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Function of the antioxidant system in boar semen

Summary

An excessive generation of reactive oxygen species (ROS) in boar semen leads to a reduced motility and
fertilizing ability of spermatozoa. Boar spermatozoa, because of a high content of polyunsaturated fatty
acids (PUFAs) in their structure, are highly sensitive to lipid peroxidation (LPO). This process, induced by
ROS generation, causes irreversible changes in the conformation and integrity of plasmalemma. The boar’s
reproductive system includes a special antioxidant system consisting of enzymatic components and antioxidants
of low molecular weight. The most active of antioxidant enzymes present in boar semen is superoxide dismutase
(SOD). SOD transforms superoxide anion (O,”) into hydrogen peroxide (H,0,). Because H,O, can easily
diffuse across the membranes, it is most harmful to boar spermatozoa. Given the low content of antioxidants
of low molecular weight (e.g. L-gluthatione or L-ergothioneine) and the absence of catalase (CAT) activity in
boar semen, there must be other mechanisms responsible for the scavenging of hydrogen peroxide and other
ROS. This function is probably accomplished mainly by phospholipid hydroperoxide gluthatione peroxidase
(PHGPx), enzymes of tioredoxin (TRX) and peroxiredoxin (PRDX) groups, as well as by paraoxonase type 1
and 2 (PON-1 and PON-2).
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Tlen jest pierwiastkiem warunkujgcym zycie or-
ganizmow aerobowych. Z jednej strony, poprzez
oddychanie umozliwia komorkom uzyskanie duzo
wigkszych ilodci energii niz w przypadku fermentacji,
jednak, z drugiej strony, uszkadza sktadniki komo-
rek. Tlen czqsteczkowy Jest utleniaczem. Reaguje ze
zwigzkami organicznymi, pobierajac od nich elektrony
1 ostatecznie ulegajac redukeji. Catkowita redukcja
tlenu wyraza si¢ poprzez przytaczenie do czasteczki
czterech elektronow 1 czterech protondw, w wyniku
czego powstaja dwie czasteczki wody:

O,+4¢ +4H" —-2H0

Reakcja ta jest egzoergiczna, a produkt reakcji, czyli
woda, jest zwigzkiem niereaktywnym wobec komorki.
Niestety, czasteczka tlenu nie zawsze ulega calko-
witej, czteroelektronowej redukcji. W okreslonych
warunkach moze ona ulega¢ przeksztatceniom w tok-
syczne, reaktywne formy tlenu (RFT). Najczesciej
powstajacymi RFT o budowie wolnych rodnikéw sa:
anionorodnik ponadtlenkowy (O,"), rodnik wodoro-
nadtlenkowy (HO?"), rodnik hydroksylowy (‘OH),
tlenek azotu (NO°), dwutlenek azotu (NO,’) oraz rod-

Y Opracowanie przygotowano w ramach badan statutowych UWM w Olsztynie
(nr tematu 11.610.003-300).

nik nadtlenkowy (ROO"). Do RFT zaliczajg si¢ row-
niez: tlen singletowy ('O,), ozon (O,) oraz nadtlenek
wodoru (H,O,), ktore nie posiadaja niesparowanego
elektronu. RFT oraz ich metabolity atakuja gtownie
wigzania wystepujace w DNA, lipidach i biatkach
(10). Najgrozniejszy dla struktury DNA jest rodnik
hydroksylowy, ktory uszkadza zasady azotowe, reszty
cukrowcowe oraz wigzania fosfodiestrowe, powodujac
modyfikacje nukleotydow oraz peknigcia nici DNA.
Uszkodzeniom podlegajg przede wszystkim reszty
tymidyny. Najpowszechniej wystepujacym procesem
wolnorodnikowym w komorce jest jednak tancuchowa
peroksydacja lipidow, polegajaca na utlenianiu reszt
wielonienasyconych kwasow tluszczowych, ktore
wchodza w sktad fosfolipidow btonowych i lipoprote-
in. W wyniku usunigcia wodoru z grupy metylenowe;j
nienasyconego kwasu thuszczowego powstaje rodnik
alkilowy. Ten, reagujac z tlenem, moze przeksztatcac
si¢ w rodnik nadtlenkowy. Obie formy rodnikéw
moga wchodzi¢ w reakcje z kolejnymi czgsteczkami
kwasow ttuszczowych, powodujac ich autooksydacje.
Reaktywne formy tlenu uszkadzajg takze aminokwasy,
takie jak: cysteina, seryna, tyrozyna czy treonina, wpty-
wajac na zmiang aktywnos$ci enzymow 1 wlasciwosci
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biatek nieenzymatycznych. Oksydacyjnie uszkodzone
bialka zazwyczaj tracg aktywnos¢ biologiczng i zaczy-
naja wykazywac tendencje do tworzenia agregatow
(22). Uposledzajac dziatanie szlakow enzymatycznych
1 sygnatowych, RFT indukujg powstawanie nieodwra-
calnych zmian w komorce, w tym czgsto jej $mieré
(46). W organizmie prawie 90% reaktywnych form
tlenu powstaje w tancuchu oddechowym, jednak RFT
powstajq takze jako rezultat autooksydacji i inaktywa-
cji malych czasteczek, jak na przyktad zredukowane
ﬂawmy czy tiole oraz jako produkt uboczny dziatania
enzymow, takich jak: oksydazy, cyklooksygenazy,
hpooksygenazy, dehydrogenazy i peroksydazy. Do
miejsc, w ktorych powstajg RFT, w komorce mozna
zaliczy¢: mitochondria, lizosomy, peroksysomy, sia-
teczke $rddplazmatyczng, jadro komdrkowe, btong
plazmatyczng oraz cytoplazme (22, 32).

RFT sg wytwarzane zarowno w warunkach fizjo-
logicznych, jak i patologicznych. Niewielkie ilosci
reaktywnych form tlenu sa wykorzystywane przez
komorke m.in. do obrony przed mikroorganizmami
czy pasozytami oraz podczas programowanej Smierci
komorki, czyli apoptozy. RFT sg znanymi induktorami
apoptozy w komorkach somatycznych i zarodkowych.
Najwazniejszym etapem procesu apoptozy jest frag-
mentacja DNA na nukleosomy, czyli fragmenty DNA
o dhugosci okoto 180-200 par zasad. Fragmentacja
DNA jest katalizowana przez endonukleazy, zalezne
od Ca?" i Mg*'. Zwigkszenie st¢zenia jondw wapnia
w cytoplazmie powoduje aktywacje enzymow nu-
kleolitycznych. Najprawdopodobniej wzrost ilosci
wolnych rodnikéw powoduje uwolnienie Ca*" z mi-
tochondridéw, co inicjuje proces apoptozy. RFT moga
tez regulowac programowang $mier¢ komorki poprzez
wplyw na ekspresj¢ dwoch gtownych grup czynnikoéw
zaangazowanych w apoptoze, Bcl-2 i FasL (20). W wa-
runkach patologicznych nagromadzenie RFT skutkuje
uszkodzeniami struktur wewnatrzkomorkowych.
Zjawisko ,,stresu oksydacyjnego” definiuje si¢ jako
naruszenie rownowagi pomiedzy wytwarzaniem RFT
a dziataniem systemu antyoksydacyjnego organizmu
(13). Termin ten stosuje si¢ zwykle wtedy, gdy poziom
oksydantow przewyzsza poziom antyoksydantow (46).

Komponenty systemu antyoksydacyjnego

Enzymatyczne uktady antyoksydacyjne. W normie
fizjologicznej RFT sg stale unieczynniane przez lokal-
ne systemy antyoksydacyjne. Podstawowymi enzyma-
mi antyoksydacyjnymi w komorkach zwierzecych sa:
dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), katalaza (CAT) oraz
peroksydaza glutationowa (GPx). Nazywane sg one
tzw. ,,triadg enzymatyczng”. Dodatkowo, z peroksyda-
za glutationowg wspoétdziata reduktaza glutationowa
(GR) (10).

Generowanie RFT jest procesem wieloetapowym.
Najpierw w wyniku jednoelektronowej redukcji tlenu
powstaje anionorodnik ponadtlenkowy:

O,te -0,
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Nastepnie SOD przeprowadza reakcje dysmutacji
anionorodnika ponadtlenkowego do nadtlenku wodoru:
O +O +2H+—>HO +O

SOD jest metaloenzymem wyste;puj a,cym wewnatrz-
1 zewnatrzkomorkowo. Enzym wenatrzkomorkowy
zlokalizowany jest w cytoplazmie lub w macierzy
mitochnodrialnej. Pierwszy z nich w swym centrum
aktywnym zawiera atomy miedzi i cynku (Cu,Zn-SOD;
SOD-1), natomiast drugi manganu (Mn-SOD; SOD-2).
Z kolei w srodowisku zewnatrzkomorkowym znajduje
si¢ pozakomoérkowa dysmutaza ponadtlenkowa EC-
-SOD (SOD-3) zawierajaca miedz i cynk (18).

Powstaty nadtlenek wodoru, ktory fatwo przenika
przez btony, jest nast¢pnie rozkladany w peroksyso-
mach przez CAT do czasteczki wody 1 tlenu.

2H,0,—-2H0+0,

Katalaza jest Zefazoporﬁrynq zawierajaca cztery
grupy hemowe. Najwyzsza aktywnos$¢ enzymu wyste-
puje w watrobie, erytrocytach oraz nerkach. Katalaza
wykazuje najwicksze powinowactwo do nadtlenku
wodoru, gdy jego st¢zenie jest wyzsze niz 10° M (10).

Z kolei GPx przeprowadza redukcje nie tylko nad-
tlenku wodoru, ale takze nadtlenkow organicznych
(ROOH), wspoldziatajac z glutationem.

2GSH+H,0, — GSSG +2 H,0
ROOH + 2 GSH — ROH + GSSG + H,O

GPx jest selenoenzymem, ktory przeprowadza
reakcje redukcji nadtlenku wodoru do wody, prze-
ksztatcajac zredukowany glutation w jego postac
utleniong (GSSG). Enzym ten redukuje takze nadtlenki
do alkoholi. Aby nie doszto do inaktywacji bialek
poprzez powstaly GSSG, z peroksydazg wspotdziata
reduktaza glutationowa. Reduktaza odtwarza zredu-
kowang posta¢ glutationu (GSH) kosztem utleniania
NADPH (18):

GSSG + NADPH + H" — 2 GSH + NADP

Niskoczasteczkowe antyoksydanty. Kazda komoérka
dysponuje nie tylko enzymami antyoksydacyjnymi
rozktadajacymi wolne rodniki, ale takze niskoczastecz-
kowymi zwigzkami wchodzacymi w reakcje z nimi.
Nazywane sg one przeciwutleniaczami lub antyok-
sydantami. Sg to: L-glutation, L-ergotioneina, kwas
L-askorbowy (wit. C), a-tokoferol (wit. E), kwas mo-
czowy, tauryna oraz hipotauryna (10). Do grupy anty-
oksydantow czesto zalicza si¢ rowniez wielofunkcyjne
biatko o masie czasteczkowej okoto 60 kDa —albuming
3 9) Antyoksydanty dziataja w dwojaki sposob. Moga
wejs¢ w reakcje z czynnikami utleniajacymi i nazy-
wane s3 wtedy antyoksydantami prewentywnymi lub
tez tacza si¢ bezposrednio z produktami posrednimi
utleniania, tj. wolnymi rodnikami i wtedy noszg nazwe
antyoksydantéw interwentywnych. Antyoksydanty
dzielg si¢ na dwa rodzaje: hydrofilowe (np. L-glutation,
kwas L-askorbowy czy L-ergotioneina), ktore chronig
cytoplazme komorki oraz hydrofobowe (np. tokofero-
le), ktére chronig strukture bton komoérkowych (10).

Antyoksydacyjne dziatanie L-glutationu to przede
wszystkim detoksykacja nadtlenku wodoru, nadtlen-
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kéw organicznych i1 innych reaktywnych form tlenu,
a takze egzo- i endogennych zwigzkéw elektrofilnych
oraz mozliwo$¢ chelatowania jonéw metali. Potencjat
redoks uktadu GSSG/GSH pozwala takze na zacho-
dzenie reakcji miedzy glutationem zredukowanym
autlenionymi postaciami innych antyoksydantow (12).

L-ergotioneina w duzych ilo$ciach jest preferencyj-
nie odktadana w narzadach, komorkach oraz ptynach
wydzielniczych najbardziej narazonych na wystapienie
zjawiska stresu oksydacyjnego i procesu zapalnego.
Wysoka zawarto$¢ L-ergotioneiny wykazano w wa-
trobie, nerkach, erytrocytach, soczewkach oczu oraz
plazmie nasienia. Dziala ona jako pot¢zny ,,zmiatacz”
rodnika hydroksylowego, kwasu podchlorawego i nad-
tlenoazotynu (16).

Witamina C (kwas L-askorbowy) jest rozpuszczalna
w wodzie. Moze ona wchodzi¢ w bezposrednie reak-
cje z anionorodnikiem ponadtlenkowym, rodnikiem
hydroksylowym oraz tlenem singletowym. Kwas
L-askorbowy moze takze regenerowa¢ zredukowana
forme witaminy E (32).

Witamina E (a-tokoferol) — antyoksydant rozpusz-
czalny w thuszczach i obecny we wszystkich btonach
komoérkowych — chroni przed peroksydacja lipidow.
Witamina E moze reagowac bezposrednio z rodnikiem
nadtlenkowym, hydroksylowym oraz anionorodnikiem
ponadtlenkowym. W tkankach ubogich w witamine E
wykazano wzrost zawartosci aldehydow, nadtlenkow
1 lipofuscyn podczas ataku RFT (32).

Wykazano, ze takze kwas moczowy moze chro-
ni¢ komoérki przed uszkodzeniami oksydacyjnymi.
Podczas przeksztatcania kwasu moczowego w alan-
toing neutralizacji podlegaja rodniki hydroksylowe,
wodoronadtlenki lipidow oraz czasteczki tlenu single-
towego. Dzialanie kwasu moczowego jako antyoksy-
danta przejawia si¢ rowniez jego udziatem w stabilizo-
waniu czasteczek kwasu linolenowego 1 utrzymywaniu
ciggltosci bton komorkowych erytrocytow (19).

Tauryna (kwas 2-aminometylosulfonowy) jest
wolnym aminokwasem biogennym obecnym w wigk-
szo$ci tkanek ssakéw. Mimo Ze tauryna nie wchodzi
w sktad zadnych komponentow biatkowych, odgrywa
wazng role w osmoregulacji, proliferacji komorek
oraz ich ochronie przed uszkodzeniami powstatymi
podczas stresu oksydacyjnego. Dziatanie tauryny jako
antyoksydanta w uktadach biologicznych wyraza si¢
poprzez jej uczestnictwo w stabilizowaniu bton pla-
zmatycznych, ,,zmiataniu wolnych rodnikow”, a takze
zmniejszaniu nasilenia procesu peroksydacji lipidow
(17, 47). Z kolei hipotauryna neutralizuje glownie
rodnik hydroksylowy, co zapobiega procesowi perok-
sydacji lipidow (6).

W grupie antyoksydantow albumina reprezentuje
gléwng zapore antyoksydacyjng osocza krwi. Wolne
jony miedziowe oraz zelazawe mogg reagowac
z nadtlenkiem wodoru, tworzac duze ilosci wysoce
reaktywnego rodnika hydroksylowego. Poprzez po-
siadanie w swojej budowie czgsteczkowej licznych
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miejsc wigzacych specyficzne ligandy, zwlaszcza jony
miedzi i zelaza, albumina dziata jako uniwersalny
antyoksydant (39).

Rola RFT w fizjologii plemnikow

Plemniki sg zdolne do produkowania niewielkich
ilosci RFT, niezbednych do prawidlowego przebiegu
wielu procesoéw fizjologicznych, takich jak kapacyta-
cja, hiperaktywacja czy fuzja z oolemg (4). Wykazano
takze, ze niewielkie ilosci RFT sg niezbgdne do zajscia
reakcji akrosomowej 1 utrzymania przez plemniki ru-
chliwosci (1). Zdolno$¢ plemnikéw do wytwarzania
wolnych rodnikéw zalezy od stopnia ich dojrzatosci
(44). Wigkszo$¢ prob nasienia zawiera zroznicowang
liczbe leukocytow, a zwlaszcza neutrofili zaobserwo-
wanych jako dominujacy typ biatych krwinek wystg-
pujacych w ejakulacie (3, 41). Zaktywowane neutrofile
generujg 1 uwalniajg RFT w celu przeprowadzenia
reakcji dezaktywujacych patogeny (35). Apoptoza,
indukowana m.in. przez RFT, jest jednym z mecha-
nizmow eliminowania komoérek nieprawidtowych.
Badania modelowe przeprowadzone na zwierzgtach
potwierdzaja rol¢ apoptozy w prawidlowym przebiegu
procesu spermatogenezy. Proces ten reguluje liczbe
komorek gametogenicznych w nabtonku plemniko-
tworczym, zarowno w stanach fizjologicznych, jak
1 patologicznych. Podwyzszony indeks apoptotyczny
w ejakulacie stwierdzano w stanach zapalnych, nowo-
tworach uktadu rozrodczego i u nieptodnych osobni-
koéw. Prawdopodobnie ma to $cisty zwigzek ze stresem
oksydacyjnym. Obserwowano np. wzrost fragmentacji
DNA plemnikoéw po inkubacji z uktadem generujacym
RFT. Proces ten byt istotnie redukowany w obecnosci
antyoksydantow (20).

Pierwsze doniesienie, ktore opisywato szkodliwy
wptyw RFT na plemniki, opublikowano ponad 60
lat temu. Przyje¢to, ze nadmierna produkcja RFT
w nasieniu, peroksydacja lipidow 1 oksydacja DNA
sg bezposrednio powigzane z obnizong zdolnoscig
zaptadniajacg plemnikow 1 zaburzeniami ptodnosci.
RFT posrednio modyfikuja budowe btony plazma-
tycznej plemnikéw poprzez zmiang ilosci zawartych
w niej fosfolipidow i cholesterolu (29). Wykazano,
ze proces peroksydacji lipidow poprzez naruszenie
uporzadkowania warstwy fosfolipidowej plazmolemy
zmienia jej ptynno$¢ (5, 7). Stres oksydacyjny wptywa
zarowno na zmian¢ wlasciwosci blon plazmatycznych,
jak 1 integralno$¢ DNA plemnikow (2). Udowodniono,
ze wysoka zawarto§¢ RFT w nasieniu prowadzi do
nasilone;j peroksydacp lipidéw blonowych, obnizone;j
ruchliwosci i przezywalnosci plemnikow oraz zwigk-
szonej liczby plemnikow z morfologicznie zmienio-
nymi wstawkami (13).

System antyoksydacyjny nasienia knura

Nasienie knura charakteryzuje si¢ funkcjonowa-
niem specyficznego systemu antyoksydacyjnego.
Spowodowane jest to budowa plemnikow tego gatunku



294

oraz sktadem ejakulatu. Wiele parametréw mikro-
1 makroskopowych wyrdznia ejakulat knura sposrod
nasienia innych gatunkow zwierzat (42). Plemniki
knura charakteryzuja si¢ swoistag budowa bton pla-
zmatycznych. Wystepowanie w plazmolemie duzej
ilosci bialek oraz niska warto$¢ stosunku cholesterol/
fosfolipidy powoduja wysoka wrazliwos¢ plemnikow
na udar chtlodowy i osmotyczny (30). Sktad lipidowy
plazmolemy warunkuje ruchliwo$¢ oraz przezywal-
no$¢ plemnikow knura. Gtownymi kwasami ttuszczo-
wymi nienasyconymi, wystepujacymi w plazmolemie
plemnikow knura, sg kwas dokozapentaenowy (DPA)
i kwas dokozaheksaenowy (DHA) (15). Dodatkowo
w blonie plazmatycznej wystepuja kwasy thuszczowe
0 3 14 wigzaniach nienasyconych, miedzy innymi kwas
linolenowy 1 arachidonowy. Dominujacym kwasem
thuszczowym jest jednak nasycony kwas dokozanowy
(behenowy) zawierajacy 22 atomy wegla. Funkcja
biologiczna omawianych kwasow jest zwigzana z roz-
nymi aspektami procesoéw reprodukcyjnych knura (42).
Wysoka zawarto$¢ nienasyconych kwasow ttuszczo-
wych oraz relatywnie niska zdolno$¢ antyoksydacyjna
sktadnikéw plazmy nasienia warunkuja podatnosé
plemnikéw knura na proces peroksydacji lipidow
indukowany przez reaktywne formy tlenu. Pomiar
nasilenia procesu peroksydacji lipidow, mierzony
iloscig powstatego dialdehydu malonowego (MDA),
jest laboratoryjng metoda analityczng okreslajaca
integralno$¢ blony cytoplazmatycznej plemnikow
(41). W warunkach zwigkszonego wytwarzania RFT
w organizmie zawartos¢ MDA wzrasta. Powoduje
to zmiang w przepuszczalno$ci blon komérkowych,
rozprzgganie fosforylacji oksydacyjnej w mitochon-
driach, a w konsekwencji moze powodowac apoptoze
(18). Metabolizm plemnikow jest gtdwnym zrodiem
reaktywnych form tlenu w plazmie nasienia, ktorych
podwyzszone stezenie moze powodowacé obnizenie
ruchliwosci 1 przezywalnosci plemnikow oraz prze-
puszczalnosci ich plazmolemy podczas przechowy-
wania nasienia (44).

W sklad plazmy nasienia knura wchodzg wydzie-
liny dodatkowych gruczotow piciowych, zwlaszcza
mocno rozbudowanych gruczoléw pegcherzykowych.
Gruczoty pecherzykowe sg glownym zrodiem nie
tylko L-ergotioneiny (42), lecz takze L-glutationu
oraz kwasu L-askorbowego (23). L-glutation wspdlnie
z L-ergotioneing chronig grupy tiolowe biatek plemni-
kowych, utrzymujac je w formie zredukowanej (23).
Plemniki zawieszone w plazmie nasienia sg skutecz-
nie chronione przed uszkodzeniami oksydacyjnymi
(11). Antyoksydanty wystepujace w plazmie nasienia
kompensuja deficyt cytoplazmatycznych enzymow
antyoksydacyjnych w plemnikach (44). Z drugiej
strony, plazma nasienia knura charakteryzuje si¢ nizsza
zawartoscig niskoczasteczkowych antyoksydantow, tj.
L-glutationu, kwasu L-askorbowego 1 L-ergotioneiny
W porownaniu z plazma nasienia innych gatunkéw ssa-
kow (45). Poniewaz zawarto$¢ L-glutationu w nasieniu
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knura jest bardzo niska, aktywnos$¢ peroksydazy oraz
reduktazy glutationowej jest rowniez bardzo niewielka
badz niewykrywalna (31).

Inkubacja plemnikow knura w rozcienczalniku
z dodatkiem systemu generujacego powstawanie RFT
(uktad ksantyna-oksydaza ksantynowa) przez 30 mi-
nut, wykazata statystycznie istotny wzrost zawartosci
nadtlenku wodoru w plemnikach, podczas gdy poziom
anionorodnika ponadtlenkowego pozostat niezmie-
niony. Wyniki takie wskazujg, ze H,0, jest w glownej
mierze odpowiedzialny za uszkodzenia oksydacyj—
ne powstajace w plemnikach knura (7). Mimo ze
nadtlenek wodoru jest stosunkowo mato reaktywny
oraz elektrycznie obojetny, zwiazek ten moze tatwo
dyfundowac¢ przez btony komorkowe i pojawiaé si¢
w roznych przedziatach komorki (10).

Aktywnos$¢é enzymow antyoksydacyjnych
w nasieniu knura

W badaniach przeprowadzonych przez zespot
Katedry Biochemii i Biotechnologii Zwierzat UWM
w Olsztynie nie wykazano aktywnosci katalazy w na-
sieniu knura (26). Aktywnosci CAT nie wykazano
takze w plemnikach knura pochodzacych z glowy
najadrzy. Wydaje sig, ze glbwnym enzymem odpowie-
dzialnym za rozktad nadtlenku wodoru w plemnikach
jest peroksydaza glutationowa wodoronadtlenkow
fosfolipidow (PHGPx). Wykazano, ze aktywnos$¢
omawianego enzymu w plemnikach tego gatunku jest
ponad 7 razy wyzsza od aktywno$ci GPx (27). Brak
lub niewielka aktywnos¢ niektorych enzymow anty-
oksydacyjnych w nasieniu knura rekompensowana
jest bardzo wysoka aktywnos$cig plazmowej dysmu-
tazy ponadtlenkowej (EC SOD) oraz wiasciwo$ciami
antyperoksydacyjnymi biatek plazmy nasienia (25,
45). Gléwnym zrédtem SOD plazmy sg ptyny ogona
najadrzy oraz prostaty (26). Plazmowa forma SOD jest
termostabilng glikoproteing o masie czasteczkowe;j
okoto 67 kDa. Wyznaczenie parametrow fizykoche-
micznych 1 kinetycznych enzymu pozwolito na za-
kwalifikowanie go do grupy zewnatrzkomérkowych,
miedziowo-cynkowych dysmutaz ponadtlenkowych
(EC Cu,Zn-SOD). Enzym ten stanowi gtéwng ochrong
przed uszkodzeniami oksydacyjnymi i szkodliwym
wplywem RFT (25). We frakcji plemnikowe;j ejakulatu
66% aktywnosci SOD jest zwigzanych z plemnikami,
natomiast reszta — z kroplami cytoplazmatycznymi
niedojrzatych plemnikow i plazma nasienia. Kolejne
badania zespolu KBiBZ w Olsztynie wykazaly wy-
stepowanie trzech form SOD w plemnikach knura.
Jedna z izoform enzymu, odzyskana z plemnikéw po
udarze chtodowym oraz homogenizacji, charaktery-
zuje si¢ masg czasteczkowa okoto 67 kDa. Optimum
temperaturowe dla tego biatka wynosito 20-45°C,
natomiast optimum pH = 10,0. Aktywno$¢ enzymu
odzyskanego po udarze chtodowym hamowana byta
przez nadtlenek wodoru (H,0,) w 65% i dietyloditio-
karbaminian (DDC) w 40%, natomiast aktywnos$¢ en-
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zymu izolowanego po homogenizacji plemnikéw byta
hamowana przez oba inhibitory w 40%. Z kolei druga
forma enzymu, odzyskana z plemnikoéw po ekstrakcji
mocznikiem, o0 masie czasteczkowej wynoszacej oko-
o 30 kDa miata optimum temperaturowe w zakresie
20-37°C 1 optimum pH = 10,0. Aktywnos¢ tego enzy-
mu hamowana byta przez H,O, w 35%, DDC w 80%
1 2-merkaptoetanol w 15%. Immunodyfuzja zelowa
wykazata podobienstwo determinantow antygenowych
enzymu plazmowego oraz form plemnikowych (37).

Wykazano, ze aktywno$¢ dysmutazy ponadtlen-
kowej (Cu/ZnSOD) w plemnikach knuréw rdzni si¢
pomiedzy ejakulatami o wysokiej 1 stabej przydatnosci
do kriokonserwacji. W przypadku ejakulatow o ni-
skiej kriotolerancji stwierdzano wyzsza aktywnos¢
Cu/ZnSOD w plemnikach po rozmrozeniu. Zjawisko
to zwigzane bylo ze zréznicowang podatnoscig pla-
zmolemy plemnikow u analizowanych osobnikoéw na
uszkodzenia wywotywane przez udar chtodowy (14).

Najnowsze badania wskazuja, ze w plazmie na-
sienia knura wystepuje aktywno$¢ rowniez innych
enzymow chronigeych plemniki przed skutkami stresu
oksydacyjnego. Tioredoksyny (TRX) oraz peroksyre-
doksyny (PRDX) sa biatkami antyoksydacyjnymi wy-
stepujacymi w réznorodnych tkankach i komorkach.
Tioredoksyny sg wielofunkcyjnymi polipeptydami
uczestniczacymi w licznych reakcjach utleniania i re-
dukcji. W swym centrum aktywnym zawierajg reszty
cysteiny, ktére moga ulega¢ odwracalnej oksydacji
(34). Wspotdziatajg one z reduktazami glutationowymi
tioredoksyn, ktore przy udziale NADPH regeneruja
zredukowang postaé tioredoksyn. Z kolei wysoka
aktywnos$¢ izoform TRX w komorce gwarantuje utrzy-
manie biatek z rodziny peroksyredoksyn w zredukowa-
nej formie. W witce plemnika me¢zczyzny wykazano
obecnos¢ dwoch tkankowo specyficznych tioredoksyn
— SPTRX-1 oraz SPTRX-2 (36). Peroksyredoksyny
spetniajg w organizmie wiele réznorodnych funkcji,
m.in. biorg udzial w detoksykacji, odpowiedzi immu-
nologicznej, przekazywamu sygnalow w komorce,
proliferacji i roznicowaniu komorek, apoptozie oraz
czynnej ochronie komoérek przed skutkami stresu
oksydacyjnego. Enzymy te zawierajg jedng lub wig-
cej reszt cysteiny (Cys). W zalezno$ci od ilosci reszt
cysteiny biorgcych udzial w katalizie enzymatycznej
oraz ich potozenia oznaczono je peroksyredoksynami
od 1 do 6 (PRDX1-PRDX6). Do tej pory wykazano,
ze peroksyredoksyna 5 chroni przed zmianami po-
wstatymi podczas dziatania stresu oksydacyjnego,
natomiast peroskyredoksyna 6 zmniejsza nasilenie
owego procesu (38). Biatka z rodziny PRDX reaguja
z nadtlenkiem wodoru poprzez reszt¢ sulthydrylowa.
Masg czasteczkowa biatka okre§lono na okoto 20 kDa.
W zalezno$ci od rodzaju tkanki uktadu rozrodczego
knura, enzym ten wystepuje w roznej liczbie izoform.
Poniewaz PRDX znalez¢ mozna takze w plazmie na-
sienia knura, prawdopodobne jest, ze czg$¢ obecnej
tam peroksyredoksyny jest adsorbowana i optaszczana
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na powierzchni plemnika (33). W rejome postakro—
somowym plemnikéw knura znalez¢ mozna rowniez
peroksyredoksyne 2 (PRDX 2) — biatko neutralizujace
nadtlenek wodoru znacznie efektywniej niz katala-
za czy peroksydaza glutationowa. Utleniona forma
PRDX 2 jest z powrotem przeksztalcana w forme
zredukowang poprzez system tioredoksynowy (33).

Z kolei paraoksonaza-1 (PON-1) jest zewnatrzko-
morkowym enzymem zwigzanym z frakcjg lipoprotein
o wysokiej gestosci (HDL). Posiada ona wlasciwosci
antyoksydacyjne oraz przeciwzapalne. Chroni lipopro-
teiny niskiej oraz wysokiej gestosci przed utlenieniem,
a tym samym chroni komorki przed skutkami stresu
oksydacyjnego. Wysoka aktywno$¢ enzymu w plazmie
nasienia koreluje pozytywnie z jakoscig i funkcjo-
nalno$cig nasienia knura przechowywanego w stanie
ptynnym (9) oraz z catkowitg zawartoscig cholesterolu
w plazmie nasienia (8). Paraoksonaza typu I (PON-2)
jest z kolei enzymem wewnatrzkomorkowym, ktorego
aktywno$¢ wykazano w ejakulowanych plemnikach
knura w regionie postakrosomowym. Jesli aktyw-
no$¢ PON-1 jest niska, aktywno$s¢ PON-2 wzrasta
na zasadzie mechanizmu kompensujacego. Wysoka
aktywno$¢ PON-2 zmniejsza status oksydacyjny
komorki, zapobiegajac jej przedwczesnej apoptozie.
Z drugiej jednak strony, wysoka aktywno$¢ PON-2
wystarcza jedynie do neutralizacji RFT generowanych
w nadmiernych ilo$ciach przez same plemniki. Gdy
W nasieniu pojawiajg si¢ dodatkowe, zewnetrzne zro-
dta RFT, aktywno$¢ PON-2 jest wspomagana wysoka
aktywnos$cig PON-1 (8).

Potencjat antyoksydacyjny nasienia knura

Potencjal antyoksydacyjny nasienia zalezy od
wybranych czynnikow molekularnych, osobniczych
oraz srodowiskowych. Zmiany ilosciowe 1 jakosciowe
sktadu biochemicznego plazmy nasienia wptywaja na
funkcjonalnos$¢ akrosomu, wstawki oraz chromatyny
plemnikow. Istotnym sktadnikiem plazmy nasienia
knura sg biatka. Wykazano wysoka korelacje pomlqdzy
zawarto$cig biatka catkowitego w plazmie nasienia
a jej zdolno$cig antyoksydacyjng (45). Zawarto$¢
antyoksydantow w nasieniu knura podlega rowniez
kontroli hormonalne;j. Prawidtowa synteza hormonéw
steroidowych oraz ich relacje ilosciowe wplywaja na
zabezpieczenie prawidtowych funkcji reprodukcyj-
nych knura. Synteza hormondw steroidowych w obre-
bie uktadu rozrodczego knura stymulowana jest przez
hormon luteinizujacy (LH), a ich stezenia sg ze soba
wzajemnie skorelowane (40). Sprawno$¢ antyoksyda-
cyjna nasienia tego gatunku zalezy takze od pory roku
(43). Najwyzszg aktywnos¢ antyoksydacyjng obserwu-
je sie jesienia i wiosng (28) Na zabezpleczeme funkC_]l
antyoksydacyjnych nasienia wptywa rowniez zywienie
knura. Pasze komercyjne, podawane knurom, zawie-
raja duze ilo$ci maczek sojowych oraz $rut rzepako-
wych. Omawiane komponenty paszowe moga naruszac
stosunek wielonienasyconych kwasow thuszczowych,



296

zwlaszcza kwasu DHA (C,, ), obecnych w nasieniu.
Moze to wptywac na zaklocenie statusu plazmolemy
plemnikow. Podawanie w diecie knurom wieloniena-
syconych kwasow thuszczowych, pochodzacych z ole-
ju z tunczyka, po uptywie 5-6 tygodni statystycznie
istotnie zwigkszato zawartos¢ kwasow 22:6 (n-3) oraz
zmniejszato zawartos¢ kwasow 22:5 (n-6) w odniesie-
niu do wszystkich kwasow thuszczowych plemnikow.
Zmianie tej towarzyszyl wzrost ruchliwos$ci plemni-
kow, wzrost odsetka plemnikéw z prawidtowym akro-
somem oraz spadek odsetka plemnikow wykazujacych
zmiany morfologiczne (40). Z kolei wprowadzenie do
diety knuréw dodatku PROSPERM® (pszenica, olej
rybny i maczka sojowa) zwigkszato zawarto$¢ kwasu
L-askorbowego i L-ergotioneiny w plazmie nasienia
oraz jej zdolno$¢ antyperoksydacyjng. Dodatek ten nie
wplywal jednak statystycznie istotnie na aktywno$¢
dysmutazy ponadtlenkowej w plazmie nasienia oraz
produkcje dialdehydu malonowego (MDA) podczas
indukowanej peroksydacji lipidow (44).

Substancje ostaniajace plemniki zastosowane
w przechowywaniu nasienia knura, takie jak zoitko
jaja kurzego, skutecznie ograniczaja formowanie si¢
nadmiernych ilo$ci reaktywnych form tlenu (21).
Wskazniki jakos$ci ejakulatu knura ulegaty znaczace;j
poprawie po suplementacji rozcienczalnikow do prze-
chowywania nasienia wybranymi antyoksydantami.
Dodatek witaminy E powodowat wzrost ruchliwos$ci
1 przezywalnos$ci plemnikéw po przeprowadzeniu
procesu kriokonserwacji. Z kolei dodatek L-glutationu
do rozcienczalnika podczas przechowywania nasienia
knura w stanie ptynnym powodowal wzrost ruchliwo-
sci plemnikow (24).

W plemnikach zywotnych pochodzacych z nasienia
swiezego, przechowywanego w stanie ptynnym oraz
poddanego kriokonserwacji poziom RFT oraz nasilenie
procesu peroksydacji lipidow sg zwykle umiarkowane.
Mozna to przypisa¢ albo ogromnej wydajnosci catego
wewnetrznego systemu antyoksydacyjnego albo wy-
starczajacej ochronie enzymatycznej nasienia zdolne;j
do neutralizowania anionorodnika ponadtlenkowego
oraz nadtlenku wodoru (21).

Wystepowanie duzych ilosci reaktywnych form
tlenu (RFT) w ejakulacie knura moze wynikaé ze
stabej jakos$ci nasienia. Brak rownowagi pomigdzy
pro- i antyoksydantami w nasieniu prowadzi do zabu-
rzen metabolicznych 1 czynnosciowych na poziomie
plemnikow. Za wystepowania stresu oksydacyjnego
w nasieniu moze odpowiada¢ stan zapalny w obrgbie
m@skie go uktadu rozrodczego. Prowadzi to do infiltra-
¢ji leukocytow do miejsca toczace] su&; reakcji zapalnej.
Z kolei aktywacja leukocytéw wigze si¢ z wytworze-
niem i uwolnieniem duzych ilo$ci RFT oraz urucho-
mieniem odpowiedzi immunologicznej skierowanej
przeciwko czynnikom infekcyjnym. Stres oksydacyjny
moze by¢ tez skutkiem poddania nasienia knura obrob-
ce technologicznej. Proces ten, poprzez indukowanie
powstawania RFT, uposledza zdolno$¢ zaptadniajaca
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i fizjologi¢ plemnikow. W wyniku dtugofalowego
dziatania stresu oksydacyjnego w nasieniu knura
dochodzi do zmniejszenia liczby, spadku ruchliwosci
oraz powstawania nieprawidlowych morfologicznie
plemnikow, dlatego badanie catkowitej zdolnosci an-
tyoksydacyjnej nasienia oraz poziomu RFT w nasieniu
znajduje zastosowanie w okreslaniu przydatnosci eja-
kulatu knura do procedur technologicznych.
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