih i endocitotickih aktivnosti
stanica sluznice epitela. U konacnici, uskladena
aktivnost u sekreciji razlicitih tvari kao i endo-
citozi u epitelnim stanicama duz kanala, utje-
¢e na konacno sazrijevanje spermija, njihovu
koncentraciju, zastitu, pohranu i oplodnu spo-
sobnost. Navedene uzastopne promjene prati i
promjena osobitosti spermija tijekom njihovog
prolaska kroz epididimis, a osobito promjene u
svojstvima njihovih membrana. No, mijenja se
i sastav bjelancevina, lipida i ostalih tvari u ra-
zlic¢itim dijelovima epididimisa, koje sudjeluju
u procesima sazrijevanja spermija, a ¢ije funk-
cije nisu u potpunosti razjasnjene. Medutim, ni
sposobnost testisa i epididimisa u zastiti sper-
mija od Stetnih ucinka oksidacijskih procesa
koji se zbivaju tijekom njihove tvorbe, pohrane
i sazrijevanja u epididimisima pomocu lokalno
sintetiziranih antioksidansa, nije do sada u pot-
punosti istrazena.

Kljuéne rijeci: antioksidacijska  zastita;
oksidativni stres; lipidna peroksidacija; testisi;
epididimisi; spermiji
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Uvod

Reprodukcija je jedna od temeljnih
bioloskih funkcija ¢iji je cilj nastavljanje
vrste, odrzavanje bioloSke raznolikosti
i opstanka Zivota. Uloga doktora
veterinarske medicine je znatna u svim
fazama reprodukcije domacih Zivotinja,
a obuhvada sustavni nadzor zdravlja
te prevenciju, a po potrebi i lijecenje
poremecaja grade i funkcije spolnih
organa muskih i Zenskih jedinki. Nadalje,
doktor veterinarske medicine upravlja
rasplodivanjem  domadih  Zivotinja
uporabom biotehnologijskih postupaka u
asistiranoj reprodukciji koji obuhvacaju:
umjetno osjemenjivanje, embriotransfer,
oplodnju i uzgoj in vitro, seksiranje
sperme i zametaka. Stoga su u cilju
genetskog napretka koji se odrazava kroz
uspjesniji komercijalni uzgoj stoke nuzne
nove spoznaje koje bi razjasnile fizioloske
procese zastite spolnih stanica od
Stetnih posljedica oksidacijskih procesa
tijekom njihove diferencijacije, tvorbe,
sazrijevanja i pohrane.

Spermatogeneza je izuzetno akti-
van replikacijski proces tijekom kojeg
se stvara priblizno 1000 spermija u se-
kundi. Veliki stupanj stani¢nih dioba,
svojstven  procesu spermatogeneze,
zahtijeva potrosnju velike kolic¢ine kisi-
ka u mitohondrijima stanica zametnog
epitela (spermatogonije). Mitohondriji
su najznacajniji unutarstanicni izvor re-
aktivnih kisikovih spojeva (engl. reac-
tive oxygen species; ROS) koji nastaju u
sustavu prijenosa elektrona (procesima
oksidativne fosforilacije) zbog stvaranja
ATP-a. Oskudna vaskularizacija testisa
uvjetuje nizak parcijalni tlak kisika u nje-
govu mikrookolisu. Zbog velikog udjela
viSestrukonezasi¢enih masnih kiselina
i prisustva sustava koji stvaraju ROS
tkivo testisa je podlozno oksidacijskom
stresu. Stanje oksidacijskog stresa, koje
nastaje naruSavanjem ravnoteZe izme-
du oksidansa (ROS i dr.) i prooksidansa
(antioksidansi) u korist oksidansa, moze

za posljedicu imati narusavanje sperma-
togeneze i steroidogeneze (Hales i sur.,
2005.). NarusSene funkcije testisa mogu
se odraziti i na sposobnost stvaranja gi-
bljivih, vijabilnih i morfoloski normalnih
spermija koji imaju sposobnost oploditi
jajne stanice i odrzati rast i razvoj zamet-
ka (Aitken i Roman, 2008.).

U sisavaca se posttestikularno
sazrijevanje spermija u epididimisu
smatra nuznim procesom u pretvorbi
nezrelih gameta u zrele spermije koji
su sposobni za oplodnju jajne stanice.
Shodno tome, epididimis osigurava
optimalan mikrookolis za koncentriranje,
prijenos, zastitu, sazrijevanjeiskladiStenje
spermija. Poznato je da su ROS klju¢ni
¢imbenici u procesu sazrijevanja spermija
te da su u primjerenim koli¢inama nuZzni
za njihove fizioloSke funkcije, primjerice
u procesima kapacitacije, hiperaktivacije,
akrosomske reakcije i fuzije spermija s
oocitom (De Lamirande i Gagnon, 1993,
Sanocka i Kurpisz, 2004.). Medutim,
tijekom procesa sazrijevanja i skladistenja
u epididimisu sve do oplodnje, spermiji
su izlozeni ostecenjima koja nastaju
kao posljedica oksidacijskog stresa,
i to znatno viSe od drugih stanica u

organizmu (Chabory Vi sur., 2010,
Noblanc i sur., 2012.). StovisSe, spermiji
su izrazito podloZni oksidacijskom

stresu  prouzroenom prekomjernim
stvaranjem ROS-a zbog prisustva velikog
udjela  viSestrukonezasi¢enih masnih
kiselina u njihovoj stani¢noj membrani
i oskudnoj koli¢ini citoplazme, a
samim time i neadekvatnom koli¢inom
antioksidacijskih enzima (Koziorowska-
Gilun i sur., 2011.). Specifi¢na struktura
stanicne membrane spermija osigurava
fleksibilnost i funkcionalnu sposobnost
spermija. Sve lipidne komponente
koje se nalaze u membrani spermija
odgovorne su za razne procese kao
Sto su: spermatogeneza, sazrijevanje
spermija,  kapacitacija, = akrosomska
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reakcija te spajanje membrana gameta, a  oksidacijskog stresa i zbivanja koji prate
istodobno su glavni supstrati za lipidnu  posttestikularne procese sazrijevanja
peroksidaciju (engl. lipid peroxidation;  spermija, predstavljaju nuzne spoznaje
LPO) (Alvarez i sur., 1987, Zura Zaja, koje bi mogle biti od koristi u lijecenju
2015.). Epididimisi i akcesorne spolne odredenih oblika muske neplodnosti i
ilijezde imaju vaznu funkciju u zastiti bol]eg oéuvanja sjemena (Chabory i sur.,
spermija  od  oksidacijskog  stresa  2010. Arrotéia i sur., 2012., Noblanc i
uklanjanjem suvisne koli¢ine ROS-a i  gur,, 2012, Zura 2ajaisur., 2016.b).
izlu¢ivanjem antioksidansa u sjemenu

plazmu (Vernetisur., 2004., Koziorowska-

Gilunisur., 2011, Zura Zajaisur., 2016.a, Reaktivni kisikovi spojevi i
Vinceisur., 2018.). U50% slucajevamuska . ee g o

je neplodnost povezana s izostalom OkSIdaCUSkI stres
spermatogenezom, dok je druga polovica Kisik je neophodan aerobnim
idiopatske muske neplodnosti povezana organizmima koji kao izvor energije
s poremetnjom u procesima sazrijevanja  koriste  oksidacijski =~ metabolizam.
i pohrane spermija u epididimisu, ¢iji ~Medutim, potrosnja kisika stvara
je najznacajniji uzrok oksidacijski stres. ~meduproizvode, reaktivhe  oblike
Bolje razumijevanje funkcijeibiokemijske  kisikovih metabolita koji se nazivaju
osobitosti  epididimisa, zastite od ROS i peroksidirane molekule, a
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Slika 1. Reaktivni kisikovi spojevi i oksidacijski stres u mugkom spolnom sustavu (preuzeto od Agarwal
i sur., 2014.)
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mogu biti Stetni za stanicu (Chabory
i sur., 2010., Ogbuewu i sur., 2010.).
U organizmu su ROS najzastupljeniji
radikali te obuhvacaju superoksidni
anion (O,"), hidroksilni radikal (OH""),
vodikov peroksid (H,0,), singletni kisik
('O,), hipoklornu kiselinu i peroksilne
radikale. U stanicama eukariota postoje
mnogi metabolicki putovi koji sudjeluju
u stvaranju ROS-a, a potaknuti su
unutarstanicnim i izvanstani¢im
¢imbenicima (Slika 1.). Slobodni radikali
nastaju u stanici tijekom fizioloskih
i patoloskih procesa, primjerice u
respiratornom lancu mitohondrija,
metabolizmu arahidonske kiseline u
stani¢cnim membranama, oksidacijom
masnih kiselina u peroksisomima,
aktivno$¢u  fagocita, neenzimskim
reakcijama kisika te pod utjecajem
ultraljubicastog i ionizirajuceg zracenja
i drugih patoloskih procesa (Poljsak
i sur., 2013.). Spajanjem O, s H,O, u
reakcijama koje kataliziraju prijelazni
metali nastaje hidroksilni radikal (Slika
2.). Hidroksilni je radikal vrlo reaktivan
te reagira sa svim molekulama u
stanicnom  okolisu, ponajprije s
tkivima koja sadrze veliki udio lipida
stvarajudi pri tome niz Stetnih ucinaka.
Stres, anestezija, lijekovi (citostatici,
analgetici), upalna stanja pa cak i
normalni stani¢ni metabolizam stvaraju
ROS wu razli¢itim koli¢inama. Za
razliku od atmosferskog O,, ROS moze
prouzrociti neogranicenu oksidaciju
razlicitih stani¢nih molekula, Sto dovodi
do uniStenja stanica posredovano ROS-
om. Zbog stvaranja velike kolic¢ine
ili neucinkovitog wuklanjanja ROS-a
dolazi do oksidacijskog stresa, a time
i do oksidacijskih oStecenja lipida,
aminokiselina, ug1]1koh1drata te
DNK-a (Ogbuewu i sur., 2010, Zura
Zaja, 2015.). Tako je oksidacijski stres
dominantan ¢imbenik u etiologiji muske
neplodnosti, temeljni mehanizmi koji ga
prouzroce jos uvijek nisu u potpunosti
razjasnjeni (Aitken i Roman, 2008.).

Pored njihovih Stetnih ucinaka, male
koli¢ine ROS-a neophodne su za mnoge
stanicne funkcije te sudjeluju u regulaciji
gena i stanicnog rasta, unutarstani¢noj
signalizaciji i ostalim vrstama prijenosa
signala (Chabory i sur., 2010., Rahal
i sur, 2014., Zura Zaja i sur., 2016.c).
Medutim, prekomjerno stvaranje ROS-a
moze dovesti do stanicne patologije i
smrti (Slika 1.). Tkivo testisa je izrazito
ovisno o kisiku za odvijanje normalne
spermatogeneze, ali je istodobno jako
podloZnoi toksi¢nim uc¢incima reaktivnih
kisikovih metabolita (Chabory i sur,,
2010.). Oksidacijsko ostecenje DNK-a i
bjelancevina prouzro¢eno ROS-om, moze
mijenjati strukturu i funkciju spermija
te prouzrociti povedanu osjetljivost
spermija na maj¢inske makrofage (Aitken
isur., 1994.).

Oksidacijsko se ostecenje
mitohondrijske DNK-a zbiva u svim
stanicama koje su poput spermija bogate
mitohondrijima, a negativno utjece
na fosforilaciju i stvaranje ATP-a, Sto
uzrokuje gubitak gibljivosti i oplodni
potencgal spermija (Cummins i sur,
1994, Zura Zaja, 2015.). Endogeno
oksidacijsko ostecenje DNK-a u jezgri
zametnih  stanica  (spermatogonija)
povezano je s ranim prekidom
gravidnosti, nasljednim mutacijama,
genetskim  bolestima i povecanom
ucestalos¢u urodenih psihofizi¢kih mana,
morbiditetom potomaka i karcinomima
u ranoj dobi. Vedina se oStecenja DNK-a
poprave sustavom za reparaciju, no
osteceni se dijelovi mogu odraziti kao
mutacije tijekom DNK-a replikacije koja
prati diobu stanica u spermatogenezi,
oogenezi i embriogenezi (Kemal Duru
i sur, 2000. Aitken i Sawyer, 2003.,
Zura Zaja, 2015.). Tijekom oksidacije
bjelancevina nastaje mnostvo fizikalnih
i biokemijskih promjena kao Sto su

primjerice: povecanje osjetljivosti
oksidiranih bjelancevina na proteoliticku
enzimsku razgradnju, promjene

mehanickih svojstava, promjene u gradi,
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povecanje  hidrofobnosti,  promjena
u vezanju kodimbenika, promjene
enzimske aktivnosti i ionskog prijenosa
itd. (Dav1es, 2003., Ljubici¢ i sur., 2013.,
Zura Zaja, 2015.). Nadalje, ROS moZe
u staninim membranama spermija
oksidirati viSestrukonezasi¢ene masne
kiseline koje su sastavni dio fosfolipida
i lipoproteine male gustoce (engl. low
density lipoproteins; LDL), a sam se proces
naziva lipidna peroksidacija (LPO).

Lipidna peroksidacija

Lipidi su funkcionalne i strukturne
komponente  bioloskih ~ membrana,
najznacajnije  energetske rezerve u
organizmu, prekursori za vitamine i
hormone, a sudjeluju i u medustanic¢noj
komunikaciji i regulaciji ekspresije gena
(Catald, 2006., Catald, 2009.). Lipidna je
peroksidacija oksidativha degradacija
lipida, potaknuta djelovanjem ROS-a i/
ili reaktivnim duSikovim spojevima.
U tom procesu slobodni radikali
“kradu” elektrone lipidima (u stani¢nim
membranama, lipoproteinima i
drugim molekulama), Sto dovodi do
oste¢enja stanica, a proces se nastavlja
mehanizmom lancane reakcije slobodnih
radikala. Stani¢nu membranu ¢ine lipidi
(fosfolipidi, glikolipidi, kolesterol) koji
sadrze viSestruko nezasi¢ene masne
kiseline (PUFA), koje su izrazito podlozne
lipidnoj peroksidaciji. Osjetljivost PUFA
prema lipidnoj peroksidaciji raste s
povecanjem broja dvostrukih veza,
stoga dokozaheksaenska kiselina (C22:6)
ima vecu sposobnost oksidacije od
linolne kiseline (C18:2) (Wagner i sur.,
1994., Catald, 2006., Stefan i sur., 2007.).
Zapoceta reakcija lipidne peroksidacije
ima progresivni tijek te se sastoji od:
inicijacije, propagacije i terminacije.

Lipidna peroksidacija moze
prouzrociti gubitak integriteta stanicne
membrane, poremetiti funkcije spermija
i potpuno inhibirati spermatogenezu
(Ogbuewu i sur., 2010., Bansal i Bilaspuri,

2011.). Lipidna peroksidacija cesto
nastaje kao odgovor na oksidacijski stres,
a ukljucena je u mnogobrojna patoloska
stanja kao Sto su: upale, ateroskleroza,
neurodegenerativne bolesti, karcinomi
i neplodnost. Tijekom lipidne
peroksidacije dolazi do razgradnje
primarnih proizvoda LPO te nastanka
sekundarnih proizvoda, raznih aldehida
(Girotti, 1998., Guéraud i sur., 2010.). Neki
su od tih aldehida izrazito reaktivni i
mogu se smatrati sekundarnim toksi¢nim
agensima te su u usporedbi s ROS-om
relativno stabilni.

Intenzitet oksidacijskog stresa moze
se pratiti mjerenjem proizvoda oksidaci-
je bioloskih molekula i/ili odredivanjem
enzimskih i neenzimskih antioksidan-
sa (Zura Zaja i sur., 2009., Poljsak i sur.,
2013.). Malonilaldehid (engl. malondial-
dehyde; MDA) je najpoznatiji proizvod
LPO ¢ije se mjerenje koncentracije u tki-
vima koristi u odredivanju intenziteta
lipidne peroksidacije, odnosno oksidacij-
skog stresa (Zura Zaja, 2016.b). MDA je
bioloski vrlo aktivna molekula koja moze
prouzroéiti znatna oStecenja bjelancevina
i DNK-a s posljedi¢nim gubitkom sta-
nicne funkcije (Catald, 2006., Zura Za]a,
2015.). Prekomjerno izlaganje spermija
ROS-u povezano je s njihovom smanje-
nom gibljivos¢u, abnormalnom morfo-
logijom te umanjenim kapacitetom za
penetraciju oocite. Prema tome, antioksi-
dacijska sposobnost spermija i okoliSa u
kojem su nastali i/ili su pohranjeni zna-
tan su ¢imbenik u odredivanju etiologije
muske plodnosti i neplodnosti (Sikka,
2001., Aitken i Roman, 2008., Chabory i
sur., 2010.).

Antioksidacijski sustav

Antioksidansi su u muskom spol-
nom sustavu najznacajniji ¢imbenici u
zastiti protiv oksidacijskog stresa pro-
uzrocenog stvaranjem prekomjerne ko-
li¢cine ROS-a, §to moZe poremetiti sper-
matogenezu, steroidogenezu, funkciju
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Stvaranje reaktivnih kisikovih spojeva
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Slika 2. Stvaranje reaktivnih kisikovih spojeva i antioksidacijska zastita u muskom spolnom sustavu

(preuzeto od Agarwal i sur., 2014.)

spermija i prouzrociti smanjenu plod-
nost, a i neplodnost (Aitken i Roman,
2008., Koziorowska-Gilun i sur., 2013.).
Antioksidacijska zastita spolnog sustava
obuhvaca enzimski i neenzimski sustav
koji djeluju interaktivno prekidajuéi ok-
sidacijsku lancanu reakciju smanjujudi
pri tome oksidacijski stres (Vince i sur.,
2018.). Primarni antioksidacijski enzimi
ukljucéeni u uklanjanje ROS-a u spermiji-
ma i razli¢itim dijelovima muskog spol-
nog sustava su: superoksid dismutaza
(engl. superoxide dismutase; SOD), glu-
tation peroksidaza (engl. glutathione pe-
roxidase; GSH-Px), katalaza (engl. catala-
se; CAT), ali i mnogi drugi enzimi poput
sekundarnog antioksidacijskog enzima
glutation reduktaze (engl. glutathione re-
ductase; GSH-RD) i gama glutamil tran-
sferaze (engl. gamma glutamyl transferase;
GGT), koji su povezani s mehanizmom

antioksidacijske zastite (Koziorowska-
Gilun i sur., 2013., Koziorowska-Gilun
i sur., 2015., Zura Zaja, 2016.a., 2016.b.,
2016.d).

Prvu liniju zastite od ROS-a ¢ini
metaloenzim  SOD, koji Kkatalizira
dismutaciju  superoksidnog radikala
na molekulu kisika i H,O, (Slika 2.).
U testisima su prisutna tri izoenzima:
citosolna, mitohondrijska i izvanstani¢na
SOD, koje stvaraju Sertolijeve i
zametne stanice testisa (Potts, 1999.).
Enzimi GSH-Px i CAT kataliziraju istu
reakciju, odnosno pretvorbu HO, u
vodu (Slika 2.). Iako je CAT enzim s
velikom sposobno$¢u uklanjanja H,O,,
smatra se da je GSH-Px klju¢ni enzim u
regulaciji i prevenciji ostecenja koja moze
prouzrociti H,O,. Nadalje, GSH-Px mozZze
razloziti i organske hidroperokside,
poput fosfolipidskih hidroperoksida, do

E
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vode ili alkohola, koriste¢i glutation kao
reducens (Brigelius-Flohé i Maiorino,
2013., Koziorowska-Gilun i sur., 2013.).
Osim navedenog, skupina GSH-Px
enzima ima najznacajniju funkciju u
zastiti i ocuvanja oplodne sposobnosti
spermija tijekom njihovog stvaranja,
sazrijevanja i pohrane u epididimisu
(Chabory i sur., 2010., Zura Zaja i sur.,
2016.b).

Neenzimska molekula glutation
ima vaznu funkciju u zastiti stanica
od oksidansa nastalih normalnim
metabolizmom u stanici. GGT je ukljucen
u metabolizam glutationa u prijenosu
gama-glutamil funkcionalne skupine na
razlicite akceptore, oslobadajuci cistein
kao proizvod za ocuvanje unutarstanicne
homeostaze oksidacijskog stresa
(Whitfield, 2001.). Na taj nacin GGT
ima vaznu funkciju u odrzavanju
unutarstanicnog cisteina i glutationa.
Enzim GSH-RD takoder sudjeluje u
metabolizmu glutationa i to tako da
obnavlja reducirani oblik glutationa iz
njegovog oksidiranog oblika uz redukciju
nikotinamid adenin dinukleotid
fosfata (NADPH) u oksidirani oblik
nikotinamidnog adenin dinukleotida

(NADP"). Reducirani oblik glutationa je u

takvom obliku neophodan za primjereno
funkcioniranje GSH-Px-a i niz drugih
znacajnih funkcija u kojima sudjeluje
(Koziorowska-Gilun i sur., 2011.).

Razni egzogeni i endogeni ¢imbenici
mogu poremetiti odnos antioksidansa
i ROS-a u organizmu, a ukoliko se u
organizmu oksidansi povecano stvaraju
i/ili izostane adekvatna antioksidacijska
zastita dolazi do oksidacijskog stresa.

Posttestikularni ucinak
na spermije i mikrookolis
epididimisa

Stvaranje muskih gameta je rezultat
opsezne  stani¢ne diferencijacije i
preobrazbe okruglastih spermatida u
izrazito polarizirane i gibljive stanice.
Ve¢ina se  slozenih  biokemijskih,
fizioloskih i morfoloskih  zbivanja
stani¢ne diferencijacije odvija u testisima
tijekom procesa spermiogeneze i to
uglavnom pod genomskom regulacijom

gameta. Medutim, kada se DNK
pocne  kondenzirati u izduZenim
spermatidama,  proces transkripcije

DNK-a u spermatogonijama se smanjuje,
a zatim zaustavlja. U zavrSnom

Oplodno sposobni spermiji

MNezreli spermiji

Spermatociti

Spermatogonije Spermatide

« -

genska transkripcija

[ e

mRNK-a translacija

genomska kontrola

Interakcija s mikrookolisnim medijem

somatska kontrola

Slika 3. Shematski prikaz procesa tvorbe i kontrole muskih gameta u testisima i epididimisima

(preuzeto od Dacheux i sur., 2005.)
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testikularnom  stadiju  diferencijacije
muskih gameta, spermiji koji nisu
gibljivi pa stoga ni plodni, podvrgnuti
su dodatnoj, diskretnoj i nuznoj
postgonadnoj modifikaciji da bi postali
sposobni oploditi jajnu stanicu. Smatra
se da prisutnost specifi¢nog mikrookoliSa
spermija tijekom navedenih stadija
modifikacije u epididimisu ima vaznu
funkciju u kontroli i indukciji zavrsnih
promjena stanicne membrane spermija
te njihovoj zastiti (Dacheux i sur., 2005.,
Zura Zaja i sur., 2016.b).

Sazrijevanje spermija u epididimisu je
izvankontrole genoma spermatogonija pa
je stoga u velikoj mjeri posljedica njihove
interakcije s tekucinom epididimisa,
uglavnom sa specificnim bjelancevinama
prisutnim u lumenu tubula epididimisa
(Slika 5.). Sam proces sazrijevanja i
prolaska spermija kroz epididimis u
vedine vrsta muZjaka traje od 12 do 14
dana. Specifi¢ni mikrookolis epididimisa,
koji je od krvotoka izoliran krvno-
epididimisnom barijerom, Stiti gamete do
ejakulacije te utjece na regulaciju funkcije
i integriteta epididimisa. U lumenu
epididimisa spermiji se odrzavaju u
vrlo specificnom okoliSu s optimalnom
temperaturom,  parcijalnim  tlakom
kisika, pH vrijednosti i uz prisutnost
energetskih supstrata. Poznato je da
u nedostatku supstrata za glikolizu,
endogeni i egzogeni lipidi imaju znatnu
funkciju u opskrbi spermija energijom za

njihovu odrzivosti i glbl]wost (Juyena i
Stelletta, 2012., Zura Zaja i sur., 2016.b).
Svi su navedeni uvjeti specificni za
mikrookoli§ epididimisa i bitni za
sazrijevanje spermija, a naruSavanjem
bilo kojeg od njih moze dovesti do
poremecaja oplodne sposobnosti i
ocuvanja spermija (Dacheux i sur., 2005.,
Arrotéia i sur.,, 2012.). Razumijevanje
posttestikularnih ucinaka na spermije
i mikrookoli§ epididimisa vazno je za
utvrdivanje povoljnih biljega u procjeni
plodnosti zivotinja, oplodne sposobnosti
te ouvanja spermija.

Epididimisi imaju veliku sekretornu
aktivnost, a iz tekudine koju izlucuju
razlicita podrudja epididimisa
prepoznato  je  nekoliko  stotina
bjelancevina. Uglavnom sve bjelancevine
testisa koje dospiju u epididimis brzo
se apsorbiraju u njegovom prvom
dijelu. Sastav bjelancevina u lumenu
epididimisa je uglavnom povezan sa
specifichnom  sekretornom aktivnoscéu
koju karakterizira svako podrudje
epididimisa (caput, corpus i cauda) u
spolno zrelih jedinki (Thimon i sur.,
2008.). Primjerice, u nerasta je utvrdeno
vise od 100 bjelancevina epididimisa
(Syntinisur., 1996.), a ve¢ina ih se izlucuje
unjegovom prednjem dijelu. U nerasta se
6 do 8 puta visSe bjelancevina izlucuje u
prednjem dijelu u odnosu na repni dio;
glava (caput) izlucuje priblizno 83%, tijelo
(corpus) izlucuje priblizno 16%, a rep
(cauda) izlucuje svega 1% bjelancevina.
Primjerice, prednji dio epididimisa
(caput) karakteriziran je izmedu ostalih
bjelanéevina sintezom i sekrecijom
enzima glutation peroksidaze koji je
vazan u zastiti sperrm a od oksidacijskih
ostecenja (Dacheux i sur., 2005, Zura
Za]a, 2016 b).

Uspostava sekrecije bjelancevina u
pojedinim dijelovima epididimisa zbiva
se progresivno tijekom postnatalnog
razvojaiprije puberteta, sukladno razvoju
testisa. Laydigove stanice testisa izlucuju
testosteron i estrogen koji se stvaraju
iz kolesterola uz prisustvo specificnih
enzima. Spolni hormoni su vazni
endogeni ¢imbenici koji pozitivno utjecu
na stvaranje i aktivnost antioksidansa, a
samim time i na smanjenje oksidacijskog
stresa (Raeside i Renaud, 1983., Aitken
i Roman, 2008., Zdunczyk i sur., 2011.).
Androgeni hormoni kontroliraju
priblizno polovicu bjelancevina koju
sintetiziraju epididimisi s pozitivnim
ili negativnim ucinkom. Preostalih su
43% Dbjelancevina modulirane lokalnim
¢imbenicima, a svega 6% bjelancevina
nije pod sustavnom, a ni pod lokalnom
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kontrolom. Prvi dio epididimisa
kontroliraju ¢imbenici iz tekucine koju
izlucuju testisi (Syntin i sur., 1999.).
Ostale specificne bjelancevine prednjeg
dijela epididimisa, kao Sto su GSH-
Px i heksozaminidaza, pozitivno su
regulirane testosteronom, ali s vrlo
razlicitim razinama osjetljivosti (Thimon
isur., 2008.).

Nakon Sto spermiji dospiju u epi-
didimise, tijekom procesa sazrijevanja,
stanicna membrana spermija se znat-
no preoblikuje, odnosno mijenja se sa-
stav i lokalizacija bjelancevina i lipida
(kolesterola i fosfolipida) u njihovim
membranama. Zbog ove promjene u
staniénim membranama spermija za-
stupljenost fosfolipida se smanjuje, a
kolesterola povecava, odnosno molarni
omjer kolesterola i fosfolipida postaje
dvostruko ve¢i (Nikolopoulou i sur.,
1985., Beer-Ljubi¢ i sur., 2009., Zura Zaja
i sur., 2016.b). Bududi da nije topljiv u
vodi, kolesterol se iz lumena epididi-
misa na membranu spermija prenosi
specificnom bjelanc¢evinom. Bjelancevi-
ne epididimisa mijenjaju svojstva mem-
brana spermija tako Sto vrSe izmjenu
bjelancevina ili lipida iz njihovog mi-
krookolisa ili izmjenom polozaja pri-
sutnih bjelancevina u membrani. Bje-
lancevine koje sudjeluju u navedenim
procesima imaju prijenosnu, odnosno
vezujucu funkciju. Povr§ina membrane
spermija moze se mijenjati i enzimskom
aktivnos¢u nekolicine znacajnih bje-
lan¢evina iz epididimisne tekucine, a
obuhvacdaju enzime poput glikozidaza,
fosfataza i proteaza. Primjerice, kisela
je fosfataza (engl. acid phosphatase; ACP)
u epididimisu ukljucena u post testiku-
larne procese sazrijevanja spermija, tj. u
fosforilacijsko-defosforilacijske procese
te se nalazi u stanicnim membranama
spermija (Soucek i Vary, 1984., Wysocki
i Strzezek, 2006.). Neki enzimi, odnosno
bjelancevine epididimisa odgovorne su
za procese u kojima negibljivi spermi-
ji postaju gibljivi, a navedene procese

prate i promjene metaboli¢kih procesa
kojima se osigurava energija za gibanje
spermija (Zura Zaja i sur., 2016.e). Lak-
tat dehidrogenaza (engl. lactate dehydro-
genase; LDH) je enzim znacajan u me-
tabolickim procesima koji osiguravaju
energiju za prezivljavanje i gibljivost
spermija (Beu i sur., 2007.). Aktivnost
navedenih enzima u tekudini epididi-
misa je neobicno velika, najveca u od-
nosu na ostale tjelesne tekudine (Dache-
ux isur., 2005., Zura Zaja isur., 2016.b).

U svih do danas istrazivanih vrsta,
ukljucujudi i neraste, ¢ini se da specificne
testikularne  povrSinske  bjelancevine
spermija bivaju uklonjene ili podvrgnute
daljnjoj obradi tijekom prolaska spermija
kroz epididimise. Nestanak nekih
bjelancevina povezan je sa specifi¢nim
mehanizmom proteolize, koja inducira
molekularnu preraspodjelu membrane
ili otpustanje odcjepljene bjelancevine
u lumen epididimisa. Povezanost
sazrijevanja membrane spermija i
fizioloskih promjena koje se zbivaju u
spermijima nisu u potpunosti razjasnjene.
Prisutnost ili odsutnost definiranih
antigena Cesto je u korelaciji sa svojstvima
spermija, kao Sto su prepoznavanje i
vezanje spermija za zona pellucidu i
membranu oocita ili pocetak gibanja
spermija. Medutim, stvarni molekularni
mehanizmi koji uzrokuju “'sazrijevanje
spermija”’ nisu do danas u potpunosti
ustvrdeni (Dacheux i sur., 2005., Arrotéia
isur., 2012., Noblanc i sur., 2012.).

Zaklju¢na razmatranja

Tijekom prolaska kroz epididimis
spermiji ~ su  podvrgnuti  stalnoj
promjeni mikrookolisa u lumenu,
koji je muodificiran zbog sekrecijskih i
endocitotickih aktivnosti stanica sluznice
epitela. U konacnici, uskladena aktivnost
u sekreciji razlic¢itih tvari kao i endocitozi
u epitelnim stanicama duZ kanala, utjece
na konacno sazrijevanje spermija, njihovu
koncentraciju, zastitu, pohranu i oplodnu
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sposobnost. Navedene uzastopne
promjene prati i promjena osobitosti
spermija tijekom njihovog prolaska
kroz epididimis, a osobito promjene
u svojstvima njihovih membrana. No,
mijenja se i sastav bjelancevina, lipida
i ostalih tvari u razli¢itim dijelovima
epididimisa, koje sudjeluju u procesima
sazrijevanja spermija, a ¢ije funkcije nisu
u potpunosti razjaSnjene. Medutim, ni
sposobnost testisa i epididimisa da Stite
spermije od Stetnih ucinka oksidacijskih
procesa koji se zbivaju tijekom
njihove tvorbe, pohrane i sazrijevanja
u epididimisima pomocu lokalno
sintetiziranih antioksidansa, nije do sada
dostatno istraZena.
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and mechanisms of antioxidant protection

Ivona ZURA ZA]A, DVM, PhD, Assistant Professor, Faculty of Veterinary Medicine,
University of Zagreb, Croatia; Anamaria SLUGANOVIC, DVM; Marko SAMARDiI]A,
DVM, PhD, Full Professor, Suzana MILINKOVIC-TUR, DVM, PhD, Full Professor, Tomislav
DOBRANIC, DVM, PhD, Full Professor, Faculty of Veterinary Medicine University of Zagreb,
Croatia; Sara STRELEC, DVM; Hrvoje VALPOTIC, DVM, PhD, Assistant Professor, Silvijo
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To maintain the physiological processes

of spermatogenesis and steroidogenesis
in the testes and favourable micro-
environmental conditions in epididymis

tissues during maturation, transport and
storage of spermatozoa, it is crucial that the
antioxidative enzymes act properly to control
physiological levels of reactive oxygen species
(ROS). The state of oxidative stress, caused by
disruption of the balance between oxidants
(ROS, etc.) and prooxidants (antioxidants) in
favour of oxidants, can result in impairment
of spermatogenesis and steroidogenesis.
The tissues of the testes and epididymis,
containing spermatozoa of varying degrees of
maturity, are susceptible to lipid peroxidation,
ie. to oxidative stress. Altered function of
the testes may be reflected in the ability to
create motile, viable and morphologically
normal spermatozoa that have the ability
to fertilize the egg and sustain growth and
development of the embryo. High activities
of antioxidative enzymes in the testes of
boars are essential for appropriate protection
of spermatozoa and cells of testicular tissue
against oxidative damage. Further, acquisition
of spermatozoa motility and fertile capability
during transport through the epididymis
is associated with a series of biochemical
changes, particularly in the characteristics of

their cell membranes. During passage through
the epididymis, the spermatozoa undergo
fluctuations in the microenvironment of the
lumen, which is modified due to the secretion
and endocytotic activity of the epithelial
mucosa cells. Ultimately, synchronized
activity in the secretion of various substances
and endocytosis in epithelial cells along
the epididymal channels affects the final
maturation of the spermatozoa, their
concentration, protection, storage, and
fertilizing ability. These consecutive changes
are followed by changes in the features of the
spermatozoa during their passage through
the epididymis, and in particular changes
in the membrane properties. However, the
composition of proteins, lipids and other
substances in various parts of the epididymis
involved in the processes of spermatozoa
maturation, whose functions are not yet fully
clarified, are also altered. The ability of the
testes and epididymis to protect spermatozoa
from the detrimental effects of oxidation
processes occurring during their formation,
storage, and maturation in the epididymis by
locally synthesized antioxidants has not yet
been studied in detail.

Key words: antioxidative  protection;
oxidative stress; lipid peroxidation; testes;
epididymis; spermatozoa
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