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Artykuł przeglądowy	 Review

Tlen jest pierwiastkiem warunkującym życie or-
ganizmów aerobowych. Z  jednej strony, poprzez 
oddychanie umożliwia komórkom uzyskanie dużo 
większych ilości energii niż w przypadku fermentacji, 
jednak, z  drugiej strony, uszkadza składniki komó-
rek. Tlen cząsteczkowy jest utleniaczem. Reaguje ze 
związkami organicznymi, pobierając od nich elektrony 
i  ostatecznie ulegając redukcji. Całkowita redukcja 
tlenu wyraża się poprzez przyłączenie do cząsteczki 
czterech elektronów i czterech protonów, w wyniku 
czego powstają dwie cząsteczki wody:

O2 + 4e– + 4 H+ → 2 H2O
Reakcja ta jest egzoergiczna, a produkt reakcji, czyli 

woda, jest związkiem niereaktywnym wobec komórki. 
Niestety, cząsteczka tlenu nie zawsze ulega całko-
witej, czteroelektronowej redukcji. W  określonych 
warunkach może ona ulegać przekształceniom w tok-
syczne, reaktywne formy tlenu (RFT). Najczęściej 
powstającymi RFT o budowie wolnych rodników są: 
anionorodnik ponadtlenkowy (O2

• –), rodnik wodoro-
nadtlenkowy (HO2• –), rodnik hydroksylowy (•OH), 
tlenek azotu (NO•), dwutlenek azotu (NO2

•) oraz rod-

nik nadtlenkowy (ROO•). Do RFT zaliczają się rów-
nież: tlen singletowy (1O2), ozon (O3) oraz nadtlenek 
wodoru (H2O2), które nie posiadają niesparowanego 
elektronu. RFT oraz ich metabolity atakują głównie 
wiązania występujące w  DNA, lipidach i  białkach 
(10). Najgroźniejszy dla struktury DNA jest rodnik 
hydroksylowy, który uszkadza zasady azotowe, reszty 
cukrowcowe oraz wiązania fosfodiestrowe, powodując 
modyfikację nukleotydów oraz pęknięcia nici DNA. 
Uszkodzeniom podlegają przede wszystkim reszty 
tymidyny. Najpowszechniej występującym procesem 
wolnorodnikowym w komórce jest jednak łańcuchowa 
peroksydacja lipidów, polegająca na utlenianiu reszt 
wielonienasyconych kwasów tłuszczowych, które 
wchodzą w skład fosfolipidów błonowych i lipoprote-
in. W wyniku usunięcia wodoru z grupy metylenowej 
nienasyconego kwasu tłuszczowego powstaje rodnik 
alkilowy. Ten, reagując z tlenem, może przekształcać 
się w  rodnik nadtlenkowy. Obie formy rodników 
mogą wchodzić w reakcje z kolejnymi cząsteczkami 
kwasów tłuszczowych, powodując ich autooksydację. 
Reaktywne formy tlenu uszkadzają także aminokwasy, 
takie jak: cysteina, seryna, tyrozyna czy treonina, wpły-
wając na zmianę aktywności enzymów i właściwości 
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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 (O2

• –) into hydrogen peroxide (H2O2). Because H2O2 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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białek nieenzymatycznych. Oksydacyjnie uszkodzone 
białka zazwyczaj tracą aktywność biologiczną i zaczy-
nają wykazywać tendencję do tworzenia agregatów 
(22). Upośledzając działanie szlaków enzymatycznych 
i sygnałowych, RFT indukują powstawanie nieodwra-
calnych zmian w komórce, w  tym często jej śmierć 
(46). W  organizmie prawie 90% reaktywnych form 
tlenu powstaje w łańcuchu oddechowym, jednak RFT 
powstają także jako rezultat autooksydacji i inaktywa-
cji małych cząsteczek, jak na przykład zredukowane 
flawiny czy tiole oraz jako produkt uboczny działania 
enzymów, takich jak: oksydazy, cyklooksygenazy, 
lipooksygenazy, dehydrogenazy i  peroksydazy. Do 
miejsc, w których powstają RFT, w komórce można 
zaliczyć: mitochondria, lizosomy, peroksysomy, sia-
teczkę śródplazmatyczną, jądro komórkowe, błonę 
plazmatyczną oraz cytoplazmę (22, 32).

RFT są wytwarzane zarówno w warunkach fizjo-
logicznych, jak i  patologicznych. Niewielkie ilości 
reaktywnych form tlenu są wykorzystywane przez 
komórkę m.in. do obrony przed mikroorganizmami 
czy pasożytami oraz podczas programowanej śmierci 
komórki, czyli apoptozy. RFT są znanymi induktorami 
apoptozy w komórkach somatycznych i zarodkowych. 
Najważniejszym etapem procesu apoptozy jest frag-
mentacja DNA na nukleosomy, czyli fragmenty DNA 
o  długości około 180-200 par zasad. Fragmentacja 
DNA jest katalizowana przez endonukleazy, zależne 
od Ca2+ i Mg2+. Zwiększenie stężenia jonów wapnia 
w  cytoplazmie powoduje aktywację enzymów nu-
kleolitycznych. Najprawdopodobniej wzrost ilości 
wolnych rodników powoduje uwolnienie Ca2+ z mi-
tochondriów, co inicjuje proces apoptozy. RFT mogą 
też regulować programowaną śmierć komórki poprzez 
wpływ na ekspresję dwóch głównych grup czynników 
zaangażowanych w apoptozę, Bcl-2 i FasL (20). W wa-
runkach patologicznych nagromadzenie RFT skutkuje 
uszkodzeniami struktur wewnątrzkomórkowych. 
Zjawisko „stresu oksydacyjnego” definiuje się jako 
naruszenie równowagi pomiędzy wytwarzaniem RFT 
a działaniem systemu antyoksydacyjnego organizmu 
(13). Termin ten stosuje się zwykle wtedy, gdy poziom 
oksydantów przewyższa poziom antyoksydantów (46).

Komponenty systemu antyoksydacyjnego
Enzymatyczne układy antyoksydacyjne. W normie 

fizjologicznej RFT są stale unieczynniane przez lokal-
ne systemy antyoksydacyjne. Podstawowymi enzyma-
mi antyoksydacyjnymi w komórkach zwierzęcych są: 
dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), katalaza (CAT) oraz 
peroksydaza glutationowa (GPx). Nazywane są one 
tzw. „triadą enzymatyczną”. Dodatkowo, z peroksyda-
zą glutationową współdziała reduktaza glutationowa 
(GR) (10).

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

O2 + e– → O2
• –

Następnie SOD przeprowadza reakcję dysmutacji 
anionorodnika ponadtlenkowego do nadtlenku wodoru:

O2
• – + O2

• – + 2H+ → H2O2 + O2
SOD jest metaloenzymem występującym wewnątrz- 

i  zewnątrzkomórkowo. Enzym wenątrzkomórkowy 
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 środowisku zewnątrzkomórkowym znajduje 
się pozakomórkowa dysmutaza ponadtlenkowa EC- 
-SOD (SOD-3) zawierająca miedź i cynk (18).

Powstały nadtlenek wodoru, który łatwo przenika 
przez błony, jest następnie rozkładany w peroksyso-
mach przez CAT do cząsteczki wody i tlenu.

2 H2O2 → 2 H2O + O2
Katalaza jest żelazoporfiryną zawierającą cztery 

grupy hemowe. Najwyższa aktywność enzymu wystę-
puje w wątrobie, erytrocytach oraz nerkach. Katalaza 
wykazuje największe powinowactwo do nadtlenku 
wodoru, gdy jego stężenie jest wyższe niż 10–6 M (10).

Z kolei GPx przeprowadza redukcję nie tylko nad-
tlenku wodoru, ale także nadtlenków organicznych 
(ROOH), współdziałając z glutationem.

2 GSH + H2O2 → GSSG + 2 H2O
ROOH + 2 GSH → ROH + GSSG + H2O

GPx jest selenoenzymem, który przeprowadza 
reakcję redukcji nadtlenku wodoru do wody, prze-
kształcając zredukowany glutation w  jego postać 
utlenioną (GSSG). Enzym ten redukuje także nadtlenki 
do alkoholi. Aby nie doszło do inaktywacji białek 
poprzez powstały GSSG, z peroksydazą współdziała 
reduktaza glutationowa. Reduktaza odtwarza zredu-
kowaną postać glutationu (GSH) kosztem utleniania 
NADPH (18):

GSSG + NADPH + H+ → 2 GSH + NADP
Niskocząsteczkowe antyoksydanty. Każda komórka 

dysponuje nie tylko enzymami antyoksydacyjnymi 
rozkładającymi wolne rodniki, ale także niskocząstecz-
kowymi związkami wchodzącymi w reakcje z nimi. 
Nazywane są one przeciwutleniaczami lub antyok-
sydantami. Są to: L-glutation, L-ergotioneina, kwas 
L-askorbowy (wit. C), α-tokoferol (wit. E), kwas mo-
czowy, tauryna oraz hipotauryna (10). Do grupy anty-
oksydantów często zalicza się również wielofunkcyjne 
białko o masie cząsteczkowej około 60 kDa – albuminę 
(39). Antyoksydanty działają w dwojaki sposób. Mogą 
wejść w reakcję z czynnikami utleniającymi i nazy-
wane są wtedy antyoksydantami prewentywnymi lub 
też łączą się bezpośrednio z produktami pośrednimi 
utleniania, tj. wolnymi rodnikami i wtedy noszą nazwę 
antyoksydantów interwentywnych. Antyoksydanty 
dzielą się na dwa rodzaje: hydrofilowe (np. L-glutation, 
kwas L-askorbowy czy L-ergotioneina), które chronią 
cytoplazmę komórki oraz hydrofobowe (np. tokofero-
le), które chronią strukturę błon komórkowych (10).

Antyoksydacyjne działanie L-glutationu to przede 
wszystkim detoksykacja nadtlenku wodoru, nadtlen-



Med. Weter. 2016, 72 (5), 291-297 293

ków organicznych i innych reaktywnych form tlenu, 
a także egzo- i endogennych związków elektrofilnych 
oraz możliwość chelatowania jonów metali. Potencjał 
redoks układu GSSG/GSH pozwala także na zacho-
dzenie reakcji między glutationem zredukowanym 
a utlenionymi postaciami innych antyoksydantów (12).

L-ergotioneina w dużych ilościach jest preferencyj-
nie odkładana w narządach, komórkach oraz płynach 
wydzielniczych najbardziej narażonych na wystąpienie 
zjawiska stresu oksydacyjnego i procesu zapalnego. 
Wysoką zawartość L-ergotioneiny wykazano w wą-
trobie, nerkach, erytrocytach, soczewkach oczu oraz 
plazmie nasienia. Działa ona jako potężny „zmiatacz” 
rodnika hydroksylowego, kwasu podchlorawego i nad-
tlenoazotynu (16).

Witamina C (kwas L-askorbowy) jest rozpuszczalna 
w wodzie. Może ona wchodzić w bezpośrednie reak-
cje z  anionorodnikiem ponadtlenkowym, rodnikiem 
hydroksylowym oraz tlenem singletowym. Kwas 
L-askorbowy może także regenerować zredukowaną 
formę witaminy E (32).

Witamina E (α-tokoferol) – antyoksydant rozpusz-
czalny w tłuszczach i obecny we wszystkich błonach 
komórkowych – chroni przed peroksydacją lipidów. 
Witamina E może reagować bezpośrednio z rodnikiem 
nadtlenkowym, hydroksylowym oraz anionorodnikiem 
ponadtlenkowym. W tkankach ubogich w witaminę E 
wykazano wzrost zawartości aldehydów, nadtlenków 
i lipofuscyn podczas ataku RFT (32).

Wykazano, że także kwas moczowy może chro-
nić komórki przed uszkodzeniami oksydacyjnymi. 
Podczas przekształcania kwasu moczowego w alan-
toinę neutralizacji podlegają rodniki hydroksylowe, 
wodoronadtlenki lipidów oraz cząsteczki tlenu single-
towego. Działanie kwasu moczowego jako antyoksy-
danta przejawia się również jego udziałem w stabilizo-
waniu cząsteczek kwasu linolenowego i utrzymywaniu 
ciągłości błon komórkowych erytrocytów (19).

Tauryna (kwas 2-aminometylosulfonowy) jest 
wolnym aminokwasem biogennym obecnym w więk-
szości tkanek ssaków. Mimo że tauryna nie wchodzi 
w skład żadnych komponentów białkowych, odgrywa 
ważną rolę w  osmoregulacji, proliferacji komórek 
oraz ich ochronie przed uszkodzeniami powstałymi 
podczas stresu oksydacyjnego. Działanie tauryny jako 
antyoksydanta w układach biologicznych wyraża się 
poprzez jej uczestnictwo w stabilizowaniu błon pla-
zmatycznych, „zmiataniu wolnych rodników”, a także 
zmniejszaniu nasilenia procesu peroksydacji lipidów 
(17, 47). Z  kolei hipotauryna neutralizuje głównie 
rodnik hydroksylowy, co zapobiega procesowi perok-
sydacji lipidów (6).

W grupie antyoksydantów albumina reprezentuje 
główną zaporę antyoksydacyjną osocza krwi. Wolne 
jony miedziowe oraz żelazawe mogą reagować 
z  nadtlenkiem wodoru, tworząc duże ilości wysoce 
reaktywnego rodnika hydroksylowego. Poprzez po-
siadanie w  swojej budowie cząsteczkowej licznych 

miejsc wiążących specyficzne ligandy, zwłaszcza jony 
miedzi i  żelaza, albumina działa jako uniwersalny 
antyoksydant (39).

Rola RFT w fizjologii plemników
Plemniki są zdolne do produkowania niewielkich 

ilości RFT, niezbędnych do prawidłowego przebiegu 
wielu procesów fizjologicznych, takich jak kapacyta-
cja, hiperaktywacja czy fuzja z oolemą (4). Wykazano 
także, że niewielkie ilości RFT są niezbędne do zajścia 
reakcji akrosomowej i utrzymania przez plemniki ru-
chliwości (1). Zdolność plemników do wytwarzania 
wolnych rodników zależy od stopnia ich dojrzałości 
(44). Większość prób nasienia zawiera zróżnicowaną 
liczbę leukocytów, a zwłaszcza neutrofili zaobserwo-
wanych jako dominujący typ białych krwinek wystę-
pujących w ejakulacie (3, 41). Zaktywowane neutrofile 
generują i  uwalniają RFT w  celu przeprowadzenia 
reakcji dezaktywujących patogeny (35). Apoptoza, 
indukowana m.in. przez RFT, jest jednym z mecha-
nizmów eliminowania komórek nieprawidłowych. 
Badania modelowe przeprowadzone na zwierzętach 
potwierdzają rolę apoptozy w prawidłowym przebiegu 
procesu spermatogenezy. Proces ten reguluje liczbę 
komórek gametogenicznych w  nabłonku plemniko-
twórczym, zarówno w  stanach fizjologicznych, jak 
i patologicznych. Podwyższony indeks apoptotyczny 
w ejakulacie stwierdzano w stanach zapalnych, nowo-
tworach układu rozrodczego i u niepłodnych osobni-
ków. Prawdopodobnie ma to ścisły związek ze stresem 
oksydacyjnym. Obserwowano np. wzrost fragmentacji 
DNA plemników po inkubacji z układem generującym 
RFT. Proces ten był istotnie redukowany w obecności 
antyoksydantów (20).

Pierwsze doniesienie, które opisywało szkodliwy 
wpływ RFT na plemniki, opublikowano ponad 60 
lat temu. Przyjęto, że nadmierna produkcja RFT 
w nasieniu, peroksydacja lipidów i  oksydacja DNA 
są bezpośrednio powiązane z  obniżoną zdolnością 
zapładniającą plemników i  zaburzeniami płodności. 
RFT pośrednio modyfikują budowę błony plazma-
tycznej plemników poprzez zmianę ilości zawartych 
w  niej fosfolipidów i  cholesterolu (29). Wykazano, 
że proces peroksydacji lipidów poprzez naruszenie 
uporządkowania warstwy fosfolipidowej plazmolemy 
zmienia jej płynność (5, 7). Stres oksydacyjny wpływa 
zarówno na zmianę właściwości błon plazmatycznych, 
jak i integralność DNA plemników (2). Udowodniono, 
że wysoka zawartość RFT w  nasieniu prowadzi do 
nasilonej peroksydacji lipidów błonowych, obniżonej 
ruchliwości i przeżywalności plemników oraz zwięk-
szonej liczby plemników z morfologicznie zmienio-
nymi wstawkami (13).

System antyoksydacyjny nasienia knura
Nasienie knura charakteryzuje się funkcjonowa-

niem specyficznego systemu antyoksydacyjnego. 
Spowodowane jest to budową plemników tego gatunku 
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oraz składem ejakulatu. Wiele parametrów mikro- 
i makroskopowych wyróżnia ejakulat knura spośród 
nasienia innych gatunków zwierząt (42). Plemniki 
knura charakteryzują się swoistą budową błon pla-
zmatycznych. Występowanie w  plazmolemie dużej 
ilości białek oraz niska wartość stosunku cholesterol/
fosfolipidy powodują wysoką wrażliwość plemników 
na udar chłodowy i osmotyczny (30). Skład lipidowy 
plazmolemy warunkuje ruchliwość oraz przeżywal-
ność plemników knura. Głównymi kwasami tłuszczo-
wymi nienasyconymi, występującymi w plazmolemie 
plemników knura, są kwas dokozapentaenowy (DPA) 
i kwas dokozaheksaenowy (DHA) (15). Dodatkowo 
w błonie plazmatycznej występują kwasy tłuszczowe 
o 3 i 4 wiązaniach nienasyconych, między innymi kwas 
linolenowy i  arachidonowy. Dominującym kwasem 
tłuszczowym jest jednak nasycony kwas dokozanowy 
(behenowy) zawierający 22 atomy węgla. Funkcja 
biologiczna omawianych kwasów jest związana z róż-
nymi aspektami procesów reprodukcyjnych knura (42). 
Wysoka zawartość nienasyconych kwasów tłuszczo-
wych oraz relatywnie niska zdolność antyoksydacyjna 
składników plazmy nasienia warunkują podatność 
plemników knura na proces peroksydacji lipidów 
indukowany przez reaktywne formy tlenu. Pomiar 
nasilenia procesu peroksydacji lipidów, mierzony 
ilością powstałego dialdehydu malonowego (MDA), 
jest laboratoryjną metodą analityczną określającą 
integralność błony cytoplazmatycznej plemników 
(41). W warunkach zwiększonego wytwarzania RFT 
w  organizmie zawartość MDA wzrasta. Powoduje 
to zmianę w przepuszczalności błon komórkowych, 
rozprzęganie fosforylacji oksydacyjnej w mitochon-
driach, a w konsekwencji może powodować apoptozę 
(18). Metabolizm plemników jest głównym źródłem 
reaktywnych form tlenu w plazmie nasienia, których 
podwyższone stężenie może powodować obniżenie 
ruchliwości i przeżywalności plemników oraz prze-
puszczalności ich plazmolemy podczas przechowy-
wania nasienia (44).

W skład plazmy nasienia knura wchodzą wydzie-
liny dodatkowych gruczołów płciowych, zwłaszcza 
mocno rozbudowanych gruczołów pęcherzykowych. 
Gruczoły pęcherzykowe są głównym źródłem nie 
tylko L-ergotioneiny (42), lecz także L-glutationu 
oraz kwasu L-askorbowego (23). L-glutation wspólnie 
z L-ergotioneiną chronią grupy tiolowe białek plemni-
kowych, utrzymując je w formie zredukowanej (23). 
Plemniki zawieszone w plazmie nasienia są skutecz-
nie chronione przed uszkodzeniami oksydacyjnymi 
(11). Antyoksydanty występujące w plazmie nasienia 
kompensują deficyt cytoplazmatycznych enzymów 
antyoksydacyjnych w  plemnikach (44). Z  drugiej 
strony, plazma nasienia knura charakteryzuje się niższą 
zawartością niskocząsteczkowych antyoksydantów, tj. 
L-glutationu, kwasu L-askorbowego i L-ergotioneiny 
w porównaniu z plazmą nasienia innych gatunków ssa-
ków (45). Ponieważ zawartość L-glutationu w nasieniu 

knura jest bardzo niska, aktywność peroksydazy oraz 
reduktazy glutationowej jest również bardzo niewielka 
bądź niewykrywalna (31).

Inkubacja plemników knura w  rozcieńczalniku 
z dodatkiem systemu generującego powstawanie RFT 
(układ ksantyna-oksydaza ksantynowa) przez 30 mi-
nut, wykazała statystycznie istotny wzrost zawartości 
nadtlenku wodoru w plemnikach, podczas gdy poziom 
anionorodnika ponadtlenkowego pozostał niezmie-
niony. Wyniki takie wskazują, że H2O2 jest w głównej 
mierze odpowiedzialny za uszkodzenia oksydacyj-
ne powstające w  plemnikach knura (7). Mimo że 
nadtlenek wodoru jest stosunkowo mało reaktywny 
oraz elektrycznie obojętny, związek ten może łatwo 
dyfundować przez błony komórkowe i pojawiać się 
w różnych przedziałach komórki (10).

Aktywność enzymów antyoksydacyjnych  
w nasieniu knura

W badaniach przeprowadzonych przez zespół 
Katedry Biochemii i Biotechnologii Zwierząt UWM 
w Olsztynie nie wykazano aktywności katalazy w na-
sieniu knura (26). Aktywności CAT nie wykazano 
także w  plemnikach knura pochodzących z  głowy 
najądrzy. Wydaje się, że głównym enzymem odpowie-
dzialnym za rozkład nadtlenku wodoru w plemnikach 
jest peroksydaza glutationowa wodoronadtlenków 
fosfolipidów (PHGPx). Wykazano, że aktywność 
omawianego enzymu w plemnikach tego gatunku jest 
ponad 7 razy wyższa od aktywności GPx (27). Brak 
lub niewielka aktywność niektórych enzymów anty-
oksydacyjnych w  nasieniu knura rekompensowana 
jest bardzo wysoką aktywnością plazmowej dysmu-
tazy ponadtlenkowej (EC SOD) oraz właściwościami 
antyperoksydacyjnymi białek plazmy nasienia (25, 
45). Głównym źródłem SOD plazmy są płyny ogona 
najądrzy oraz prostaty (26). Plazmowa forma SOD jest 
termostabilną glikoproteiną o  masie cząsteczkowej 
około 67 kDa. Wyznaczenie parametrów fizykoche-
micznych i  kinetycznych enzymu pozwoliło na za-
kwalifikowanie go do grupy zewnątrzkomórkowych, 
miedziowo-cynkowych dysmutaz ponadtlenkowych 
(EC Cu,Zn-SOD). Enzym ten stanowi główną ochronę 
przed uszkodzeniami oksydacyjnymi i  szkodliwym 
wpływem RFT (25). We frakcji plemnikowej ejakulatu 
66% aktywności SOD jest związanych z plemnikami, 
natomiast reszta – z  kroplami cytoplazmatycznymi 
niedojrzałych plemników i plazmą nasienia. Kolejne 
badania zespołu KBiBZ w Olsztynie wykazały wy-
stępowanie trzech form SOD w plemnikach knura. 
Jedna z izoform enzymu, odzyskana z plemników po 
udarze chłodowym oraz homogenizacji, charaktery-
zuje się masą cząsteczkową około 67 kDa. Optimum 
temperaturowe dla tego białka wynosiło 20-45°C, 
natomiast optimum pH = 10,0. Aktywność enzymu 
odzyskanego po udarze chłodowym hamowana była 
przez nadtlenek wodoru (H2O2) w 65% i dietyloditio-
karbaminian (DDC) w 40%, natomiast aktywność en-
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zymu izolowanego po homogenizacji plemników była 
hamowana przez oba inhibitory w 40%. Z kolei druga 
forma enzymu, odzyskana z plemników po ekstrakcji 
mocznikiem, o masie cząsteczkowej wynoszącej oko-
ło 30 kDa miała optimum temperaturowe w zakresie  
20-37°C i optimum pH = 10,0. Aktywność tego enzy-
mu hamowana była przez H2O2 w 35%, DDC w 80% 
i  2-merkaptoetanol w 15%. Immunodyfuzja żelowa 
wykazała podobieństwo determinantów antygenowych 
enzymu plazmowego oraz form plemnikowych (37).

Wykazano, że aktywność dysmutazy ponadtlen-
kowej (Cu/ZnSOD) w plemnikach knurów różni się 
pomiędzy ejakulatami o wysokiej i słabej przydatności 
do kriokonserwacji. W  przypadku ejakulatów o  ni-
skiej kriotolerancji stwierdzano wyższą aktywność 
Cu/ZnSOD w plemnikach po rozmrożeniu. Zjawisko 
to związane było ze zróżnicowaną podatnością pla-
zmolemy plemników u analizowanych osobników na 
uszkodzenia wywoływane przez udar chłodowy (14).

Najnowsze badania wskazują, że w  plazmie na-
sienia knura występuje aktywność również innych 
enzymów chroniących plemniki przed skutkami stresu 
oksydacyjnego. Tioredoksyny (TRX) oraz peroksyre-
doksyny (PRDX) są białkami antyoksydacyjnymi wy-
stępującymi w różnorodnych tkankach i komórkach. 
Tioredoksyny są wielofunkcyjnymi polipeptydami 
uczestniczącymi w licznych reakcjach utleniania i re-
dukcji. W swym centrum aktywnym zawierają reszty 
cysteiny, które mogą ulegać odwracalnej oksydacji 
(34). Współdziałają one z reduktazami glutationowymi 
tioredoksyn, które przy udziale NADPH regenerują 
zredukowaną postać tioredoksyn. Z  kolei wysoka 
aktywność izoform TRX w komórce gwarantuje utrzy-
manie białek z rodziny peroksyredoksyn w zredukowa-
nej formie. W witce plemnika mężczyzny wykazano 
obecność dwóch tkankowo specyficznych tioredoksyn 
– SPTRX-1 oraz SPTRX-2 (36). Peroksyredoksyny 
spełniają w organizmie wiele różnorodnych funkcji, 
m.in. biorą udział w detoksykacji, odpowiedzi immu-
nologicznej, przekazywaniu sygnałów w  komórce, 
proliferacji i różnicowaniu komórek, apoptozie oraz 
czynnej ochronie komórek przed skutkami stresu 
oksydacyjnego. Enzymy te zawierają jedną lub wię-
cej reszt cysteiny (Cys). W zależności od ilości reszt 
cysteiny biorących udział w katalizie enzymatycznej 
oraz ich położenia oznaczono je peroksyredoksynami 
od 1 do 6 (PRDX1-PRDX6). Do tej pory wykazano, 
że peroksyredoksyna 5 chroni przed zmianami po-
wstałymi podczas działania stresu oksydacyjnego, 
natomiast peroskyredoksyna 6 zmniejsza nasilenie 
owego procesu (38). Białka z rodziny PRDX reagują 
z nadtlenkiem wodoru poprzez resztę sulfhydrylową. 
Masę cząsteczkową białka określono na około 20 kDa. 
W zależności od rodzaju tkanki układu rozrodczego 
knura, enzym ten występuje w różnej liczbie izoform. 
Ponieważ PRDX znaleźć można także w plazmie na-
sienia knura, prawdopodobne jest, że część obecnej 
tam peroksyredoksyny jest adsorbowana i opłaszczana 

na powierzchni plemnika (33). W  rejonie postakro-
somowym plemników knura znaleźć można również 
peroksyredoksynę 2 (PRDX 2) – białko neutralizujące 
nadtlenek wodoru znacznie efektywniej niż katala-
za czy peroksydaza glutationowa. Utleniona forma 
PRDX  2 jest z  powrotem przekształcana w  formę 
zredukowaną poprzez system tioredoksynowy (33).

Z kolei paraoksonaza-1 (PON-1) jest zewnątrzko-
mórkowym enzymem związanym z frakcją lipoprotein 
o wysokiej gęstości (HDL). Posiada ona właściwości 
antyoksydacyjne oraz przeciwzapalne. Chroni lipopro-
teiny niskiej oraz wysokiej gęstości przed utlenieniem, 
a tym samym chroni komórki przed skutkami stresu 
oksydacyjnego. Wysoka aktywność enzymu w plazmie 
nasienia koreluje pozytywnie z  jakością i  funkcjo-
nalnością nasienia knura przechowywanego w stanie 
płynnym (9) oraz z całkowitą zawartością cholesterolu 
w plazmie nasienia (8). Paraoksonaza typu II (PON-2) 
jest z kolei enzymem wewnątrzkomórkowym, którego 
aktywność wykazano w ejakulowanych plemnikach 
knura w  regionie postakrosomowym. Jeśli aktyw-
ność PON-1 jest niska, aktywność PON-2 wzrasta 
na zasadzie mechanizmu kompensującego. Wysoka 
aktywność PON-2 zmniejsza status oksydacyjny 
komórki, zapobiegając jej przedwczesnej apoptozie. 
Z  drugiej jednak strony, wysoka aktywność PON-2 
wystarcza jedynie do neutralizacji RFT generowanych 
w nadmiernych ilościach przez same plemniki. Gdy 
w nasieniu pojawiają się dodatkowe, zewnętrzne źró-
dła RFT, aktywność PON-2 jest wspomagana wysoką 
aktywnością PON-1 (8).

Potencjał antyoksydacyjny nasienia knura
Potencjał antyoksydacyjny nasienia zależy od 

wybranych czynników molekularnych, osobniczych 
oraz środowiskowych. Zmiany ilościowe i jakościowe 
składu biochemicznego plazmy nasienia wpływają na 
funkcjonalność akrosomu, wstawki oraz chromatyny 
plemników. Istotnym składnikiem plazmy nasienia 
knura są białka. Wykazano wysoką korelację pomiędzy 
zawartością białka całkowitego w  plazmie nasienia 
a  jej zdolnością antyoksydacyjną (45). Zawartość 
antyoksydantów w  nasieniu knura podlega również 
kontroli hormonalnej. Prawidłowa synteza hormonów 
steroidowych oraz ich relacje ilościowe wpływają na 
zabezpieczenie prawidłowych funkcji reprodukcyj-
nych knura. Synteza hormonów steroidowych w obrę-
bie układu rozrodczego knura stymulowana jest przez 
hormon luteinizujący (LH), a ich stężenia są ze sobą 
wzajemnie skorelowane (40). Sprawność antyoksyda-
cyjna nasienia tego gatunku zależy także od pory roku 
(43). Najwyższą aktywność antyoksydacyjną obserwu-
je się jesienią i wiosną (28). Na zabezpieczenie funkcji 
antyoksydacyjnych nasienia wpływa również żywienie 
knura. Pasze komercyjne, podawane knurom, zawie-
rają duże ilości mączek sojowych oraz śrut rzepako-
wych. Omawiane komponenty paszowe mogą naruszać 
stosunek wielonienasyconych kwasów tłuszczowych, 
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zwłaszcza kwasu DHA (C22:6), obecnych w nasieniu. 
Może to wpływać na zakłócenie statusu plazmolemy 
plemników. Podawanie w diecie knurom wieloniena-
syconych kwasów tłuszczowych, pochodzących z ole-
ju z  tuńczyka, po upływie 5-6 tygodni statystycznie 
istotnie zwiększało zawartość kwasów 22:6 (n-3) oraz 
zmniejszało zawartość kwasów 22:5 (n-6) w odniesie-
niu do wszystkich kwasów tłuszczowych plemników. 
Zmianie tej towarzyszył wzrost ruchliwości plemni-
ków, wzrost odsetka plemników z prawidłowym akro-
somem oraz spadek odsetka plemników wykazujących 
zmiany morfologiczne (40). Z kolei wprowadzenie do 
diety knurów dodatku PROSPERM® (pszenica, olej 
rybny i mączka sojowa) zwiększało zawartość kwasu 
L-askorbowego i L-ergotioneiny w plazmie nasienia 
oraz jej zdolność antyperoksydacyjną. Dodatek ten nie 
wpływał jednak statystycznie istotnie na aktywność 
dysmutazy ponadtlenkowej w plazmie nasienia oraz 
produkcję dialdehydu malonowego (MDA) podczas 
indukowanej peroksydacji lipidów (44).

Substancje osłaniające plemniki zastosowane 
w przechowywaniu nasienia knura, takie jak żółtko 
jaja kurzego, skutecznie ograniczają formowanie się 
nadmiernych ilości reaktywnych form tlenu (21). 
Wskaźniki jakości ejakulatu knura ulegały znaczącej 
poprawie po suplementacji rozcieńczalników do prze-
chowywania nasienia wybranymi antyoksydantami. 
Dodatek witaminy E powodował wzrost ruchliwości 
i  przeżywalności plemników po przeprowadzeniu 
procesu kriokonserwacji. Z kolei dodatek L-glutationu 
do rozcieńczalnika podczas przechowywania nasienia 
knura w stanie płynnym powodował wzrost ruchliwo-
ści plemników (24).

W plemnikach żywotnych pochodzących z nasienia 
świeżego, przechowywanego w stanie płynnym oraz 
poddanego kriokonserwacji poziom RFT oraz nasilenie 
procesu peroksydacji lipidów są zwykle umiarkowane. 
Można to przypisać albo ogromnej wydajności całego 
wewnętrznego systemu antyoksydacyjnego, albo wy-
starczającej ochronie enzymatycznej nasienia zdolnej 
do neutralizowania anionorodnika ponadtlenkowego 
oraz nadtlenku wodoru (21).

Występowanie dużych ilości reaktywnych form 
tlenu (RFT) w  ejakulacie knura może wynikać ze 
słabej jakości nasienia. Brak równowagi pomiędzy 
pro- i antyoksydantami w nasieniu prowadzi do zabu-
rzeń metabolicznych i czynnościowych na poziomie 
plemników. Za występowania stresu oksydacyjnego 
w nasieniu może odpowiadać stan zapalny w obrębie 
męskiego układu rozrodczego. Prowadzi to do infiltra-
cji leukocytów do miejsca toczącej się reakcji zapalnej. 
Z kolei aktywacja leukocytów wiąże się z wytworze-
niem i uwolnieniem dużych ilości RFT oraz urucho-
mieniem odpowiedzi immunologicznej skierowanej 
przeciwko czynnikom infekcyjnym. Stres oksydacyjny 
może być też skutkiem poddania nasienia knura obrób-
ce technologicznej. Proces ten, poprzez indukowanie 
powstawania RFT, upośledza zdolność zapładniającą 

i  fizjologię plemników. W  wyniku długofalowego 
działania stresu oksydacyjnego w  nasieniu knura 
dochodzi do zmniejszenia liczby, spadku ruchliwości 
oraz powstawania nieprawidłowych morfologicznie 
plemników, dlatego badanie całkowitej zdolności an-
tyoksydacyjnej nasienia oraz poziomu RFT w nasieniu 
znajduje zastosowanie w określaniu przydatności eja-
kulatu knura do procedur technologicznych.
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