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zivotinja i ljudi
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Sazetak

Ejakulat  je mjeSavina spermija
proizvedenih u testisima i sjemene plazme
koju izlucuju akcesorne spolne Zzlijezde i
epididimisi, a mijeSaju se tijekom ejakulacije.
Sjemena plazma sadrzi razlicite tvari koje
utjeCu na funkciju i prezivljavanje spermija
tijekom prolaska kroz Zenski spolni sustav
te pruza zastitu od oksidacijskog stresa, a
ima i vazne regulatorne funkcije u raznim
procesima prije prodora spermija u jajnu
stanicu. Funkcije se odnose na prehranu,
zastitu, regulaciju gibljivosti i kapacitaciju
spermija, prepoznavanje i vezanje gamenta.
Spoznaje o fizioloskim znacajkama spermija
i sjemene plazme te utjecaj pasmine, linije i
pojedinacnih znacajki rasplodnjaka, preduvijet
su za uspjesno unapredenje reprodukcijske
ucinkovitosti te nasljedivanje  najboljih
znafajki genoma sjemena. Poznavanje
kemijskog sastava sjemene plazme je vazno
pri odabiru razrjedivaca, koji odrzava i
produzuje zivotni vijek spermija tijekom
Cuvanja sjemena. Lipidi, bjelancevine,
ugljikohidrati i minerali, sudjeluju u izgradnji
i metabolickim procesima spermija. Lipidi
se nalaze u staninoj membrani spermija,

sudjeluju u metabolizmu i kapacitaciji
spermija, hiperaktivaciji i akrosomskoj reakciji
te oplodnyji jajne stanice. Bjelancevine sudjeluju
u kapacitaciji i oplodnji, a pri transportu
spermija fagocitiraju i vezu propale spermije.
Minerali u sjemenoj plazmi uspostavljaju
i odrzavaju osmotsku ravnotezu, djeluju
antibakterijski, neophodni su za pravilno
gibanje spermija. Neki od minerala su
sastavni dijelovi enzima, dok drugi sudjeluju
u njihovoj aktivaciji. Istrazivanja neplodnosti,
posebice muskaraca, usmjerena su sve vise
na analiziranje i odredivanje biokemijskih
pokazatelja sjemene plazme, jer se ustvrdilo
da brojnost i gibljivost spermija nisu dostatno
mjerilo za procjenu oplodne sposobnosti
spermija ve¢ je nuzan kvalitetan medij
za odrzavanje njihovih znacajki. Pojedini
biokemijski pokazatelji u sjemenoj plazmi
su mjerilo funkcije ili disfunkcije testisa i
akcesornih spolnih Zlijezda ili se odnose na
kakvocu sjemena i rasplodnu ucinkovitost ili

neplodnost.
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Uvod

Sjeme se sastoji od spermija i sjemene
plazme (Slika 1.). Tijekom ejakulacije
spermiji prolazi kroz sjemenovode,
mokracnicu te se spajaju sa sjemenom
plazmom tvoreéi sjeme (Dabrovich i
sur., 2014.). Sjemena plazma je tekudina
koja nastaje mijeSanjem proizvoda
akcesornih spolnih Zlijezda te u manjoj
mjeri proizvoda testisa, epididimisa
i sjemenovoda. Sjemena plazma se
sastoji od: iona (Na*, K*, Zn*, Ca™, Mg",
Cl), energetskih supstrata (fruktoza,
sorbitol, glicerilfosfokolina), organskih
spojeva (bjelancevina s malom i
velikom molekulskom masom, peptidi,
aminokiseline, lipidi, limunska kiselina,
hormoni, citokini) itd. U sjemenoj se
plazmi nalaze i dusikovi spojevi, kao sto
su amonijak, ureja, mokra¢na kiselina
i kreatinin te askorbinska kiselina i
hipotaurin (Rodriguez-Martinez i sur.,
2011, Zura Zaja, 2015.). Biokemijski
sastavivolumen sjemene plazme odreden
je veli¢inom i sekretornom sposobnoscu
te kapacitetom pohrane razli¢itih organa
muskog reproduktivnog sustava. Stovise,
razlike u koncentracijama pojedinih
sastojaka u sjemenoj plazmi mogu biti
posljedica ucinka vanjskih ¢imbenika kao
$to su: hranidba, smjestaj, mikroklimatski
uvjeti te razdoblje u godini, posebice
u sezonski poliestricnih Zivotinja, ali
i metodi analize biokemijskih tvari,
aktivnosti enzima prisutnih u sjemenoj
plazmi i metabolicke aktivnosti samih
spermija suspendiranih u sjemenoj
plazmi (Juyena i Stelletta, 2012.). Nadalje,
razlike se mogu nadi i unutar vrste i
pasmine, a cak niti ista jedinka nema
uvijek jednaki sastav sjemene plazme
(Zura 2aja isur., 2016.a,b).

Sjemena plazma dobiva sve vise na
vaznosti od kada se ustanovilo da broj-
nost, gibljivost i pravilna morfologija
spermija nisu dostatno mjerilo za procje-
nu oplodne sposobnosti spermija. Pojedi-

ni su biokemijski pokazatelji u sjemenoj
plazmi mjerilo funkcije ili disfunkcije
testisa i akcesornih spolnih Zlijezda ili se
odnose na kakvocu sjemena i rasplodnu
ucinkovitost ili neplodnost (WHO, 2010.,
Lopez Rodriguez i sur., 2013., Zura Zaja,
2015., Talluri i sur., 2017.). UvrijeZeno je
da se sjemena plazma moZe nadomjesti-
ti razrjedivacima bez znacajnijeg Stetnog
utjecaja na spermije no nedavna su istra-
zivanja ustvrdila da sjemena plazma ima
razlicite funkcije u metabolizmu spermija
(Rodriguez-Martinez i sur., 2011.). Na-
ime, funkcija sjemene plazme fizioloski
je povezana s ejakulacijom spermija te
njihovim opstankom u Zenskom spol-
nom sustavu. Nekoliko je istraZivanja u
razlicitih vrsta ustvrdilo razlicite funkcije
sjemene plazme, ukljucujudi: 1) aktivaciju
i povecanje gibljivosti spermija te pobolj-
Sanje sveukupne kvalitete sperme; 2) pu-
feriranje, kako bi se osigurao optimalni
osmotski i hranjivi medij; 3) prevenciju
prijevremene aktivacije tijekom fiziolos-
kog transporta spermija te stabilizaciju
stanicne membrane uz pomo¢ inhibitora
kapacitacije; 4) zastitu spermija od fago-
citoze i razaranja u upalnim procesima; 5)
reguliranje transporta i eliminacije sper-
mija; 6) poboljSanje postotka ovulacije u
krava, kao i indukciju ovulacije u svinja
i deva; 7) poboljSanje interakcije sper-
mij-jajna stanica; 8) aktivaciju ekspresije
embrionalnih citokina i pomodi u pripre-
mi majcinog sustava za razvoj embrija,
napose u uspostavljanju imunosne tole-
rancije nuzne za odrZzivost gravidnosti; i
9) utjecaj na plodnost (Rodriguez-Marti-
nez i sur., 2011., Juyena i Stelletta, 2012.,
Rodriguez-Gil i sur., 2013. Rodriguez-
Martinez, 2019) (Slika 1). Takoder, sje-
mena plazma je spermijima izvor hrane,
siguran medij za transport prilikom kojeg
pruza zastitu od oksidacijskog stresa te
osigurava nutrijente potrebne za kapaci-
taciju i oplodnju.
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Ugljikohidrati

Spermiji i sjemena plazma sadrze
jednostavne Secere, koji imaju znacajnu
funkciju u energetskom metabolizmu

SeCera ovisan je o vrsti zivotinje, o

razini testosterona i godiSnjem dobu.
Primjerice, sperma nerasta sadrzi 16 do
80 mg/dL ukupnih ugljikohidrata od toga

spermija.  Koncentracija sastav 9 do 60 mg/dL fruktoze, galaktoze 4 do
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Slika 1. Prikaz najznacajnijih sastojaka i funkcija sjemene plazme. Kratice oznacavaju: AST, aspartat
aminotransferaza; ALT, alanin aminotransferaza; ALP, alkalna fosfataza; LDH, laktat dehidrogenaza;
LPO, lipidna peroksidacija; ROS, reaktivni kisikovi spojevi [prema Juyena i Stelletta, 2012.).
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20 mg/dL, glukoze 1 do 5 mg/dL i 300 do
400 mg/dL inozitola (Gerfenisur., 1994.).
Nadalje, nekoliko je autora ustvrdilo
da spermiji nerasta dobivaju energiju
ne samo metaboliranjem glukoze i
fruktoze, ve¢ i iz neheksoznih spojeva
poput glicerola, piruvata, laktata i citrata
te neuobicajenih heksoza, primjerice
sorbitola i manoze (Rodriguez-Gil,
2013.). Sorbitol je takoder sastojak
sjemene plazme, i kao inozitol spada u
Secerne alkohole, a kemijska mu je grada
sli¢na fruktozi te se takoder sintetizira
u sjemenim vezikulama. Enzim sorbitol
dehidrogenaza pretvara ga u fruktozu
te se rabi kao metabolicki supstrat, a u
sjemenu nerasta izmjerena je koli¢ina
od 6 do 18 mg/dL (Juyena i Stelletta,
2012.). Inozitol osigurava osmotski
tlak u sjemenoj tekudcini, a izlucuju
ga sjemene vezikule te ga u sjemenoj
plazmi nerasta ima oko 2 do 3% (Frunza
i sur., 2008., Rodriguez-Martinez i sur.,
2011.). Sjemena plazma nerasta obiluje
ergotioninom (0,3-0,8 mmol/L), koji se
stvara u sjemenim vezikulama te djeluje
antioksidacijski Stite¢i sulfhidrilne veze
bjelancevina (Nikodemus i sur., 2011.).
Budu¢i da enzim heksokinaza ima vedi
afinitet prema glukozi u odnosu na
druge monosaharide, spermiji nerasta
brze i ucinkovitije koriste glukozu i to
najvec¢im dijelom glikolizom (Rodriguez-
Gil, 2013.).

Lipidi

Adekvatan lipidni sastav stanicne
membrane spermija i sjemene plazme
kljuéni su u funkciji spermija. U lipide
se ubrajaju  kolesterol, fosfolipidi,
diacilgliceroli, triacilgliceroli i vostani
esteri. Epididimisi i spermiji izvori su
lipida u sjemenoj plazmi (Zura Zaja i sur.,
2016.c). Lipidi u ejakulatu, a posebice
fosfolipidi i kolesterol, neophodni su za
pravilnu strukturu i funkciju stanic¢ne
membrane spermija. Nadalje, imaju
i znafajnu funkciju u metabolizmu i

kapacitaciji spermija te oplodnji_jajne
stanice (Lu i sur., 2016., Zura Zaja i
sur., 2016.b). U nedostatku supstrata
za glikolizu, endogeni i egzogeni lipidi
imaju znacajnu funkciju u opskrbi
spermija energijom za njihovu gibljivost i
odrzivost. U sjemenoj plazmi su prisutne
razlicite vrste fosfolipida, medu kojima se
lecitin nalazi u najvecoj koli¢ini u vecine
zivotinjskih vrsta, a moZe posluziti kao
supstrat za stvaranje energije spermijima
u danom trenutku (Frunza i sur., 2008.,
Juyena i Stelletta, 2012.).

Triacilgliceroli se u organizmu
rabe za pohranu energije, ali i u sintezi
drugih masti poput kolesterola. Zlijezde
muskog reproduktivnog sustave izlucuju
triacilglicerole u  sjemenu plazmu.
Spermiji u aerobnim uvjetima koriste
triacilglicerole za energetske potrebe
(Argov i sur., 2007.). Intravaskularni
transport triacilglicerola omogucuju dvije
podskupine lipoproteina, lipoproteini
vrlo male gustoce ili hilomikroni, za
koje se vezu bududi su netopljivi u vodi
(Beer-Ljubié i sur., 2009., Zura Zaja i sur.,
2016.b). Naime, Argov i sur. (2007.) su po
prvi puta dokazali prisutnost receptora
za lipoproteine vrlo male gustoée na
spermijima bikova, Sto pojasnjava
mehanizam kojim spermiji Kkoriste
izvanstanicne lipide.

Spermiji rabe fruktozu i slobodne
masne kiseline za opskrbu energijom ili ih
inkorporiraju u triacilglicerole. Naime, u
dostupnoj literaturi postoje kontroverzni
rezultati o ucdinku vece koncentracije
triacilglicerola u sjemenu na plodnost
muskaraca, odnosno muzjaka. Tako,
Sebastian i sur. (1987.) te Lu i sur. (2016.)
navode da je neplodnost povezana
s povecanjem koncentracije vedine
podskupina neutralnih lipida u sjemenu
muskaraca. Dok su Cevik i sur. (2007.)
u svojem istrazivanju ustvrdili znacajno
vecu  koncentraciju triacilglicerola
u skupini normospermicnih bikova
u odnosu na skupinu bikova s
oligospermijom.
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Sveukupna su istraZivanja o ucinku

triacilglicerola na musku plodnosti
oskudna u odnosu na fosfolipide,
a napose kolesterol. Novija su

istrazivanja usmjerena prema analizi
masnokiselinskog  sastava  pojedinih
lipida spermija i sjemene plazme u
humanoj i animalnoj andrologiji.
Fosfolipidi su vazna skupina spojeva
koja izgraduje stanicnu membranu,
a izlucuju ih epididimisi i prostata.
Polovica je fosfolipida u sjemenoj plazmi
~slobodna”, dok je druga polovica vezana
za lipoproteine (Zura Za]a i sur.,, 2015,
Zura Zaja i sur., 2016.b). Spermiji koriste
fosfolipide za proizvodnju energije
u odsustvu topljivih ugljikohidrata
(Juyena i Stelletta, 2012.). Stovige,
spermiji, u odredenim uvjetima, mogu
izmjenjivati lipide iz izvanstani¢nog
okolisa. Lizofosfolipidi su skupina
jednostavnih fosfolipida, koji su ukljuceni
u biosintezu stanicne membrane, a imaju
funkciju i u akrosomalnoj egzocitozi.
Nadalje, odnos kolesterola i fosfolipida
vazan je pokazatelj kapacitacijsko-
dekapacitacijskih procesa (Beer-Ljubic i
sur., 2009., Mandal i sur., 2014.).
Dostupna istrazivanja ukazuju na po-
zitivan ucinak vece koncentracije fosfolipi-
da s plodnosc¢u sjemena. Tako je, nadena
pozitivna korelacija izmedu koncentra-
cije fosfolipida u sjemenoj plazmi i broja
spermija, odnosno plodnosti u muskaraca
(Sebastian i sur., 1987.). Stovige, u sjeme-
noj je plazmi azoospermicnih i oligosper-
micnih muskaraca smanjena koncentracija
ukupnih fosfolipida, kao i u spermijima
oligospermic¢nih muskaraca. Am-In i sur.
(2011.) su medu skupinama nerasta s lo-
Som i dobrom gibljivos¢u spermija nasli
znacajnu razliku u koncentraciji ukupnih
lipida, fosfolipida i kolesterola.
Kolesterol je jednostavni lipid iz sku-
pine steroida. Jetra sintetizira veci dio ko-
lesterola, ali organi poput testisa, jajnika
i nadbubreznih zlijezda takoder sintetizi-
raju kolesterol (Sharpe i sur., 2006.). Bu-
dudi da je netopljiv u vodi, kolesterol se u

serumu i sjemenoj plazmi transportira u
obliku lipoproteina i to: lipoproteina vrlo
male gustode, lipoproteina male gustoce
i/ili lipoproteina velike vgustoce (Beer-Lju-
bi¢ i sur., 2009., Zura Zaja i sur., 2016.b).
Kolesterol je glavni sterol u ejakulira-
nom sjemenu sisavaca. Velika se koli¢ina
kolesterola sintetizira u epididimisima,
odakle se tijekom sazrijevanja spermija
transportlra u njihove stani¢ne membra-
ne (Jacyno i sur., 2009., Zura Zaja i sur.,

2016.c). Stanicna se membrana spermija
razlicitih vrsta Zivotinja odlikuje razlici-
tim udjelom kolesterola. Tako, stani¢na
membrana spermija nerasta ima mnogo
manje kolesterola u usporedbi s drugim
vrstama. Omjer izmedu kolesterola i fos-
folipida u stani¢noj membrani spermija
nerasta najnizi je i iznosi 0,20, Sto je uzrok
izrazite osjetljivosti spermija na osmotske
promjene i promjene temperatura tijekom
smrzavanja. Stani¢ne membrane spermi-
ja nerasta koje sadrze vecu koli¢inu ko-
lesterola otpornije su na osmotski ,Sok”
(Jacyno i sur., 2009.). Kolesterol regulira
fluidnost stani¢ne membrane, tijekom sa-
zrijevanja spermija u epididimisu, te tije-
kom kapacitacije i akrosomske reakcije u
zenskom spolnom sustavu (Jacyno i sur.,

2009., Zura Zaja i sur., 2016.c). Tijekom
procesa kapacitacije ,napusta” stanicnu
membranu spermija i veZe se za bjelan-
cevine u sjemenoj plazmi i bjelancevine u
zenskom spolnom sustavu (Beer-Ljubi¢
i sur.,, 2009.). Prostata izlucuje koleste-
rol u sjemenu plazmu, a spermiji nakon
ejakulacije iz sjemene plazme dobivaju
dodatnu kolic¢inu kolesterola, koji ih po-
tom Stiti od Stetnih okolisnih ¢imbenika
(Jacyno i sur., 2009.). Kolesterol u sjeme-
noj plazmi muskaraca inhibira preura-
njenu akrosomsku reakciju te pospjesuje
prezivljavanje spermija. Sjemena plazma
nerasta sadrzi relativno male kolic¢ine ko-
lesterola (Jacyno i sur., 2009., Zura Zaja i
sur., 2016.b). Koncentracija kolesterola u
sjemenoj plazmi muskaraca iznosi 25 mg/
dL, sto je nekoliko puta viSe u odnosu na
neraste (Cross, 1996., Jacyno i sur., 2009.).
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Sli¢ne su rezultate dobili i Diaconescu i
sur. (2014.) koji su ustvrdili slicne kon-
centracije kolesterola u sjemenoj plazmi
bikova i muskaraca, dok je u nerasta kon-
centracija bila desetak puta niZa.

Nekoliko istrazivanja govore u prilog
tome da veca koncentracija kolesterola
u sjemenu pozitivno utjece na plodnost.
U istrazivanju kojeg su proveli Jacyno i
sur. (2009.) koncentracija je kolesterola
u sjemenoj plazmi nerasta pozitivno
korelirala s gibljivos¢u, koncentracijom
i ukupnim brojem spermija, dok je
negativno korelirala s udjelom morfoloski
promijenjenih spermija. Slicno tome,
Al-Janabi i sur. (2012.) ustvrdili su
znacajnu pozitivnu korelaciju izmedu
koncentracije kolesterola u ejakulatu i
koncentracije spermija. U sjemenoj je
plazmi azoospermicnih i oligospermicnih
muskaraca utvrdena veca koncentracija
ukupnog kolesterola u sjemenoj plazmi
u odnosu na plodne muskarce (Sebastian
isur., 1987.), dok Meseguer i sur. (2004.)
nisu ustvrdili razliku u koncentraciji
kolesterola u sjemenoj plazmi medu
neplodnim i plodnim muskarcima.

Pojedini autori tvrde da je koncentra-
cija kolesterola u ejakulatu povezana s
razdobljem u godini (Giindogan, 2006.,
Beer-Ljubic i sur., 2009.).

Bjelancevine

Bjelancevine su neophodne za
normalnu funkciju spermija i interakciju
spermija s okolinom, odnosno s razli¢itim
tvarima u razlic¢itim dijelovima Zenskog
spolnog sustava tijekom njihova prolaska
prema jajnoj stanici. Specifi¢ni peptidi i
proteini djeluju kao signali zamoduliranje
imunosnog sustava Zenki u netoleranciji
ili toleranciji antigena sperme, mozda ¢ak
utjecu i na relativnu plodnost muzjaka i/
ili para uspostavljanjem stanja majcinske
tolerancije prema embriju. Bjelancevine u
sjemenoj plazmi imaju nekoliko znacajnih
funkcija koje prethode oplodnji, kao Sto
su regulacija kapacitacije i akrosomske

reakcije, uspostava spremnika spermija
u jajovodu, modulacija imunosnog
odgovorasluznice maternice te transportu
spermija unutar Zenskog spolnog
sustava. Nadalje, bjelancevine sudjeluju i
u interakciji i fuziji gameta (Koziorowska-
Gilun i sur., 2011., Rodriguez-Martinez i
sur., 2011., Caballero i sur., 2012.).

Do sada istrazene bjelancevine imaju
mnostvo funkcija, no samo ih je nekoliko
povezano s (ne)plodnoscéu. Koncentracija
bjelancevina u spermi manja je od one u
krvnoj plazmi te je stoga prosjecna ko-
licina bjelancevina od 30 do 60 g/L (Ro-
driguez-Martinez i sur., 2011.). Naime
koncentracija i podrijetlo bjelancevina u
sjemenoj plazmi razlikuje se izmedu Zi-
votinjskih vrsta (Diaconescu i sur., 2014.).
U spermi je mnostvo bjelancevina od ko-
jih su pojedine enzimi primjerice: katala-
za, fosfataza, mucinaza, hijaluronidaza,
tripsin, amilaza, lipaza i kolinesteraza
(Cergolj i Samardzija, 2006.).

Kisela fosfataza (ACP) je kljucna za
metabolicke i energetske transdukcijske
procese stanica odnosno neophodna je
u proizvodnji, transportu i recikliranju
fosfata. U sjemenoj plazmi nerasta ACP
se nalazi u detiri molekularna oblika
podrijetlom iz sjemenih  vezikula,
epididimisa i prostate. Aktivnost je
ACP-a podrijetlom iz epididimisa
najzastupljenija i iznosi oko 90% ukupne
aktivnosti u sjemenoj plazmi nerasta
(Wysocki i Strzezek, 2003.). U pasa i
ljudi je najzastupljenija ACP iz prostate,
a poviSene vrijednosti u krvi ukazuju na
benigne hiperplazije ili razvoj karcinoma
prostate. ACP je u sjemenoj plazmi
uklju¢ena u kapacitaciju spermija,
akrosomsku reakciju, hiperaktivaciju i
vezanje za zona pellucidu/oplodnju jajne
stanice (Wysocki i Strzezek, 2003., Stasiak
isur., 2010.). Nadalje, ACP iz epididimisa
je ukljucena u post testikularne procese
sazrijevanja spermija (Wysocki i Strzezek,
2006, Zura Zaja i sur, 2016.c), t. u
fosforilacijsko-defosforilacijske procese.
Soucek i Vary (1984.) ustvrdili su da su
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kisela i alkalna fosfataza sastavni dijelovi
stanicne membrane spermija te da je
ACP nadena i u izvanjskoj akrosomalnoj
membrani spermija.

Alkalna fosfataza (ALP) Kkatalizira
hidrolizu fosfatnih skupina u nizu
razli¢itih supstrata u sjemenoj plazmi te
membrani spermija muZjaka razlic¢itih
vrsta zivotinja i ljudi. Podrijetlo ALP
u sjemenoj plazmi ovisi o Zivotinjskoj
vrsti. U nerasta i pasa se vedi dio
ALP-a sintetizira u epididimisu, a
akcesorne spolne Zzlijezde i testis stvaraju
zanemarivu koli¢inu tog enzima (Bucci
i sur., 2014., Zura Zaja i sur., 2016.c).
U bikova su pak sjemene vezikule
najznacajniji izvor ALP-a, u kunica
testisi, epididimisi, vas deferens i ampula
sjemenovoda podjednako sintetiziraju
veliku koli¢inu enzima, u konja najvece
vrijednosti nadene su u testisima i
epididimisima, dok su u musSkaraca
najvece vrijednosti u prostati (Turner
i Mcdonnell, 2003., Bucci i sur., 2014.).
Osim u sjemenoj plazmi, ALP sastavni
je dio stanicne membrane spermija te je
povezana s citoplazmatskom kapljicom.
ALP iz sjemena moZe hidrolizirati
fosfatne estere raznih mononukleotida,
Secera, glicerofosfata i piridoksal-fosfata,
kao i adenozin trifosfata (Glogowski i
sur., 2002.). ALP sudjeluje i u proizvodnji
slobodne fruktoze u ejakulatu, koja nakon
fruktolize osigurava energiju neophodnu
za gibljivost spermija (Stasiak i sur.,
2010.). Neke su studije pokazale korelaciju
izmedu aktivnosti enzima i koncentracije
spermija povezane s plodnos¢u bikova
(Stallcup, 1965.), nerasta (Bucci i sur,,
2014.) i pastuha (Pesch i sur., 2006.).

ALP ima vaznu funkciju u kapacitaciji
spermija. Velike su vrijednosti ALP
aktivnosti nadene u sjemenoj plazmi, a
vjerojatno su odgovorne i za odrzavanje
spermija u stanju anabioze te u
sprjeCavanju prijevremene kapacitacije.
Sjemena plazma sadrZi ¢imbenike koji
inhibiraju kapacitaciju spermija (Bucci i
sur., 2014.). Tijekom prolaska kroz zenski

spolni sustav spermiji sa svojih povrsina
gube bjelancevine sjemene plazme, kao
i druge ¢imbenike koji ih oblazu i koji
su odgovorni za dekapacitaciju, potom
prolaze kroz proces kapacitacije i stjecu
oplodnu sposobnost (Briissow i sur.,
2008.).

Aktivnosti se  enzima  poput
v-glutamil-transferaze i ALP odnose na
kakvocu sjemena i funkciju membrana
te sudjeluju u razli¢itim metabolickim
procesima tijekom dozrijevanja spermija
(Kumar i sur., 2000., Bucci i sur., 2014.,
Zura Zaja isur., 2016.a,c).

Gama-glutamil transferaza (GGT)
je enzim prisutan u membranama
stanica mnogih tkiva kao i sjemenih
vezikula. GGT ima vaznu funkciju u
odrzavanju unutarstanicnog cisteina
i glutationa (GSH), koji su vazni u
oCuvanju unutarstanicne homeostaze
protiv oksidacijskog stresa (Yokoyama,
2007.). Seligman i sur. (2005.) dokazali
da je GGT aktivno uklju¢en u proces
razgradnje glutationa u cistein, a koji
je najintezivniji u glavi epididimidisa.
GGT je enzim vazan u reprodukciji
muzjaka, obilno ga se nalazi u tkivima
epididimisa, a njegova je prisutnost
presudna za musku plodnost (Kumar i
sur., 2000., Zura Zaja isur., 2016.c). lako
autori navode da je enzim lokaliziran u
epitelu epididimisa, ustvrdeno je daiu
tekudini epididimisa postoji slobodni
oblik GGT-a, kojega je aktivnost 200 do
500 puta veca u sjemenu nego u serumu
(Seligman i sur., 2005.). Muzjaci miSeva,
koji nemaju GGT imaju znatno manje
testise, sjemene vezikule i epididimise
te oligospermiju ili azoospermiju.
Osim toga spermiji su im nepokretni i
neplodni (Kumar i sur., 2000.).

GGT je prisutna u podrudju akroso-
me i srediSnjem dijelu spermija pojedinih
vrsta sisavaca te moZe u trenutku pene-
tracije spermija dodatno utjecati na udio
GSH u oociti. Obzirom na veliki broj mi-
tohondrija u spermiju, ovi su antioksida-
tivni mehanizmi vazni u odrzavanju gi-
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bljivosti spermija, brzine hiperaktivacije i
odrzanja tijekom skladistenja (Stefanov i
sur., 2013., Zura Zaja isur., 2019.).

Istrazivanjima je ustvrdeno da veca
aktivnost GGT-a ima pozitivan ucinak
na kvalitetu sjemena (Pesch i sur., 2006.,
Lopez Rodriguez i sur., 2013., Stefanov i
sur., 2013.). Znacajna korelacija izmedu
GGT-a i gibljivosti spermija mozZze
ukazivati na njegovu funkciju u zastiti
stanica od slobodnih radikala kisika.

Laktat dehidrogenaza (LDH) je
enzim ukljucen u zavrsni dio glikolize.
LDH se nalazi u sisavaca i ptica u tri
izoforme i to izoenzimi: A4, B4 te C4 (X).
LDHC je prisutan u testisima, odnosno
spermatocitama, spermatidama i
spermijima, ali je naden i u maloj kolicini
u jajnim stanicama (Odet i sur., 2008.). U
spermi LDH i sorbitol dehidrogenaza su
enzimi aktivni u procesima u kojima se
stvara energija (Diaconescu i sur., 2014.).
Nadalje, uklanjanjem Ldhc gena u miSeva
dolazi do nemogucnosti hiperaktivacije
spermija, nemogucnosti njihova prodora
u zonu pellucidu in vitro te nemogucnosti
provodenja procesa fosforilacije, koja je
karakteristi¢na za kapacitaciju spermija.
Rezultati ukazuju da enzim LDHC ima
znacajnu funkciju u odrZavanju procesa
glikolize i proizvodnje ATP-a u bicu
spermija (flagellum), koji su potrebni za
plodnost muzjaka i funkcije spermija
(Odet i sur., 2008.).

U viSe se istrazivanja navodi da
LDH ima vaznu metabolicku funkciju
u kapacitaciji spermija i oplodnji (Duan
i Goldberg, 2003., Asadpour, 2012.). U
pojedinim istraZivanjima autori navode
da povecane vrijednosti LDH u sjemenu
imaju pozitivan ucinak na kvalitetu
sjemena. Primjerice, Asadpour (2012.)
i Pesch i sur. (2006.) su ustvrdili da
povecanje postotka Zivih i normalnih
spermija te gibljivosti spermija korelira
s povec¢anjem aktivnosti LDH u sjemenoj
plazmi. No, Duan i Goldberg (2003.)
navode da povecanje aktivnosti LDH u
sjemenoj plazmi, moze biti pokazatelj

funkcionalnih ostecenja stani¢ne
membrane spermija.

Kreatin kinaza (CK) je klju¢ni enzim
za staniénu energetiku, a predstavlja
sustav enzima s nekoliko izoenzima
koji su razlic¢ito razmjesSteni, posebice na
onim mjestima gdje se energija stvara
i/ili ulaze. Podrijetlo CK u sjemenoj
plazmi dijelom je iz prostate, ali i iz
drugih akcesornih spolnih zlijezda, gdje
katalizira regeneraciju ATP-a nuZznu
za povrsinsku fosforilaciju spermija
(Teixeira i Borges, 2012.). Naime, velika
koli¢ina CK prisutna je u spermijima i
sjemenoj plazmi (Teixeira i Borges, 2012.,
Zura Zaja i sur., 2016.a).

Utvrdeno je da je razina kreatin ki-
naze u ljudskoj spermi objektivan bioke-
mijski biljeg za zrelost spermija i oplodni
potencijal (Huszar i Vigue, 1993., Hallak
i sur., 2001.). U uzorcima ejakulata sa
smanjenom koncentracijom spermija,
CK aktivnost bila je 10 do 20 puta veca
od one u normospermicnim ejakulatima.
Imunocitokemijska istrazivanja CK poje-
dinog spermija ukazuju da su povecane
koncentracije CK odraz zaostale citoplaz-
me spermija koja nije bila ,izbacena” ti-
jekom kasne spermiogeneze (Huszar i
Vigue, 1993., Hallak i sur., 2001.). Nezreli
spermiji s povecanom koli¢inom cito-
plazme imaju vecu koli¢inu CK enzima i
ne vezu se za jajnu stanicu, a imaju i veci
stupanj lipidne peroksidacije (Huszar
i Vigue sur., 1994., Huszar i sur., 1997.).
Smatra se da je funkcionalna manjkavost
spermija povezana s poviSenim razinama
odredenih enzima, kao sto su CK, LDH i
glukoza-6-fosfat dehidrogenaza te manj-
kavosti u spermiogenezi, koja dovodi do
otpustanja nezrelih spermija iz germina-
tivnog epitela (Hallak i sur., 2001.). Nai-
me, aktivnost je CK negativno korelirala
s koncentracijom spermija, ukupnim bro-
jem spermija, progresivnom gibljivosti te
spermijima normalne morfologije, a po-
zitivno korelirala s postotkom spermija
s abnormalnim oblikom repa. CK mozZe
biti osjetljiv pokazatelj kvalitete i zrelosti
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spermija u pracenju lijecenih bolesnika
(Hallak i sur., 2001., Zeqiraj i sur., 2014.).

Korelacija izmedu aktivnosti CK i
koncentracije malondialdehida (MDA)
pokazuje da je povecana razina lipidne
peroksidacije povezana s nepotpunom
zreloS¢u spermija (Slika 2.) (Huszar i
Vigue, 1994., Alani i sur., 2009.). Alani
i sur. (2009.) su u svojem istrazivanju
otkrili znacajno visu koncentraciju MDA i
aktivnost CKu sjemenoj plazmineplodnih
muskaraca s normozoospermijom u
usporedbi s plodnim muskarcima.
Nadalje, smatraju da bi odredivanje
aktivnosti CK i koncentracie MDA u
sjemenoj plazmi mogla biti prihvadena
metoda za razlikovanje neplodnih
uzoraka sjemena od zdravih, uz vec
prihvadene standardne analize sjemena.

Jednako su tako, enzimi alanin
aminotransferaza (ALT), aspartat

Disfunkcija
mitohondrija

o @)

aminotransferaza (AST) i LDH znacajni u
metabolickim procesima koji osiguravaju
energiju za prezivljavanje, gibljivost i
plodnost spermija (Dogan i sur., 2009.).
Tako, povecanje postotka abnormalnih
spermija u ejakulatu rezultira povecanjem
koncentracije aminotransferaza u
izvanstanicnoj tekudini, zbog ostecenja
membrane spermija i istjecanja tih enzima
iz spermija (Gundogan, 2006). Stoga,
mjerenje aktivnosti aminotransferaza
(AST i ALT) u sjemenoj plazmi dobar je
pokazatelj stabilnosti stani¢ne membrane
spermija i kakvoce sjemena (Dogan i sur.,
2009.).

Minerali

Sjemena plazma sadrZi elemenate
u tragovima primjerice Ca, Mg, Cu,
Zn i Se u vezanom i slobodnom obliku.

SQD G6PDH CK LDH

e T

NADPH

!

<€— Prekomjerno stvaranje O,

H.0,

Peroksidativna oStecenja

I3¢eznula interakcija sa
Zenskim spolnim sustavom

Slika 2. Povezanost zaostale citoplazmatske kapljice spermija s ve¢om kolicinom citoplazmatskih

enzima (prema Rengan i sur., 2012.).

VETERINARSKA STANICA 50 (3), 223-237, 2019.



1. ZURA ZAJA, I. SVUB, 5. MILINKOVIC-TUR, 8. VINCE, H. VALPOTIC, D. URICIC, 5. CIPCIC | M. SAMARDZIJA

Navedeni elementi imaju vrlo znacajnu
funkciju i utjeu na razlic¢ite znacajke
sjemena, primjerice gibljivost spermija
(Abd-Alrahman i Abdella, 2013.,
Brini i sur., 2013.). Kationi Na, K, Ca i
Mg neophodni su za uspostavljanje i
odrzavanje osmotske ravnoteZze, a osim
toga esencijalni su elementi i sastavni
dijelovi mnogih vaznih enzima. Naime,
neprimjerene koncentracije Ca, Mg,
Zn i Cu u sjemenoj plazmi koreliraju
s neplodnos¢u u muskaraca. Dakle,
procjena sastava i koncentracije minerala
u sjemenoj plazmi moze biti vazan kriterij
za procjenu plodnosti i dijagnostiku
muskih reproduktivnih poremecaja.

Kalcij je u izvanstani¢noj tekudini
najvec¢im dijelom vezan za bjelancevine, a
drugi dio se Canalazi u sastavu anionskih
spojeva i kao ionski Ca. Najznacajnija
funkcija Ca vezanog za bjelancevine je
regulacija pH izvanstanicne tekucine,
pri ¢emu alkalni pH prouzroci povecano
vezivanje Ca i time smanjuje ionizirani
Ca (Brini i sur., 2013.). Najznacajniji izvor
Ca u sjemenoj plazmi muskarca je sekret
prostate, a u nerasta sekret sjemenih
vezikula (Mann, 1954.).

Odavno je poznato da je izvanstanic-
ni Ca potreban za uspjeSnu oplodnju.
Takoder je dokazano da su Ca* nuzni za
odrzivost, gibljivost, progresivnu giblji-
vost i kapacitaciju spermija. Spermijima
su za odrZzavanje normalne gibljivosti
neophodni unutarstani¢ni Ca* kao i Ca
iz sjemene plazme, uz brojne druge ¢im-
benike. Nadalje, ¢ini se da spermiji ima-
ju funkcionalni raspon koncentracije Ca
koji mogu tolerirati u izvanstani¢nom
okolisu, a koncentracija Ca koja prelazi
te vrijednost prouzro¢i smanjenu aktiv-
nost spermija. Breitbart (2003.) navodi
da unutarstani¢ni Ca i bikarbonati imaju
najznacajniju funkciju u procesu kapaci-
tacije spermija nerasta. Witte i Schafer-So-
mi (2007.) isto tako naglasavaju vaZnost
Ca, kolesterola i progesterona u indukciji
kapacitacije i akrosomske reakcije u sper-
mijima sisavaca.

Naime, proces sazrijevanja spermija
mijenja odgovor spermija na Ca ione,
koji imaju dvojak ucinak na gibljivost
spermija. U epididimisu, u kojem se
nalazi velika koncentracija iona Ca,
Ca* poticu nezrele spermije na gibanje,
dok u ejakuliranom sjemenu velika
koncentracija Ca* smanjuje gibljivost
spermija. Akcesorne spolne Zlijezde
izlucuju bjelancevine koje vezu Ca i
inhibitore tih bjelancevina, koje se tijekom
ejakulacije mijeSaju sa spermijima. U
zenskom spolnom sustavu spermiji stjecu
puni kapacitet za oplodnju jajne stanice.
Tijekom procesa kapacitacije inhibitori
se vezu na bjelancevine koje prenose
Ca te bivaju uklonjene, a oslobodeni
ioni Ca aktiviraju akrosomsku reakciju
i olak3avaju prodiranje spermija u jajnu
stanicu. Uz priliv Ca¥, akrosomska
reakcija popracena je i oslobadanjem
enzima uz membranske promjene, koje
su nuzne u interakciji spermij-jajna
stanica (Zaneveld i sur., 1991, Zura Zaja
isur., 2015.).

Pojedini autori navode povoljan
ucinak vece koncentracije Ca na musku
plodnost. Znacajna pozitivna korelacija
ustvrdena je izmedu koncentracije Ca
u sjemenoj plazmi i gibljivosti spermija
te stupnja aktivnosti spermija (Al-
Janabi i sur., 2012., Zhang i sur., 2010.).
Nadalje, nadena je znacajno smanjenja
koncentracija K i Ca u sjemenoj plazmi
neplodnih muskarcima u usporedbi s
plodnima (Hamad i sur., 2014.).

Razli¢ita istraZivanja na razlicitim
zivotinjskim vrstama navode podatke
o utjecaju godiSnjeg doba, pasmine,
ulestalosti ~ uzimanja  ejakulata i
ostalih okolisSnih ¢imbenika na razinu
koncentracije Ca u sjemenu (Mert i sur.
2009., Asadpour, 2012., Zura Zaja isur.,
2016.a).

Magnezij (Mg) ima znacajnu
funkciju u brojnim bioloskim procesima,
primjerice  stanicnom  energetskom
metabolizmu,  stabilizaciji ~ stanicne
membrane, stani¢nim diobama i sintezi
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bjelancevina (Cevik i sur., 2007., Abd-
Alrahman i Abdella, 2013.). Bududi da
sudjeluje u metabolizmu bjelancevina,
ugljikohidrata, masti i nukleinskih
kiselina Mg je nuzan za normalno
funkcioniranje spermija, posebice u
metabolickim  procesima.  Nadalje,
ionski Mg je znacajan u regulaciji
funkcija mitohondrija, ukljucujudi i
kontrolu njihovog volumena, sastava
iona te proizvodnje ATP-a (Pasternak
i sur., 2010.). No, Mg ima i funkciju u
spermatogenezi, posebice u gibljivosti
spermija.

U dostupnoj literaturi postoje
istrazivanja s oprecnim rezultatima
vezano uz ¢injenicu je li pozeljna veca
ili manja koncentracija Mg u sjemenu. U
istrazivanju Cevik i sur. (2007.) ustvrdili
su znacajno manju  koncentraciju
Mg u sjemenoj plazmi bikova s
oligospermijom. Slicno navode Zhang
i sur. (2010.), koji su ustvrdili znacajnu
negativnu korelaciju Mg u sjemenoj
plazmi s parametrima spermija. Nadalje,
rezultati Abd-Alrahman i Abdella (2013.)
ukazuju da porast koncentracije Mg u
sjemenoj plazmi muskaraca prouzroci
smanjenje gibljivosti spermija. Navedeno
se ne podudara s rezultatima studije
Bassey i sur. (2013.), koji navode da
je koncentracija Ca i Mg u sjemenoj
plazmi bila znacajno veca u skupini
plodnih muskaraca u odnosu na skupine
neplodnih muskaraca. Nadalje, nerasti
s dobrom kvalitetom sjemena imali
su vecu koncentraciju Mg u sjemenoj
plazmi od onih s loSom kvalitetom
(Lopez Rodriguez i sur., 2013.). Dobiveni
rezultati navedenih autora ukazuju da
Ca i Mg u sjemenoj plazmi imaju vrlo
znacajnu funkciju u muskoj plodnosti te
bi se trebali uzeti u obzir u dijagnostici i
lije¢enju muske neplodnosti.

Cink (Zn) ima vaznu funkciju u
fiziologiji spermija, u proizvodnji i/

ili odrZivosti spermija, u prevenciji
razgradnje te stabilizaciji stanicne
membrane spermija, stabilizaciji

kromatina u jezgri spermija, gibljivosti
spermija, a djeluje i antioksidativno
(Lipensky i sur., 2014.). Cu, Zn i Se
sudjeluyju u mnogim biokemijskim
procesima koji podrzavaju stani¢ni Zivot.
Najvazniji od tih procesa su stanicno
disanje, stani¢ni aerobni procesi, stani¢na
dioba, DNKiRNK replikacija, odrzavanje
integriteta stani¢ne membrane i vezivanje
slobodnih radikala kisika. Cu, Zn, Se su
ukljuceni u uklanjanje slobodnih radikala
kisika pomocu kaskadnih enzimskih
sustava te Stite bjelancevine i lipide
od oksidacijskog ostecenja. Cu i Zn su
koc¢imbenici u reakciji koju katalizira
enzim superoksid dismutaza u kojoj se
superoksidni radikal prevodi u manje
Stetan vodikov peroksid. Minerali kao §to
su Zn i Se, zbog njihovih antioksidativnih
svojstava povezani su s kvalitetom
siemena u muskaraca, (Bedwal i
Bahuguna, 1994., Lopez Rodriguez i sur.,
2013.).

U spolno zrelih muskih jedinki velika
je koncentracija Zn u testisima, a prostata
ima najvecu koncentraciju Zn u tijelu
te je stoga u WHO priru¢niku opisan
kao pokazatelj funkcije prostate (WHO,
2010.). U stakora se uslijed nedostatka Zn
Cesto opaza vedi udio spermija patoloskih
oblika (Bedwal i Bahuguna, 1994.), a
Lopez Rodriguez i sur. (2013.) nasli su
negativnu korelaciju koncentracije Zn
u sjemenoj plazmi nerasta s udjelom
spermija s abnormalnim repom. Veca
koncentracija Zn izmjerena je u sjemenoj
plazmi nerasta s boljom kvalitetom
sjemena u odnosu na one s loSijom
(Lipensky i sur., 2014.). Osim navedenog,
nedostatak Zn inhibira steroidogenezu
u testisima $to rezultira smanjenom
proizvodnjom ili izostankom proizvodnje
spermija (Hamdi i sur., 1997.).

NajviSe je istrazivanja o vaznosti Zn
u reprodukciji provedeno u ljudi, no
rezultati su nekonzistentni pa su Zhao
i Xiong (2005.) u svom istraZivanju
ustvrdili da je manja koncentracija Zn u
sjemenoj plazmi povezana sa smanjenom
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proizvodnjom i gibljivosti spermija
te neplodnosti u muskaraca. Gotovo
istovjetne rezultate navode Colagar i sur.
(2009.) te Atig i sur. (2012.). Suprotno
prethodno navedenim istrazivanjima,
Abd-Alrahman i Abdella, (2013.)
ustvrdili su negativnu korelaciju izmedu
gibljivosti spermija i koncentracije Zn i
Mg u sjemenoj plazmi muskaraca.

Zaklju¢na razmatranja

Sjemena plazma je znacajna za
metabolizam spermija kao i za njihovu
funkciju, preZivljavanje i transport u
zenskom spolnom sustavu. Nadalje,
sjemena plazma ima vaznu funkciju
tijekom kapacitacije spermija, stimulira
imunosni sustav sluznice uterusa za
neutralizaciju patogena, a da pri tome
tolerira spermije i zametke. Lipidi sjemena
izgraduju staniénu membranu spermija,
sudjeluju u metabolizmu i kapacitaciji
spermija, hiperaktivaciji i akrosomskoj
reakciji te oplodnji jajne stanice. U
nedostatku ostalih supstrata, spermiji
koriste lipide za proizvodnju energije
za njihovu gibljivost i odrzivost, a veca
koncentracija lipida u sjemenu omogucuje
njegovu uspjesniju pohranu i ocuvanje.

Bjelancevine utjecu na stabilnost
stani¢ne membrane spermija te njihovu
gibljivost, a sudjeluju u kapacitaciji i
interakciji s jajnom stanicom i u oplodnji.
Pri transportu spermija duZz Zzenskog
spolnog sustava bjelancevine sudjeluju
u fagocitozi i vezanju propalih spermija.
Veca koncentracija bjelancevina u
sjemenu utjee na bolju mogucnost
smrzavanja sjemena, odnosno bolju
kakvocu sjemena nakon odmrzavanja i
vecu sposobnost spermija za oplodnju
jajne stanice.

Minerali sjemene plazme, iako u
malim koncentracijama, nuzni su za
gibljivost spermija, uspostavljanje i
odriavanje osmotske ravnoteZe, sastavni
su dijelovi enzima uklju¢enih u vazne
metabolicke procese spermija.

U humanoj medicini odredivanje

biokemijskih pokazatelja u sjemenoj
plazmi od Kklinickog je znacenja,
primjerice za otkrivanje patologije

testisa i/ili akcesornih spolnih Zlijezda,
za provjeru reprodukcijskog potencijala
te pracenja reproduktivnog zdravlja.
Analiza biokemijskih pokazatelja u
sjemenoj plazmi pruza mogucnost ranog
otkrivanja bolesti, posebice raka prostate
u muskaraca.

U veterinarskoj medicini, odredivanje
pojedinih  biokemijskih  pokazatelja
u sjemenoj plazmi rasplodnjaka, ima
primjenu u dijagnostici neplodnosti i/
ili bolesti spolnih organa, procjeni i
pracenju reprodukcijskog zdravstvenog
stanja i procjeni kakvoce ejakulata.
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Semen is a mixture of spermatozoa,
produced by the testicles, and seminal plasma
secreted by the accessory sexual glands and
epididymis, which are then combined at the time
of ejaculation. Seminal plasma contains particles
of different size that affect spermatozoa viability
and function during their migration along the
female reproductive tract, enabling protection
from oxidative stress, and having important
physiological roles in different processes
prior to the penetration of a spermatozoon
into an egg cell. These functions are referred
to as: nutrition, protection, regulation of
motility and capacitation of spermatozoa,
gamete recognition and binding. Knowledge
of physiological characteristics of sperm and
seminal plasma, influence of breed, lines and
individual impacts of disorders, are required
for further advancement of reproduction
efficiency and inheritance of the best traits of
the semen genome. Knowledge of the chemical
composition of seminal plasma is very important
in the selection of the diluent, as it maintains and
extends the lifetime of the spermatozoa during
semen storage. Lipids, proteins and minerals
participate in the metabolic and other processes
of spermatogenesis. Lipids are constituents

of the cell membrane, participate in the
metabolism and capacitation of spermatozoa,
hyperactivation and acrosomal reaction, as well
as in the fertilization of an egg cell. Proteins
participate in capacitation and fertilization and
in the transportation of spermatozoa through
the female reproductive tract, and they facilitate
phagocytosis and binding of dysfunctional
spermatozoa. Minerals in the seminal plasma
establish and maintain the osmotic equilibrium,
they act as antibacterial agents and are essential
for the proper motility of spermatozoa. Some are
components of enzymes, while others participate
in their activation. Infertility studies, particularly
in humans, are focused more on analysing
and determining seminal plasma parameters,
as the number and motility of spermatozoa
are not the only prerequisite for successful
fertilization. Namely, it is also necessary to have
a quality medium for maintaining their normal
characteristics. Certain biochemical parameters
in seminal plasma are used to measure the
function or dysfunction of the testicles and
accessory sex glands, or are related to semen
quality and fertility or infertility.

Key words: biochemical parameters; seminal
plasma; spermatozoa; lipids; proteins; minerals
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