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POPIS KRATICA

ACP: kisela fosfataza (engl. acid phosphatase)

ATP: adenozin trifosfat

CAT: katalaza (engl. catalase)

DNK: deoksiribonukleinska kiselina

FOSFO: fosfolipidi

GGT: gama-glutamil transferaza

GSH: reducirani glutation (engl. reduced glutathione)

GSSG: oksidirani se glutation (engl. oxidized glutathione)
GSH-Px: glutation peroksidaza (engl. glutathione peroxidase)
GSH-RD: glutation reduktaza (engl. glutathione reductase)
KOLE: Kkolesterol

LDH: laktat dehidrogenaza

LDL: lipoproteini male gustoce (engl. low density lipoproteins)
LPO: lipidna peroksidacija (engl. lipid peroxidation; LPO)
MDA: malondialdehid (engl. malondialdehyde)

NADPH: reducirani oblik nikotinamid adenin dinukleotid fosfata (eng. nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate)

NADP*: oksidirani oblik nikotinamid adenin dinukleotid fosfata
PUFA: visestruko nezasi¢ene masne kiseline

ROS: reaktivni kisikovi spojevi (eng. reactive oxygen species)
SMK: slobodne masne kiseline (eng: free fatty acids; FFA)
SOD: superoksid dismutaza (eng. superoxide dismutase)

TAG: triacilglicerol
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1. UVOD

Reprodukcija je jedna od temeljnih bioloskih funkcija ¢iji je cilj nastavljanje vrste,
odrzavanje bioloske raznolikosti i opstanka zivota. Uloga doktora veterinarske medicine je
znatna u svim fazama reprodukcije domacih Zivotinja, a obuhvaca sustavni nadzor zdravlja te
prevenciju i po potrebi lijecenje poremecaja grade i funkcije spolnih organa muskih i1 zenskih
jedinki. Nadalje, doktor veterinarske medicine upravlja rasplodivanjem domacih Zivotinja
uporabom biotehnologijskih postupaka u asistiranoj reprodukciji koji obuhvacaju: umjetno
osjemenjivanje, embriotransfer, oplodnju i uzgoj in vitro, seksiranje sperme i zametaka. Stoga,
u cilju genetskog napretka koji se odrazava kroz uspjesniji komercijalni uzgoj stoke nuzne su
nove spoznaje koje bi razjasnile fizioloSke procese zastite spolnih stanica od Stetnih posljedica
oksidacijskih procesa tijekom njihove diferencijacije, tvorbe, sazrijevanja i pohrane.

Spermatogeneza je izuzetno aktivan replikacijski proces tijekom kojeg se stvara
priblizno 1000 spermija u sekundi. Veliki stupanj stani¢nih dioba, svojstven procesu
spermatogeneze, zahtijeva potrosnju velike koli¢ine kisika u mitohondrijima stanica zametnog
epitela (spermatogonije). Mitohondriji su najznacajniji unutarstanicni izvor reaktivnih
kisikovih spojeva (engl. reactive oxygen species; ROS) koji nastaju u sustavu prijenosa
elektrona (procesima oksidativne fosforilacije) zbog stvaranja ATP-a. Oskudna vaskularizacija
testisa uvjetuje nizak parcijalni tlak kisika u njegovu mikrookoli$u, no unato€ tome tkivo testisa
je podlozno oksidacijskom stresu zbog velikog udjela visestrukonezasi¢enih masnih kiselina 1
prisustva sustava koji stvaraju ROS. Stanje oksidacijskog stresa, koje nastaje naruSavanjem
ravnoteze izmedu oksidansa (ROS 1 dr.) i prooksidansa (antioksidansi) u korist oksidansa, moze
za posljedicu imati narusavanje spermatogeneze i steroidogeneze (HALES i sur., 2005.).
Narusene funkcije testisa mogu se odraziti i na sposobnost stvaranja gibljivih, vijabilnih 1
morfoloSki normalnih spermija koji imaju sposobnost oploditi jajne stanice te odrZati rast 1
razvoj zametka (AITKEN i ROMAN, 2008.).

U sisavaca se posttestikularno sazrijevanje spermija u epididimisu smatra nuznim
procesom u pretvorbi nezrelih gameta u zrele spermije koji su sposobni za oplodnju jajne
stanice. Shodno tome, epididimis osigurava optimalan mikrookoli$ za koncentriranje, prijenos,
zastitu, sazrijevanje 1 skladiStenje spermija. Poznato je da su ROS klju¢ni ¢imbenici u procesu
sazrijevanja spermija te da su u primjerenim koli¢inama nuZni za njihove fizioloske funkcije,
primjerice u procesima kapacitacije, hiperaktivacije, akrosomske reakcije i fuzije spermija s
oocitom (De LAMIRANDE i GAGNON, 1993., SANOCKA i KURPISZ, 2004.). Medutim,

tijekom procesa sazrijevanja i skladiStenja u epididimisu sve do oplodnje, spermiji su izlozeni
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oStecenjima koja nastaju kao posljedica oksidacijskog stresa, i to znatno vise od drugih stanica
u organizmu (CHABORY i sur., 2010., NOBLANC i sur., 2012.). Stovise, spermiji su izrazito
podlozni oksidacijskom stresu prouzro¢enom prekomjernim stvaranjem ROS-a zbog prisustva
velikog udjela visestrukonezasi¢enih masnih kiselina u njihovoj stanicnoj membrani i oskudnoj
koli¢ini citoplazme, a samim time i neadekvatnom koli¢inom antioksidacijskih enzima
(KOZIOROWSKA-GILUN i sur., 2011.). Specifi¢na struktura stanicne membrane spermija
osigurava fleksibilnost i funkcionalnu sposobnost spermija. Sve lipidne komponente koje se
nalaze u membrani spermija odgovorne su za razne procese kao $to su: spermatogeneza,
sazrijevanje spermija, kapacitacija, akrosomska reakcija te spajanje membrana gameta, no
istodobno su glavni supstrati za lipidnu peroksidaciju (engl. lipid peroxidation; LPO)
(ALVAREZ i sur., 1987., ZURA ZAJA, 2015.). Epididimisi i akcesorne spolne Zlijezde imaju
vaznu funkciju u zaStiti spermija od oksidacijskog stresa uklanjanjem suviSne koli¢ine ROS-a
1 izlu€ivanjem antioksidansa u sjemenu plazmu (VERNET 1 sur., 2004., KOZIOROWSKA-
GILUN 1 sur.,, 2011.). U 50% slucajeva muska je neplodnost povezana s izostalom
spermatogenezom, dok je druga polovica idiopatske muske neplodnosti povezana s
poremetnjom u procesima sazrijevanja i pohrane spermija u epididimisu, ¢iji je najznacajniji
uzrok oksidacijski stres. Bolje razumijevanje funkcije i biokemijske osobitosti epididimisa,
zaStite od oksidacijskog stresa i zbivanja koji prate posttestikularne procese sazrijevanja
spermija, predstavljaju nuzne spoznaje koje bi mogle biti od koristi u lijeCenju odredenih oblika
muske neplodnosti i boljeg o¢uvanja sjemena (CHABORY i sur., 2010., ARROTEIA i sur.,
2012., NOBLANC i sur., 2012.).

Slijedom prethodno navedenog, op¢i cilj ovog rada bio je istraziti razlike u razini
antioksidacijske zastite, intenziteta oksidacijskih oStecenja lipida i vrijednostima biokemijskih
pokazatelja u testisima te razli¢itim dijelovima epididimisa spolno zrelih nerasta. Nadalje, cilj
je takoder bio utvrditi medusobnu povezanost odredivanih pokazatelja, Sto bi moglo doprinijeti
boljem razumijevanju procesa sazrijevanja spermija i mehanizama antioksidacijske zaStite
muskih spolnih stanica. Nadalje, specifi¢ni ciljevi ovoga rada bili su: 1). odredivanje vrijednosti
pokazatelja antioksidacijske zaStite i intenziteta oksidacijskih oStecenja lipida u testisima i
glavi, tijelu 1 repu epididimisa spolno zrelih nerasta, 2). usporedivanje vrijednosti pokazatelja
antioksidacijske zastite i intenziteta oksidacijskih ostec¢enja lipida navedenih dijelova spolnog
sustava nerasta 1 3). odredivanje biokemijskih pokazatelja u testisima i razli¢itim dijelovima
epididimisa i istrazivanje povezanosti malondialdehida, antioksidacijskih i biokemijskih

pokazatelja u razli¢itim dijelovima spolnog sustava i u spermijima razli¢itog stupnja zrelosti.



2. PREGLED DOSADASNJIH SPOZNAJA

2.1. Spolni sustav nerasta

Osnovna funkcija spolnoga sustava nerasta je stvaranje, sazrijevanje, pohrana i prijenos
spermija. Spolni hormoni reguliraju stvaranje velikog broja muskih spolnih stanica
(spermatogenezom i spermiogenezom), prijenos spermija tijekom spolnog ¢ina i1 na posljetku
njihovo ubacivanje u Zenski spolni sustav u vrijeme spolnog Zara (CAMPBELL i sur., 2003.,
GUYTON i HALL, 2006.).

Ovaj sustav se u svih domacih sisavaca sastoji od parnih testisa (muske sjemenske
zlijezde, testes) smjeStenih u mosnji (scrotum), nuzjaja (epididimis), sjemenovoda (ductus
deferens), mokracnice (uretra), akcesornih spolnih Zlijezda: mjehuricaste Zlijezde (glandulae
vesiculosae), prostate (glandula prostatica), bulbouretralne (Cowperove) zlijezde (glandulae
bulbourethrales), uretralne (Litreove) Zlijezde (glandulae urethrales), uda (penis) i prepucija
(praeputium) (CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006.), no sam izgled spolnog organa o¢ituje se

vrsnim specificnostima (Slika 1.).
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Slika 1. Spolni organi nerasta (SJAASTAD i sur., 2017.).



Glans penisa nerasta je oblika svrdla (spirale), a kaudalni dio penisa formira sigmoidalni
zavoj (flexura sigmoidalis). Ovaj zavoj se pri erekciji izravnava te produljuje duzinu penisa. U
nerasta na dorzalnoj stani prepucija postoji proSirenje u obliku slijepe vrece (diverticulim
praeputiale) u kojemu se nakuplja smegma (stani¢ni detritus i urin). Ova tekucina daje nerastu
izrazito jak i1 specifi¢an urinarni miris. Nerasti proizvode veliku koli¢inu sjemena zbog izrazito
dobro razvijenih bulbouretralnih i mjehuricastih zlijezda, a specificnost spolnog sustava nerasta
je 1u tome $to oni imaju najvece testise u odnosu na tjelesnu masu od svih domacih zivotinja.

Muske spolne gonade (testisi) obavljaju dvije izrazito bitne funkcije, proizvodnju
spermija (spermatogenezom i spermiogenezom) i stvaranje steroidnih spolnih hormona,
testosterona i adolesterona. Kolesterol je prekursor za nekoliko vaznih steroidnih hormona, koje
lu¢e kora nadbubrezne Zlijezde, jajnici i testisi, a utvrdena je i pozitivna korelacija izmedu
koncentracije kolesterola i testosterona u krvnom serumu nerasta (WISE i sur., 1993.). Nadalje,
testosteron stimulira rast i razvoj spolnih organa, spermatogenezu i spolnu aktivnost (Slika 2.).
Ejakulirani spermiji iz sjemene plazme dobivaju dodatnu koli¢inu kolesterola (CROSS, 1998.,
JACYNO i sur., 2009.).
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Slika 2. Lucenje testosterona i djelovanje testosterona na spermatogenezu (SJAASTAD i sur., 2017.)



Spermatogeneza je pocetni proces stvaranja spermija koji zapoc€inje u pubertetu te traje
do staracke atrofije testisa (atrofia senilis). Spermatogeneza i spermatogonija su procesi koji se
odvijaju u zavinutim kanali¢ima testisa u kojima se uvijek moze nai¢i na razliite razvojne
stadije spermija. Razvitak spermija pocinje spermatogonijama, primarnim i sekundarnim
spermatocitama, spermatidama i zavr$ava zrelim spermijima (SJAASTAD i sur., 2017.).

Spermatogonije nakon vise mitotickih dioba stvaraju spermatocite, a one se dijele te
nakon dvije mejoze pretvaraju u spermatide koje tada imaju haploidan broj kromosoma.
Spermatide prolaze metmorfozu (spermiogenezu) i nastaju spermiji. Kroz ove procese dolazi
do promjena u stani¢noj jezgri i citoplazmi. Jezgra se postepeno smanjuje 1 njen se kromatin
zgrusava. Citoplazma se izduljuje te stanica odbacuje njen visak. Uz navedene promjene dolazi
I do razvoja akrosomalne kape od Golgijevog aparata jezgre, a istovremeno se sinteteiziraju i
akrosomski enzimi. Centrioli putuju na drugu stranu jezgre i stapaju se u rep spermija uz sintezu
tubulina. Mitohondriji se izduljuju i obavijaju podruéje vrata spermija iz kojega ¢e narasti rep
spermija (Slika 3.) (KOZARIC, 1998.).
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Slika 3. Spermatogeneza. a Longitudinalni presjek testisa i nuzsjemenika prikazuje raspored zavijenih
sjemenih kanali¢a, dijela testisa u kojem nastaju spermiji, i drugih kanali¢a koji odvode spermije iz
testisa. b Povecani presjek zavijenog sjemenog kanali¢a prikazuje smjestaj Leydigovih stanica. ¢ Odnos
Sertolijevih stanica i spermija u razvoju (SJAASTAD i sur., 2017.).

Nastanak spermija u sjemeni kanali¢ima testisa traje 40-45 dana nakon Cega spermiji

dolaze u epididimis (nuzsjemenik), organ koji se sastoji od glave, tijela i repa. Spermiji koji tek



dospiju u epididimis su nepokretni i nisu sposobni za oplodnju. Epididimis, osim transportne
funkcije sudjeluje i u koncentriranju, sazrijevanju i pohrani spermija. Kroz nuzsjemenik nerasta
spermiji putuju oko dvanaest do Cetrnaest dana, a prolazak spermija se odbija peristaltickom
kontrakcijom kanalica i trepetljikavog epitela epididimisa. Glava epididimisa koncentrira
pristigle spermija, a sluznica stjenke glave epididimisa resorbira veliku koli¢inu tekucine iz
sjemenih kanali¢a. Tijekom prolaska spermija kroz epididimis dolazi do fizioloskih,
funkcionalnih, kemijskih i morfoloskih promjena u spermijima, a sve se odvija pod utjecajem
enzima, proteina i glikoproteina epididimisa. U procesu zrenja spermiji dobivaju lipoproteinsku
ovojnicu koja ih §titi od nepovoljnih ¢imbenika i sprjeava aglutinaciju ¢ineci ih negativno
nabijenima.

Androgeni hormoni djeluju na epitelne stanice epididimisa na nacin da djeluju na
sekreciju bjelancevina, aminokiselina, iona, organskih molekula i ostalih sastajaka i tako
osiguravaju pogodne uvjete za spermije tijekom njihove pohrane u tkivu epididimisa.

Bjelancevine koje se nalaze u epididimalnoj tekudini imaju vaznu funkciju u
sazrijevanju spermija, kapacitaciji spermija i reakciji spermija s jajnom stanicom, a
najistraZzenije su laktoferin, klasterin, bjelanCevina koja prenosi kolesterol, glutation
peroksidaza, prostaglandin D2 sintetaza i glukozidaza.

Prolaskom kroz rep epididimisa spermiji postaju pokretni i sposobni za oplodnju jajne
stanice, a tijekom ejakulacije sperme dolazi do mijeSanja spermija i sjemene plazme ¢ime
spermiji iz stadija anabioze postaju potpuno gibljivi i spremni na oplodnju jajne stanice
(REECE, 2004., CERGOLJ i SAMARDZIJA, 2006., FABIOLA ARROTEIA i sur., 2012.,
ZURA ZAJA, 2015.).

Ejakulat, sperma ili sjeme je specificna tekuéina koja se manjim djelom sastoji od
spermija, a ve¢im od sjemene plazme (95 - 97%). Spermiji se stvaraju spermatogenezom i
spermiogenezom u testisima, dok je sjemena plazma proizvod akcesornih spolnih Zlijezda.
Samo je manji dio sjemene plazme proizvod testisa, sjemenovoda i epididimisa. Znacajke
ejakulata nerasta jesu: veliki volumen, velika koli¢ina zelatinozne mase.

Spermiji su muske spolne stanice koje nemaju sposobnost diobe i rasta, samostalno se
gibaju 1 odrzivi su izvan organizma u aerobnim i anaerobnim uvjetima. Sastoje se od glave,
srediSnjeg dijela, koji se dijeli na vrat i tijelo, i repa. Glava spermija dijeli se na jezgru i
akrosomu. U jezgri se nalazi genetski materijal, DNK, i ribonukleinska kiselina, kromatin,
bjelancevine 1 alkalna fostaza koja je obavijena tankim slojem citoplazme. Akrosoma je
vezikula koja nastaje iz Golgijevog aparata i sadrzi bitne enzime kao Sto su akrozin i

hijaluronidaza. Ovi hidroliticki enzimi su vaZni za penetraciju medustani¢nog matriksa
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folikularnih stanica (zona pellucida). Akrosomu okruzuju unutarnja akrosomska membrana
(najbliza jezgri) i vanjska akrosomska membrana (nalazi se ispod stanicne membrane). Vrat
spermija je vrlo kratak, a ¢ine ga centriola gradena od devet segmenata, srediSnja aksonema i
spiralna aksonema. Glavu 1 rep povezuje tijelo koje pokreée rep. Tijelo se sastoji od
bjelancevina, ugljikohidrata i masti. Oko srediSnje aksoneme se nalaze mitohondriji koji su
izrazito bitni za pokretljivost spermija. Rep se sastoji od srediSnjeg, glavnog i zavrsnog dijela.
(YASTE OLIVER, 2008.) (Slika 4.).

jezgra
Centriol ,
) \ f ‘
o ? V)t '
Mitohondriji | Akrosom
s Sredisnji dio Gl

Slika 4. Shematski prikaz spermija (SJAASTAD i sur., 2017.).

2.2. Reaktivni kisikovi spojevi i oksidacijski stres

Kisik je neophodan aerobnim organizmima koji kao izvor energije koriste oksidacijski
metabolizam. Medutim, potroS$nja kisika stvara meduproizvode, reaktivne oblike kisikovih
metabolita koji se nazivaju ROS i peroksidirane molekule, a mogu biti $tetni za stanicu
(CHABORY i sur., 2010., OGBUEWU i sur., 2010.). U organizmu su ROS najzastupljeniji
radikali te obuhvacaju superoksidni anion (O2"™), hidroksilni radikal (OH™), vodikov peroksid
(H202), singletni kisik (*O2), hipoklornu kiselinu i peroksilne radikale. U stanicama eukariota
postoje mnogi metabolicki putovi koji sudjeluju u stvaranju ROS-a, a potaknuti su
unutarstaniénim 1 izvanstani¢im c¢imbenicima. Slobodni radikali nastaju u stanici tijekom
fizioloskih i patoloskih procesa, primjerice u respiratornom lancu mitohondrija, metabolizmu
arahidonske kiseline u stani¢nim membranama, oksidacijom masnih kiselina u peroksisomima,
aktivno$¢u fagocita, neenzimskim reakcijama kisika te pod utjecajem ultraljubicastog i
ionizirajuéeg zracenja i drugo (POLJSAK i sur., 2013.). Spajanjem O>" s H>O> u reakcijama
koje kataliziraju prijelazni metali nastaje hidroksilni radikal. Hidroksilni je radikal vrlo

reaktivan te reagira sa svim molekulama u stani¢nom okolisu, ponajprije s tkivima koja sadrze
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veliki udio lipida stvarajuci pri tome niz Stetnih u¢inaka. Stres, anestezija, lijekovi (citostatici,
analgetici), upalna stanja pa ¢ak i normalni stani¢ni metabolizam stvaraju ROS u razliitim
koli¢inama. Za razliku od atmosferskog Oz, ROS moze prouzrociti neograni¢enu oksidaciju
razli¢itih stani¢nih molekula, $to dovodi do uniStenja stanica posredovano ROS-om. Zbog
stvaranja velike koli¢ine ili neu¢inkovitog uklanjanja ROS-a dolazi do oksidacijskog stresa, a
time 1 do oksidacijskih oStecenja lipida, aminokiselina, ugljikohidrata te DNK-a (OGBUEWU
i sur., 2010., ZURA ZAJA, 2015.). Iako je oksidacijski stres dominantan ¢imbenik u etiologiji
muske neplodnosti, temeljni mehanizmi koji ga prouzroCe jo$ uvijek nisu u potpunosti
razjaS$njeni (AITKEN i ROMAN, 2008.).

Pored njihovih $tetnih u¢inaka, male koli¢ine ROS-a neophodne su za mnoge stani¢ne
funkcije te sudjeluju u regulaciji gena i stani¢nog rasta, unutarstani¢noj signalizaciji i ostalih
vrsta prijenosa signala (CHABORY i sur., 2010., RAHAL i sur., 2014.). Medutim, prekomjerno
stvaranje ROS-a moze dovesti do stani¢ne patologije i smrti. Tkivo testisa je izrazito ovisno o
kisiku za odvijanje normalne spermatogeneze, ali je istodobno jako podlozno toksi¢nim
ucincima reaktivnih kisikovih metabolita (CHABORY 1 sur., 2010.). Oksidacijsko ostecenje
DNK-a 1 bjelan€evina prouzro¢eno ROS-om, moZe mijenjati strukturu i funkciju spermija te
prouzrociti povecanu osjetljivost spermija na majc¢inske makrofage (AITKEN i sur., 1994.).

Oksidacijsko se ostecenje mitohondrijske DNK-a zbiva u svim stanicama koje su poput
spermija bogate mitohondrijima, a negativno utjece na fosforilaciju i1 stvaranje ATP-a, Sto
uzrokuje gubitak gibljivosti i oplodni potencijal spermija (CUMMINS i sur., 1994., ZURA
ZAJA, 2015.). Endogeno oksidacijsko oste¢enje DNK-a u jezgri zametnih stanica
(spermatogonija) povezano je s ranim prekidom gravidnosti, nasljednim mutacijama, genetskim
bolestima 1 pove¢anom ucestalo$¢u urodenih psihofizi¢kih mana, morbiditetom potomaka 1
karcinomima u ranoj dobi. Veéina se oSte¢enja DNK-a poprave sustavom za reparaciju, no
oSteceni se dijelovi mogu ispoljiti kao mutacije tijekom DNK-a replikacije koja prati diobu
stanica u spermatogenezi, oogenezi i embriogenezi (AITKEN i SAWYER, 2003., KEMAL
DURU i sur., 2000., ZURA ZAJA, 2015.). Tijekom oksidacije bjelan¢evina nastaje mnostvo
fizikalnih 1 biokemijskih promjena kao $to su primjerice: povecanje osjetljivosti oksidiranih
bjelancevina na proteoliticku enzimsku razgradnju, promjene mehanickih svojstava, promjene
u gradi, povecanje hidrofobnosti, promjena u vezanju kocimbenika, promjene enzimske
aktivnosti i ionskog prijenosa itd. (DAVIES, 2003., LJUBICIC i sur., 2013., ZURA ZAJA,
2015.). Nadalje, ROS moze u staniénim membranama spermija oksidirati viSestrukonezasi¢ene
masne kiseline koje su sastavni dio fosfolipida i lipoproteine male gustoce (engl. low density

lipoproteins; LDL), a sam se proces naziva lipidna peroksidacija (LPO).

8



2.3. Lipidna peroksidacija

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

Lipidna peroksidacija moZze prouzrociti gubitak integriteta stanicne membrane,
poremetiti funkcije spermija i potpuno inhibirati spermatogenezu (OGBUEWU i sur., 2010.,
BANSAL i BILASPURI, 2011.). Lipidna peroksidacija Cesto nastaje kao odgovor na
oksidacijski stres, a ukljuena je u mnogobrojna patoloSka stanja kao Sto su: upale,
ateroskleroza, neurodegenerativne bolesti, karcinomi i neplodnost. Tijekom lipidne
peroksidacije dolazi do razgradnje primarnih proizvoda LPO te nastanka sekundarnih
proizvoda, raznih aldehida (GIROTTI, 1998., GUERAUD i sur., 2010.). Neki su od tih aldehida
izrazito reaktivni i mogu se smatrati sekundarnim toksi¢nim agensima te su u usporedbi s ROS-
om relativno stabilni.

Intenzitet oksidacijskog stresa moze se pratiti mjerenjem proizvoda oksidacije bioloskih
molekula i/ili odredivanjem enzimskih i neenzimskih antioksidansa (POLJSAK i sur., 2013.).
Malonilaldehid (engl. malondialdehyde; MDA) je najpoznatiji proizvod LPO ¢ije se mjerenje
koncentracije u tkivima koristi u odredivanju intenziteta lipidne peroksidacije, odnosno
oksidacijskog stresa. MDA je bioloski vrlo aktivna molekula koja moze prouzrociti znatna
oiteéenja bjelangevina i DNK-a s posljediénim gubitkom stani¢ne funkcije (CATALA, 2006.,
SVERKO, 2011., ZURA ZAJA, 2015.). Prekomjerno izlaganje spermija ROS-u povezano je s
njihovom smanjenom gibljivos¢u, abnormalnom morfologijom te umanjenim kapacitetom za
penetraciju oocite. Prema tome, antioksidacijska sposobnost spermija i okolisa u kojem su
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nastali 1/ili su pohranjeni znatan su ¢imbenik u odredivanju etiologije muske plodnosti, odnosno
neplodnosti (POTTS i sur., 1999., SIKKA, 2001., AITKEN i ROMAN, 2008., CHABORY i
sur., 2010.).

2.4. Antioksidacijski sustav

Antioksidansi su u muskom spolnom sustavu nerasta najznacajniji ¢imbenici u zastiti
protiv oksidacijskog stresa prouzrocenog stvaranjem prekomjerne kolicine ROS-a, Sto moze
poremetiti spermatogenezu, steroidogenezu, funkciju spermija i prouzrociti smanjenu plodnost,
odnosno neplodnost (AITKEN i ROMAN, 2008., KOZIOROWSKA-GILUN i sur., 2013.).
Antioksidacijska zastita spolnog sustava nerasta obuhvaca enzimski i neenzimski sustav koji
djeluju interaktivno prekidajuci oksidacijsku lan¢anu reakciju smanjujuci pri tome oksidacijski
stres. Primarni antioksidacijski enzimi ukljuceni u uklanjanje ROS-a u spermijima i razli¢itim
dijelovima muskog spolnog sustava su: superoksid dismutaza (engl. superoxide dismutase;
SOD), glutation peroksidaza (engl. glutathione peroxidase; GSH-Px), katalaza (engl. catalase;
CAT), ali i mnogi drugi poput sekundarnog antioksidacijskog enzima glutation reduktaze (engl.
glutathione reductase; GSH-RD) i gama glutamil transferaze (engl. gamma glutamyl
transferase; GGT), koji su povezani s mehanizmom antioksidacijske zastite (KOZIOROW SKI-
GILUN i sur., 2013., KOZIOROWSKA-GILUN i sur., 2015.).

Prvu liniju zaStite od ROS-a ¢ini metaloenzim SOD, Koji katalizira dismutaciju
superoksidnog radikala na molekulu kisika i H20.. U testisima su prisutna tri izoenzima:
citosolna, mitohondrijska i izvanstani¢na SOD, koje stvaraju Sertolijeve 1 zametne stanice
testisa (POTTS, 1999.). Enzimi GSH-Px i CAT Kkataliziraju istu reakciju, odnosno pretvorbu
H202 u vodu. Iako je CAT enzim s velikom sposobno§c¢u uklanjanja H20O., smatra se da je GSH-
Px kljuéni enzim u regulaciji i prevenciji oStecenja koja moze prouzrociti H.O2. Nadalje, GSH-
Px moze razloziti i organske hidroperokside, poput fosfolipidskih hidroperoksida, do vode ili
alkohola, koriste¢i glutation kao reducens (BRIGELIUS-FLOHE i MAIORINO, 2013,
KOZIOROWSKA-GILUN i sur., 2013.). Osim navedenog, skupina GSH-Px enzima ima
najznacajniju funkciju u zastiti i o¢uvanja oplodne sposobnosti spermija tijekom njihovog
stvaranja, sazrijevanja i pohrane u epididimisu (CHABORY i sur., 2010.).

Neenzimska molekula glutation ima vaznu funkciju u zastiti stanica od oksidansa
nastalih normalnim metabolizmom u stanici. GGT je ukljuen u metabolizam glutationa u

prijenosu gama-glutamil funkcionalne skupine na razli¢ite akceptore, oslobadajuéi cistein kao
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proizvod za oCuvanje unutarstanicne homeostaze oksidacijskog stresa (WHITFIELD, 2001.).
Na taj nac¢in GGT ima vaznu funkciju u odrzavanju unutarstani¢nog cisteina i glutationa. Enzim
GSH-RD takoder sudjeluje u metabolizmu glutationa i to tako da obnavlja reducirani oblik
glutationa iz njegovog oksidiranog oblika uz redukciju nikotinamid adenin dinukleotid fosfata
(NADPH) u oksidirani oblik nikotinamidnog adenin dinukleotida (NADP*). Reducirani oblik
glutationa je u takvom obliku neophodan za primjereno funkcioniranje GSH-Px-a i niz drugih
znacajnih funkcija u kojima sudjeluje (KOZIOROWSKA-GILUN i sur., 2011.).

Razni egzogeni i endogeni ¢imbenici mogu poremetiti odnos antioksidansa i ROS-a u
organizmu, a ukoliko se u organizmu oksidansi povecano stvaraju i/ili izostane adekvatna

antioksidacijska zastita dolazi do oksidacijskog stresa.

2.5. Posttestikularni uc¢inaka na spermije i mikrookoli§ epididimisa

Stvaranje muskih gameta je rezultat opseZzne stani¢ne diferencijacije 1 preobrazbe
okruglastih spermatida u izrazito polarizirane 1 gibljive stanice. Vecina se slozenih
biokemijskih, fizioloskih i morfoloskih zbivanja stani¢ne diferencijacije odvija u testisima
tijekom procesa spermiogeneze 1 to uglavnom pod genomskom regulacijom gameta. Medutim,
kada se DNK poc¢ne kondenzirati u izduZenim spermatidama, proces transkripcije DNK-a u
spermatogonijama se smanjuje, a zatim zaustavlja. U zavrsnom testikularnom stadiju
diferencijacije muskih gameta, spermiji koji nisu gibljivi pa stoga ni plodni, podvrgnuti su
dodatnoj, diskretnoj 1 nuznoj postgonadnoj modifikaciji da bi postali sposobni oploditi jajnu
stanicu. Smatra se da prisutnost specifiénog mikrookoliSa spermija tijekom navedenih stadija
modifikacije u epididimisu ima vaznu funkciju u kontroli 1 indukciji zavr$nih promjena stani¢ne
membrane spermija te njihovoj zastiti (DACHEUX 1 sur., 2005.).

Sazrijevanje spermija u epididimisu je izvan kontrole genoma spermatogonija pa je
stoga u velikoj mjeri posljedica njihove interakcije s tekuc¢inom epididimisa, uglavnom sa
specificnim bjelancevinama prisutnim u lumenu tubula epididimisa (Slika 5.). Sam proces
sazrijevanja 1 prolaska spermija kroz epididimis u nerasta traje od 12 do 14 dana. Specifi¢ni
mikrookoli§ epididimisa, koji je od krvnog optjecaja izoliran krvno-epididimisnom barijerom,
Stiti gamete do ejakulacije te utjee na regulaciju funkcije i integriteta epididimisa. U lumenu
epididimisa spermiji se odrzavaju u vrlo specificnom okoliSu s optimalnom temperaturom,
parcijalnim tlakom kisika, pH vrijednosti i uz prisutnost energetskih supstrata. Poznato je da u
nedostatku supstrata za glikolizu, endogeni i egzogeni lipidi imaju zna¢ajnu funkciju u opskrbi
spermija energijom za njihovu odrzivosti i gibljivost JUYENA 1 STELLETTA, 2012.). Svi su
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navedeni uvjeti specificni za mikrookoli§ epididimisa 1 bitni za sazrijevanje spermija, a
naruSavanjem bilo kojeg od njih moze dovesti do poremecaja oplodne sposobnosti i o¢uvanja
spermija (DACHEUX i sur., 2005., ARROTEIA i sur., 2012.). Razumijevanje posttestikularnih
ucinaka na spermije i mikrookoli§ epididimisa zna€ajno je za utvrdivanje povoljnih biljega u

procjeni plodnosti Zivotinja, oplodne sposobnosti te o¢uvanja spermija.

Oplodno sposobni spermiji

Nezreli spermiji

Spermatociti

Spermatogonije Spermatide

(DI

cij ' Interakcija s mikrookoli$nim medijem

L e somatska kontrola
mRNK-a translacija

genomska kontrola

Slika. 5. Shematski prikaz procesa tvorbe i kontrole muskih gameta u testisima i epididimisima (preuzeto
od Dacheux i sur., 2005.)

Epididimisi imaju veliku sekretornu aktivnost, a iz tekucine koju izluCuju razlicita
podrucja epididimisa prepoznato je nekoliko stotina bjelancevina. Uglavnom sve bjelancevine
testisa koje dospiju u epididimis brzo se apsorbiraju u njegovom prvom dijelu. Sastav
bjelancevina u lumenu epididimisa je uglavnom povezan sa specificnom sekretornom
aktivno$c¢u koju karakterizira svako podruéje epididimisa (caput, corpus i cauda) u spolno
zrelih jedinki (THIMON i sur., 2008.). U nerasta je utvrdeno vise od 100 bjelancevina
epididimisa (SYNTIN 1 sur., 1996.), a vecina ih se izlu¢uje u njegovom prednjem dijelu. U
nerasta se 6 do 8 puta viSe bjelancevina izlucuje u prednjem dijelu u odnosu na repni dio,
odnosno glava (caput) izluéuje priblizno 83%, tijelo (corpus) izlucuje priblizno 16%, a rep
(cauda) izlucuje svega 1% bjelancevina. Primjerice, prednji dio epididimisa (caput)
karakteriziran je izmedu ostalih bjelanCevina sintezom 1 sekrecijom enzima glutation
peroksidaze, koji je vaZan u za$titi spermija od oksidacijskih oSte¢enja (DACHEUX 1 sur.,
2005.).

Uspostava sekrecije bjelancevina u pojedinim dijelovima epididimisa zbiva se

progresivno tijekom postnatalnog razvoja i prije puberteta, sukladno razvoju testisa. Laydigove
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stanice testisa nerasta luce testosteron i estrogen koji se stvaraju iz kolesterola uz prisustvo
specificnih enzima. Spolni hormoni su vazni endogeni ¢imbenici koji pozitivno utjecu na
stvaranje 1 aktivnost antioksidansa, a samim time i na smanjenje oksidacijskog stresa
(RAESIDE i RENAUD, 1983., AITKEN i ROMAN, 2008., ZDUNCZYK i sur., 2011.).
Androgeni hormoni kontroliraju priblizno polovicu bjelancevina koju sintetiziraju epididimisi
s pozitivnim ili negativnim ucinkom. Preostalih su 43% bjelanevina modulirane lokalnim
¢imbenicima, a svega 6% bjelancevina nije pod sustavnom ni lokalnom kontrolom. Prvi dio
epididimisa kontroliraju ¢imbenici iz teku¢ine koju izluCuju testisi (SYNTIN 1 sur., 1999.).
Ostale specificne bjelancevine prednjeg dijela epididimisa, kao S$to su GSH-Px i
heksozaminidaza, pozitivno su regulirane testosteronom, ali s vrlo razli¢itim razinama
osjetljivosti (THIMON i sur., 2008.).

Nakon $to spermiji dospiju u epididimise, tijekom procesa sazrijevanja, stani¢na
membrana spermija se znatno preoblikuje odnosno mijenja se sastav i1 lokalizacija bjelancevina
i lipida (kolesterola i fosfolipida) u njihovim membranama. Uslijed ove promjene u stani¢nim
membranama spermija zastupljenost fosfolipida se smanjuje, a kolesterola povecava, odnosno
molarni omjer kolesterola i fosfolipida postaje dvostruko ve¢i (NIKOLOPOULOU 1 sur.,
1985.). Buduc¢i da nije topljiv u vodi, kolesterol se iz lumena epididimisa na membranu spermija
prenosi specificnom bjelanevinom. Bjelancevine epididimisa mijenjaju svojstva membrana
spermija tako $to vr$e izmjenu bjelancevina ili lipida iz njihovog mikrookolisa ili izmjenom
polozaja prisutnih bjelancevina u membrani. BjelanCevine koje sudjeluju u navedenim
procesima imaju prijenosnu, odnosno vezujucu funkciju. Povr§ina membrane spermija mozZe se
mijenjati i enzimskom aktivnoS¢u nekolicine znacajnih bjelan¢evina iz epididimisne tekucine,
a obuhvacaju enzime poput glikozidaza, fosfataza i1 proteaza. Primjerice, kisela je fosfataza
(engl. acid phosphatase; ACP) u epididimisu ukljucena u post testikularne procese sazrijevanja
spermija tj. u fosforilacijsko-defosforilacijske procese te se nalazi u stani¢nim membranama
spermija (SOUCEK i VARY, 1984., WYSOCKI i STRZEZEK, 2006.). Neki enzimi, odnosno
bjelancevine epididimisa odgovorne su za procese u kojima negibljivi spermiji postaju gibljivi,
a navedene procese prate i promjene metabolickih procesa kojima se osigurava energija za
gibanje spermija. Laktat dehidrogenaza (engl. lactate dehydrogenase; LDH) je enzim znacajan
u metabolickim procesima koji osiguravaju energiju za preZivljavanje i gibljivost spermija
(BEU i sur., 2007.). Aktivnost navedenih enzima u tekuéini epididimisa je neobi¢no velika,
odnosno najveca u odnosu na ostale tjelesne tekuc¢ine (DACHEUX 1 sur., 2005.).

U svih do danas istrazivanih vrsta, ukljucujuci i neraste, ¢ini se da specifi¢ne testikularne

povrsinske bjelancevine spermija bivaju uklonjene ili podvrgnute daljnjoj obradi tijekom
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prolaska spermija kroz epididimise. Nestanak nekih bjelancevina povezan je sa specifi¢nim
mehanizmom proteolize, koja inducira molekularnu preraspodjelu membrane ili otpustanje
odcjepljene bjelancevine u lumen epididimisa. Povezanost sazrijevanja membrane spermija i
fizioloSkih promjena koje se zbivaju u spermijima nisu u potpunosti razjasnjene. Prisutnost ili
odsutnost definiranih antigena Cesto je u korelaciji sa svojstvima spermija, kao Sto su
prepoznavanje i vezanje spermija za zona pellucidu i membranu oocita ili pocetak gibanja
spermija. Medutim, stvarni molekularni mehanizmi koji uzrokuju "sazrijevanje spermija" nisu
do danas u potpunosti utvrdeni (DACHEUX 1 sur., 2005., ARROTEIA i sur., 2012,
NOBLANC i sur., 2012.).

Tijekom prolaska kroz epididimis spermiji su podvrgnuti stalnoj promjeni mikrookolisa
u lumenu, koje je modificirano zbog sekrecijskih i endocitotickih aktivnosti stanica sluznice
epitela. U konacnici, uskladena aktivnost u sekreciji razlicitih tvari kao i endocitozi u epitelnim
stanicama duz kanala, utjeCe na konacno sazrijevanje spermija, njthovu koncentraciju, zastitu,
pohranu i oplodnu sposobnost. Navedene uzastopne promjene prati i promjena osobitosti
spermija tijekom njihovog prolaska kroz epididimis, a osobito promjene u svojstvima njihovih
membrana. No, mijenja se i sastav bjelan¢evina, lipida i ostalih tvari u razli¢itim dijelovima
epididimisa, koje sudjeluju u procesima sazrijevanja spermija, a ¢ije funkcije nisu u potpunosti
razjasnjene. Medutim, ni sposobnost testisa 1 epididimisa da Stite spermije od Stetnih ucinka
oksidacijskih procesa koji se zbivaju tijekom njihove tvorbe, pohrane i sazrijevanja u
epididimisima pomocu lokalno sintetiziranih antioksidansa, nije do sada u nerasta dostatno

istrazena.

14



3. MATERIJALI | METODE

U ovom istrazivanju nisu zrtvovane Zivotinje, jer su uzorci tkiva testisa i epididimisa
uzimani od zivotinja koje su usmréivanje na liniji klanja radi ekonomske iskoristivosti

(sukladno Pravilniku o zastiti Zivotinja u vrijeme usmréivanja NN 83/2011).

3.1. Drzanje Zivotinja

IstraZivanje je provedeno na 5 nerasta pasmine Svedski landras drzanih na svinjogojskoj
farmi Kaznionice u Pozegi, gdje su tovljeni u svrhu ekonomske iskoristivosti svinjskoga mesa.
Nakon odbica prasad je do 4 mjeseca starosti boravila u odjeljcima veli¢ine 3 x 2 m (0,42
m?/zivotinji) i imala pristup hrani i vodi ad libitum. Prasad je hranjena potpunom krmnom
smjesom za odbijenike (Starter za prasad 20%-peletirani, TSH d.d., Cakovec). U dobi od 6
mijeseci prasad je premjestena u odjeljke veli¢ine 2,5 x 4,3 m (1,5 m?/zivotinji) i imala je pristup
vodi ad libitum, a hranjena je podnim na¢inom tri puta na dan potpunom krmnom smjesom za
svinje u rastu i tovu do 60 kg tjelesne mase (BEK-1, TSH d.d., Cakovec). Od 8. mjeseca starosti
pa sve do klanja tovljenici su drzani u odjeljcima veli¢ine 3 x 6 m (2,6 m?/zivotinji) s prirodnom
ventilacijom. Tovljenici su imali pristup vodi ad libitum, a hranjeni su podnim na¢inom tri puta
na dan potpunom krmnom smjesom za svinje u rastu i tovu preko 60 kg tjelesne mase. Zadnji
mjesec tova hranjeni su dopunskom krmnom smjesom za tovne i rasplodne svinje

(Superkoncentrat za svinje 40%, TSH d.d., Cakovec) sa siliranim zrnom kukuruza.

3.2. Uzorkovanje i analize

Klini¢ki zdravi spolno zreli nerasti zaklani su u klaonici Papuk d.o.o., PoZega, u dobi
od 10 mjeseci 1 prosjecne tjelesne mase od 147 £ 20 kg. Na liniji klanja nerastima su uklonjeni
testisi s epididimisima i odmah nakon toga stavljeni na led te osuSeni papirnatim ru¢nikom.
Potom su odpreparirani od vezivnotkivnih ovojnica testisa i masnog tkiva. Nadalje, uzorci tkiva
rubnog dijela glave testisa (extremitas capitata testis), glave (caput epididymis), tijela (corpus
epididymis) i repa (cauda epididymis) epididimisa u kojima su sadrzani spermiji razli¢itog

stupnja zrelosti, narezani su na komadice tezine oko jednoga grama i stavljeni u eppendorf
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epruvete od 2,5 mL. Uzorci tkiva spolnog sustava nerasta, tijekom cjelokupnog postupka
uzorkovanja te njihovog transporta do laboratorija na Veterinarskom fakultetu Sveucilista u
Zagrebu, drzani su na ledu. Tijekom prvih 24 sata od uzorkovanja uzorci su pohranjeni na — 20
°C, a nakon toga na — 80 °C do biokemijskih analiza.

Uzorci tkiva testisa i epididimisa sa spermijima homogenizirani su u 0,14 M KCI
(kalijev klorid) u omjeru 1:5 (w/v) s teflon—staklo Schithomogen plus homogenizatorom
(Schiitt labortechnik, Njemacka) pri 2800 okr/min kroz 60 s uz hladenje ledom. Homogenati
tkiva su centrifugirani pomocu centrifuge Sigma 3 K 15 (Sigma, Njemacka) pri 20000 g tijekom
30 min na 4 °C, au dobivenim nadtalozima odredene su aktivnosti glutation peroksidaze (GSH-
Px; EC 1.11.1.9), glutation reduktaze (GSH-RD; EC 1.6.4.2), superoksid dismutaze (SOD; EC
1.15.1.1), gama glutamil transferaze (GGT; EC 2.3.2.2), laktat dehidrogenaze (LDH; EC
1.1.1.27) i kisele fosfataze (ACP; E. C. 3.1.3.2) te koncentracije malondialdehida (MDA),
slobodnih masnih kiselina (SMK), triacilglicerola, fofsolipida i kolesterola.

U dobivenim uzorcima aktivnosti i koncentracije prethodno navedenih pokazatelja
odredene su spektrofotometrijski na automatskom analizatoru SABA 18 (AMS, Rim, ltalija).
Aktivnosti GSH-Px-a, GSH-RD-a i SOD-a te koncentracija SMK-a odredene su gotovim
kompletima tvrtke Randox (Crumlin, Velika Britanija), aktivnosti GGT-a, LDH-a i ACP-a te
koncentracije triacilglicerola i kolesterola odredene su gotovim kompletima tvrtke Dijagnostika
(Sisak, Hrvatska), a koncentracija fosfolipida odredena je gotovim kompletom tvrtke
bioMérieux Inc. (Durham, SAD) prema uputama proizvodaca. Nadalje, koncentracije ukupnog
malondialdehida izmjerene su metodom tekucéinske kromatografije visoke djelotvornosti
(GROTTO i sur., 2007.) na TSP-130 sustavu (Thermo Separation Products, Inc, Thermo Fisher
Scientific, Inc.,Waltham, MA, SAD). Dobivene vrijednosti u tkivima testisa i epididimisa

izrazene su po gramu vlaznog tkiva.

3.3. Statisticka obrada rezultata

Statisticka je analiza podataka na¢injena pomoc¢u programskog paketa SAS (Statistical
Analysis Software) 9.4 (2002-2012 by SAS Institute Inc., Cary, SAD).

Deskriptivna je statistika nacCinjena pomo¢u SAS modula PROC MEANS i PROC
FREQ. Normalna je raspodjela podataka testirana pomoc¢u modula PROC UNIVARIATE, a
homogenost/heterogenost varijanci podataka izmedu grupa analizirana je Levene testom
pomo¢u GLM modula (PROC GLM) i1 opcije HOVTEST. Kada su pretpostavke normalne
distribucije analiziranih zavisnih varijabli bile narusene te kod heterogenosti varijanci razlicitih
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skupina, na¢injena je transformacija varijabli. Budu¢i da je vec¢ina podataka imala asimetriju u
desnu stranu upotrjebljene su transformacije logaritma na bazu 10 te inverzija podataka.
Zakljucci dobiveni testiranjem hipoteze na transformiranim podatcima u ovom radu odnose 1
na originalne podatke.

Generalni je linearni model (PROC GLM) uporabljen za analizu biokemijskih i
antioksidacijskih pokazatelja te pokazatelja oksidacijskog stresa izmedu tkiva testisa i razlicitih
dijelova epididimisa. Rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti najmanjih kvadrata i 95 %-
tni interval pouzdanosti, a izraCunati su metodom najmanjih kvadrata (LSM - least squares
means) koriStenjem LSMEANS naredbe 1 opcija PDIFF 1 CL. Za usporedbu srednjih vrijednosti
koriStena je Tukey-Kramer-ova metoda viSestrukih usporedbi na razini statisticke znacajnosti
P<0,05. Rezultati su nakon analize, ukoliko su podatci bili transformirani, obrnutom
transformacijom vraéeni na originalne vrijednosti (srednje vrijednosti najmanjih kvadrata i 95
%-tni interval pouzdanosti) i kao takvi prikazani u tekstu, tablici ili grafikonu.

Koeficijent je korelacije izmedu razli¢itih pokazatelja izracunat koriStenjem CORR
modula SAS-a (PROC CORR).
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4. REZULTATI

4.1. Antioksidacijska zaStita i intenzitet lipidne peroksidacije

Dobivene wvrijednosti pokazatelja antioksidacijske =zastite 1 intenziteta lipidne

peroksidacije u testisima te u razli¢itim dijelovima epididimisa spolno zrelih nerasta u kojima

se nalaze spermiji razli¢itog stupnja zrelosti prikazani su u Grafikonu 1.
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Grafikon 1. Vrijednosti i raspon pokazatelja antioksidacijske zastite (A, B, D) i intenziteta

lipidne peroksidacije (C) u tkivima spolnog sustava nerasta (srednja vrijednost najmanjih

kvadrata £ 95% CI)

abv/rijednosti ozna¢ene razli¢itim slovima znacajno se razlikuju na razini statisti¢ke znacajnosti p<0,05
GSH-Px - glutation peroksidaza; GSH-RD - glutation reduktaza; SOD - superoksid dismutaza; MDA -

malondialdehid
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Iz rezultata prikazanih u Grafikonu 1. uoéljivo je da su se istrazivani pokazatelji
antioksidacijske zaStite i intenziteta lipidne peroksidacije u tkivima spolnog sustava nerasta
razlikovali ovisno o anatomskoj lokaciji uzorkovanja. Najvisa je aktivnost GSH-Px-a
zabiljezena u tkivu testisa (5,30 U/g), zatim u tkivu glave (3,34 U/g) i repu epididimisa (2,75
U/g) dok je najniza bila u tkivu tijela epididimisa (2,52 U/g). Usporedbom vrijednosti dobivenih
rezultata, utvrdena je znacCajno visa aktivnost GSH-Px-a u tkivu testisa od onih izmjerenih u
tkivu glave, tijela i repa epididimisa (p<0,05). Pri tome je aktivnost GSH-Px-a u testisima bila
gotovo dvostruko visa od one u tijelu i repu epididimisa. Nadalje, najvisa je aktivnost GSH-
RD-a takoder zabiljezena u testisima nerasta (3,50 U/g). U tkivu glave epididimisa izmjerena
je gotovo dvostruko niza vrijednost 1,93 U/g od one u testisima, dok su aktivnosti GSH-RD-a
u tijelu (1,12 U/g) i repu epididimisa (1,16 U/g) bile priblizno jednake i joS niZze u odnosnu na
one u glavi epididimisa. Usporedbom rezultata, nakon statisticke analize, utvrdena je znacajno
visa aktivnost GSH-RD-a u tkivu testisa u odnosu na onu u tkivu glave, tijela i repa epididimisa
(p<0,05). Srednja vrijednost aktivnosti SOD-a takoder serazlikovala ovisno o istraZzivanim
tkivima spolnog sustava nerasta. U repu je epididimisa izmjerena najniza aktivnost SOD-a
(497,15 U/g), a sli¢na je vrijednost zabiljezena u glavi epididimisa (505,28 U/g). Medutim,
najvisa vrijednost SOD-a te ostalih antioksidacijskih enzima zabiljezena je u testisima nerasta
(1202,20 U/g), a u tijelu epididimisa zabiljeZena je prosjecna vrijednost SOD-a od 830,1 U/g,
ali je bila niza od one u testisima. Uocene razlike srednjih vrijednosti SOD-a u istrazivanim
tkivima spolnog sustava nerasta bile su i statisticki znacajne, pri tome je aktivnost SOD-a u
testisu bila znacajno viSa u odnosu na one u glavi i repu epididimisa (p<0,05). Nadalje, najvisa
koncentracija MDA izmjerena je u glavi (76,69 nmoL/g), a najniza u tijelu epididimisa (27,19
nmol/g). Malo visa vrijednost od one u tijelu epididimisa izmjerena je u repu epididimisa
(28,19 nmoL/g), dok je koncentracija MDA u tkivu testisu (46,09 nmoL/g) bila visa od one u
repu epididimisa. Koncentracija MDA u glavi epididimisa bila je statisticki znacajno visa od
one u testisima, tijelu 1 repu epididimisa (p<0,05). Istodobno, statisticki znaCajno nize

vrijednosti MDA utvrdene su u tijelu i repu epididimisa u odnosu na onu u testisima (p<0,05).
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4.2. Biokemijski pokazatelji

Dobivene vrijednosti biokemijskih pokazatelja u testisima spolno zrelih nerasta te u

razli¢itim dijelovima epididimisa sa spermijima razli¢itog stupnja zrelosti prikazani su u Tablici

1.

Tablica 1. Vrijednosti i raspon biokemijskih pokazatelja u tkivima razli¢itih dijelova spolnog

sustava nerasta (srednja vrijednost najmanjih kvadrata + 95% CI)

. . Glava Tijelo Rep
Pokazatelj Testis epididimisa epididimisa epididimisa
GGT 6,67° 24,920 22,180 53,432
(U/g) (2,46 - 18,07) (18,67 - 33,28) (16,11 - 30,52) (45,12 - 63,28)
ACP 1,80° 2,742 2,66% 4,078
(Ulg) (1,23 - 2,62) (2,14 - 351) (2,00 - 3,53) (3.37 - 4,90)
LDH 82,65° 120,03¢ 171,242 105,00¢
(U/g) (60,34 - 104,96) (97,71 - 142,34) (148,93 - 193,55) (82,69 - 127,31)
SMK 0,702 1,13° 1,200 0,352
(umoL/g) (0,36 - 1,04) (0,78 - 1,47) (0,86 - 1,54) (0,004 - 0,687)
TAG 3,180 4,282 3,08¢c 2,05¢
(umoL/g) (2,61 - 3,75) (3,71 - 4,85) (2,51 - 3,65) (1,48 - 2,62)
FOSFO 2,07 2,89 2,77 2,36
(umoL/g) (1,58 - 2,55) (2,41 - 3,38) (2,28 - 3,25) (1,87 - 2,84)
KOLE ) * i 0.26

aby/rijednosti u istom redu oznadene razli¢itim slovima znadajno se razlikuju na razini statisticke znacajnosti

p<0,05

* koncentracije nisu bile mjerljive

GGT - gama glutamil transferaza; ACP - kisela fosfataza; LDH - laktat dehidrogenaza; SMK - slobodne masne
kiseline; TAG.- triacilgliceroli; FOSFO - fosfolipidi; KOLE — kolesterol

Iz rezultata prikazanih u Tablici 1. uoc¢ljivo je da su se istrazivani biokemijski
pokazatelji u tkivima spolnog sustava nerasta razlikovali ovisno o anatomskoj lokaciji
uzorkovanja. U repu epididimisa zabiljeZena je najvisa srednja vrijednost aktivnosti GGT-a
(53,43 U/g), a najniza je vrijednost zabiljeZzena u tkivu testisa (6,67 U/g). Priblizno jednake
vrijednosti GGT-a zabiljezene su u glavi (24,92 U/g) i tijelu epididimisa (22,18 U/g).
Statistickom analizom utvrdena je znacajno visa vrijednost GGT-a u repu epididimisa u odnosu
na onu u testisima, glavi i tijelu epididimisa (p<0,05). Kao i kod GGT-a, srednja vrijednost
aktivnosti LDH-a bila je najniza u testisima (82,65 U/g), a najvisa u tijelu epididimisa (171,24
U/g). Niza aktivnost LDH-a od one u testisima zabiljezena je u glavi (120,03 U/g), a jo$ niza
u repu epididimisa (105,00 U/g). Uocene razlike srednjih vrijednosti LDH-a u razli¢itim
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tkivima spolnog sustava nerasta bile su i statisti¢ki znacajne, tako da je aktivnost LDH-a u tijelu
epididimisa bila znacajno viSa u odnosu na onu u testisima, glavi i repu epididimisa (p<0,05).
Istodobno, statisticki znac¢ajno nize vrijednosti aktivnosti LDH-a utvrdene su u glavi i repu
epididimisa u odnosu na onu u testisima (p<0,05). Najvisa je aktivnost ACP-a izmjerena u repu
(4,07 U/g), zatim u glavi (2,74 U/g) i tijelu epididimisa (2,66 U/g) dok je najniza bila u tkivu
testisa (1,80 U/g). Usporedbom rezultata, utvrdena je znacajno visa aktivnost ACP-a u repu
epididimisa u odnosu na onu u testisima (p<0,05). Koncentracija SMK-a bila je najvisa u tijelu
epididimisa (1,20 umoL/g), zatim u glavi epididimisa (1,13 pmol/g), testisima (0,70 umoL/g)
dok je najniza bila u repu epididimisa (0,35 umoL/g). Vrijednost SMK-a bila je znacajno niza
u repu epididimisa u odnosu na onu u glavi i tijelu epididimisa (p<0,05). Nadalje, najniza je
koncentracija TAG-a izmjerena u tkivu repa (2,05 pmolL/g), a najvisa u tkivu glave epididimisa
(4,28 umoL/g). Sli¢ne koncentracije TAG-a zabiljezene su u tkivu testisa (3,18 umoL/g) i tijela
epididimisa (3,08 pumoL/g). Usporedbom dobivenih vrijednosti, utvrdena je znacajno visa
koncentracija TAG-a u glavi epididimisa u odnosu na onu u tkivu testisa i repa epididimisa
(p<0,05). Koncentracije fosfolipida u testisima i razli¢itim dijelovima epididimisa bile su
priblizno jednakih vrijednosti te se nisu medusobno znacajnije razlikovale (p>0,05).

Koncentracija kolesterola bila je mjerljiva jedino u repu epididimisa.
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4.3. Korelacije istrazivanih pokazatelja

Dobivene korelacije izmedu istrazivanih biokemijskih pokazatelja te pokazatelja
antioksidacijske zastite i oksidacijskog stresa u testisima spolno zrelih nerasta te u razliitim

dijelovima epididimisa sa spermijima razli¢itog stupnja zrelosti prikazane su u Tablici 2.

Tablica 2. Koeficijent korelacije (r) izmedu istrazivanih biokemijskih pokazatelja te pokazatelja
antioksidacijske zastite i oksidacijskog stresa u tkivima razli¢itih dijelova spolnog sustava

nerasta

x
& : < 2 L
I I a) = T o O )
o) (O] Q O
3 3 3 = o 3 < 3 < 2 .
0,880 0,635 -0,602 -0,516 -0,486 -0,464
GSH-Px <005 ™ <005 <005 <005 <005 ™ NSNS 405
0,880 0,463 0,693 -0,626 -0,457 -0,493 0,451 -0,464
GSH-RD 05 <005 <005 <005 <005 <005 ™ <005 ™ <005
0,463 -0,451
SOD n.s. <0,05 n.s. <0,05 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
0,635 0,693 0,550
MDA <005 <0,05 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. <0.05 n.s. n.s.
GGT -0,602 -0,626 -0,451 ns ns 0,564 ns ns ns 0,741
<0,05 <0,05 <0,05 e e <0,05 e e e <0,05
LDH -0,516 -0,457 ns ns N ns 0,653 ns 0,468 ns
<0,05 <0,05 - - - - <0,05 - <0,05 -
ACP -0,486 -0,493 s s 0,564 ns ns ns ns 0,569
<0,05 <0,05 e e <0,05 e e e e <0,05
SMK s s s s ns 0,653 ns 0,585 0,553 -0,676
e e e e e <0,05 e <0,05 <0,05 <0,05
TAG s 0,451 s 0,550 ns ns ns 0,585 0,547 -0,696
e <0,05 e <0,05 e e e <0,05 <0,05 <0,05
0,468 0,553 0,547
FOSFO n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. <0,05 n.s. <005 <005 n.s.
KOLE s -0,464 s s 0,741 ns 0,569 -0,676 -0,696 ns
e <0,05 e e <0,05 e <0,05 <0,05 <0,05 e

U tablici su prikazani samo podatci s koeficijentom korelacije ve¢im od + 0,400 te statisticki znacajni podatci
(p<0,05).

Nn.s. — nije statisticki znacajno

GSH-Px - glutation peroksidaza; GSH-RD - glutation reduktaza; SOD - superoksid dismutaza; MDA —
malondialdehid; GGT - gama glutamil transferaza; LDH - laktat dehidrogenaza; ACP - kisela fosfataza; SMK -
slobodne masne kiseline; TAG.- triacilgliceroli; FOSFO - fosfolipidi; KOLE — kolesterol
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5. RASPRAVA

Mehanizam nastanka ROS-a nije u potpunosti razjasnjen, no u vise je studija utvrdeno
da ROS nastaju kao sporedni proizvodi stani¢nih procesa koji se zbivaju tijekom steroidogeneze
i spermatogeneze u testisima, ali i tijekom sazrijevanja i skladi$tenja spermija u epididimisima
(KOZIOROWSKA-GILUN i sur., 2013.). Fizioloski procesi spermatogeneze, sazrijevanja,
prolaska i pohrane spermija u epididiimisu zahtjevaju povoljne uvjete kako bi spermiji stekli
funkcionalne sposobnosti za oplodnju jajne stanice. Zastitu navedenih procesa u testisima i
epididimisima od Stetnih uc¢inaka ROS-a osiguravaju uglavnom antioksidacijski enzimi, koji
imaju komplementarne funkcije u stanicama tkiva spolnog sustava i spermijima
(KOZIOROWSKA-GILUN i sur., 2015.).

Prema naSim saznanjima, jo§ uvijek nisu provedena istrazivanja koja bi utvrdivala
aktivnost antioksidacijskih enzima i koncentraciju pokazatelja lipidne peroksidacije u tkivima
spolnog sustava nerasta. Rezultati ovoga istrazivanja ukazuju da se pokazatelji antioksidacijske
zastite 1 intenziteta lipidne peroksidacije u tkivima spolnog sustava nerasta znac¢ajno razlikuju
ovisno o anatomskoj lokaciji uzorkovanja. Tako je u tkivu testisa utvrdena znacajno viSa
aktivnost GSH-Px-a i GSH-RD-a od onih izmjerenih u tkivu glave, tijela i repa epididimisa.
Istodobno je aktivnost GSH-Px-a u testisima bila gotovo dvostruko vi$a od one u tijelu i repu
epididimisa. Dobiveni se rezultati podudaraju s rezultatima istrazivanja KOZIOROWSKA -
GILUN i sur. (2013.) i KOZIOROWSKA-GILUN i sur. (2015.), koji su takoder u tkivu testisa
bivola i jelena utvrdili znacajno vecu aktivnost GSH-Px-a u odnosu na onu u tkivima glave,
tijela i repa epididimisa. Medutim, u istrazivanju KOZIOROWSKA-GILUN i sur. (2013.)
utvrdena je gotovo tri puta visa aktivnost GSH-Px-a u tijelu epididimisa bivola u odnosu na onu
u glavi 1 repu epididimisa, dok je u naSem istraZivanju utvrdena najniza aktivnost GSH-Px-a u
tijelu epididimisa nerasta. Nadalje, rezultati ovog istraZivanja upucuju na istovjetnu pojavnost
i znacajnost aktivnosti GSH-Px-a i GSH-RD-a u tkivu testisa glave, tijela i repa epididimisa,
Sto ukazuje na njihovo sinergijsko djelovanje i uéinak u zastitnim antioksidacijskim sustavima
koji su potrebni za regulaciju redoks potencijala pri tvorbi, sazrijevanju i pohrani spermija u
mikrookolisu epididimisa. Utvrdena pozitivna korelacija GSH-Px-a i GSH-RD-a (r=0,880;
p<0,05) dodatno potvrduje navedeno. Pripominjemo da se komplementarni u¢inak istrazivanih
enzima ocCituje time da SOD dismutira O2™ u H2O,, kojeg tada GSH-Px uklanja uz oksidaciju
reduciranog glutationa (GSH), a oksidirani se glutation (GSSG) zatim pomo¢u NADPH-a i
enzima GSH-RD-a prevodi u GSH (KOZIOROWSKA-GILUN i sur., 2011., BRIGELIUS-
FLOHE i MAIORINO, 2013., LJUBICIC i sur., 2013.).

23



Prema rezultatima ovoga istrazivanja aktivnost SOD-a u tkivu testisa nerasta je bila
znacajno visa u odnosu na onu u glavi i repu epididimisa. Utvrdena znacajno visa aktivnost
SOD-a, GSH-Px-a i GSH-RD-a u tkivu testisa te pozitivna korelacija aktivnosti SOD-a i GSH-
RD-a (r=0,463; p<0,05) dodatno potvrduje da navedeni enzimi imaju komplementarne funkcije
u zastitnim antioksidacijskim sustavima muskog spolnog sustava. U ovom istrazivanju utvrdena
visestruko visa aktivnosti SOD-a, u odnosu na aktivnost GSH-Px-a, u tkivima spolnog sustava
nerasta u suglasju je s rezultatima KOZIOROWSKA-GILUN i sur. (2011.). Navedeni autori
pripisuju SOD-u najznacajniju enzimsku funkciju u zastiti tkiva i spermija od $tetnih u¢inaka
ROS-a. Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na vaznost visoke aktivnosti istrazivanih
antioksidacijskih enzima u testisima nerasta, koja je potrebna kako bi primjereno zastitila
spermije 1 stanice tkiva testisa od oksidacijskog oSteéenja tijekom procesa spermatogeneze i
steroidogeneze. Stovise, spolni hormoni koji se lokalno stvaraju i izlu¢uju imaju znatan i
neposredan utjecaj na enzimski antioksidacijski status u mikrookoliSu testisa i epididimisa
(AITKEN i ROMAN, 2008.). Nasi rezultati suprotni su rezultatima KOZIOROWSKA-GILUN
i sur. (2013.) koji su utvrdili znacajno visu aktivnost SOD-a u repu epididimisa spolno zrelih
bizona u odnosu na onu u tkivu testisa i glavi epididimisa. ZabiljeZene sli¢ne vrijednosti SOD-
a u glavi i repu epididimisa nerasta u ovom istrazivanju, takoder nisu sukladni rezultatima
prethodno navedenih autora. Naime, KOZIOROWSKA-GILUN i sur. (2013.) su utvrdili sli¢ne
aktivnosti SOD-a u tkivu tijela i repa epididimisa. No, ni rezultati KOZIOROWSKA-GILUN i
sur. (2015.) nisu u suglasju s naSim rezultatima, gdje je u sezoni parenja ustvrdena znacajno
visa aktivnost SOD-a u tkivima glave i tijela epididimisa jelena, u odnosu na onu u testisima i
repu epididimisa. Nepodudarnost izmedu nasih i njihovih rezultata mogla bi se pripisati vrsnim
razlikama, razli¢itoj dobi i reproduktivnom statusu istrazivanih zivotinja.

U ovom je istrazivanju utvrdena zna¢ajno visa koncentracija MDA u glavi epididimisa
od one u testisima, tijelu i repu epididimisa te znacajno viSa koncentracija MDA u tkivu testisa
u odnosu na one u tijelu i repu epididimisa. Isto je tako utvrdena pozitivha korelacija
koncentracije MDA s aktivnosti GSH-Px-a (r=0,635; p<0,05) i aktivnosti GSH-RD-a (r=0,693;
p<0,05) u tkivima spolnoga sustava nerasta u ovom istrazivanju $to ukazuje na utjecaj
koncentracije MDA na aktivnosti antioksidacijskih enzima. Organizam, odnosno tkivo uslijed
povecanog stvaranja ROS-a pojacano stvara antioksidanse kako bi se odrzala ravnoteZa izmedu
stvaranja antioksidansa i uklanjanja prekomjerne koli¢ine ROS-a. U nerasta se GSH-Px
uglavnom izlucuje u glavi epididimisa gdje su spermiji najkoncentriraniji (DACHEUX i sur.,
2005.). Sli¢ni rezultati dobiveni su i u ovom istrazivanju, odnosno u glavi epidimisa utvrdena

je visa aktivnost GSH-PX-a i koncentracija MDA u odnosu na tijelo i rep epididimisa, $to bi
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moglo biti popraceno povecanim stvaranjem ROS-a zbog najvece koncentracije spermija i
najintenzivnijih stani¢nih procesa u tim tkivima. GSH-Px katalizira reakcije u uklanjanju
mnogih peroksida, ukljucujuéi i lipidne perokside, ¢ime se osigurava bolja antioksidativna
zaStita zametnih stanica i spermija od oSteenja prouzro¢enih ROS-om u spolnom sustavu
(DREVET, 2006.). Dobiveni rezultati ovoga istrazivanja ukazuju da su tkiva glave epididimisa
1 testisa nerasta najpodloznija lipidnoj peroksidaciji uslijed pojacanog stvaranja ROS-a.

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju da je u tkivu testisa nerasta zabiljeZena najniza
aktivnost istrazivanih biokemijskih enzima i najvisa aktivnost antioksidacijskim enzimima, sto
je potvrdeno i njihovim medusobnim negativnim korelacijama (Tablica 2.). NajviSe vrijednosti
GGT-a i ACP-a izmjerene su u repu epididimisa, a LDH-a u tijelu epididimisa. Enzim GGT
ima zastitnu funkciju protiv oksidacijskog stresa tijekom spermatogeneze, dozrijevanja i
pohranjivanja spermija u epididimisu (SELIGMAN i sur., 2005., LOPEZ RODRIGUEZ i sur.,
2013.). Nadalje, taj se enzim nalazi u podrucju akrosome i sredi$njem dijelu spermija nerasta
(FUNAHASHI i sur., 1996.) te je vazan u odrzavanju njihove gibljivosti i brzine hiperaktivacije
(IRVINE, 1996., STEFANOV i sur., 2013.). Nasi rezultati nisu u suglasju sa rezultatima
KOHDAIRA i sur. (1986.) i SELIGMAN i sur. (2005.), koji su pronasli najve¢u aktivnost
GGT-a u glavi epididimisa Stakora. Nasim je istraziavnjem utrvdena zna¢ajno manja aktivnost
GGT-a u glavi i tijelu epididimisa u odnosu na one u repu epididimisa nerasta. Dobiveni
rezultati mogu upucivati na vaznost unutarstani¢nog glutationa, kojeg osigurava GGT, u zastiti
spermija nerasta od oksidacijskog stresa tijekom njihovog pohranjivanja u repu epididimisa.
Najvjerojatniji uzrok nepodudarnosti naSih rezultata s onim drugih autora jesu vrsno specifi¢ne
razlike.

ACP je ukljuéena u fosforilacijsko-defosforilacijske procese bjelancevina koji oblazu
spermije i tako mijenjaju njihovu funkciju, a $to je povezano sa sazrijevanjem spermija u
epididimisu. Osim toga ACP se nalazi i u izvanjskoj akrosomalnoj membrani, odnosno sastavni
je dio stani¢nih membrana spermija (SOUCEK 1 VARY, 1984.). U ovome je istrazivanju
aktivnost ACP bila najvisa u tkivu repa epididimisa u odnosu na ostale dijelove epididdimisa
te znacajno visa u odnosu na onu u testisima. Dobiveni se rezultati djelomic¢no podudaraju sa
stajaliStem WYSOCKI i STRZEZEK, (2006.), koji smatraju da se ACP sintetizira u repu
epididimisa nerasta. Rezultati nasih istrazivanja ukazuju da se ACP sintetizira U Svim
dijelovima epididimisa, a najvisa je aktivnost zabiljeZena u tkivu repa epididimisa nerasta.

LDH sudjeluje u metaboli¢kim stani¢énim procesima u kojima se stvara energija za
spermatogenezu, diferencijaciju, sazrijevanje, prezivljavanje 1 gibljivost spermija
(DIACONESCU i sur., 2014.). Rezultati istrazivanja EGBUNIKE i sur. (1986.) ne podudaraju
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se s nasima jer su autori ustvrdili znacajno viSu vrijednost LDH u spermijima nerasta iz testisa
u odnosu na onu iz spermija glave epididimisa, a manje su razlike u vrijednostima LDH-a
uocene u preostalim dijelovima epididmisima. Medutim, rezultati naseg istrazivanja ukazuju na
znaajno nizu vrijednost LDH-a u testisima te znacajno viSu vrijednost LDH-a u tijelu
epididimisa u odnosu na preostale dijelove epididimisa. Dobiveni bi se rezultati mogli
protumaciti ¢injenicom da Su metaboli¢ki stani¢ni procesi u kojima sudjeluje LDH za
osiguravanje energije spermija intenzivniji u tijelu epididimisa u odnosu na one u testisima.
Razli¢ita dob nerasta, pasmina te pokusnhi dizajn moguci su uzroci nepodudarnosti nasih
rezultata s onima drugih autora.

Biokemijske modifikacije sterola i masnih kiselina koji se zbivaju u epididimisu imaju
izravan utjecaj na gradu i dinamiku stani¢nih membrana spermija (SAEZ i sur., 2011.).
Kolesterol regulira fluidnost stanicne membrane, te se tijekom sazrijevanja spermija ugraduje
u stani¢ne membrane spermija (JACYNO i sur., 2009.). Tijekom ove promjene u stani¢nim
membranama spermija smanjuje se zastupljenost fosfolipida, a kolesterola povecava pa se
poveéava omjer kolesterola i fosfolipida (NIKOLOPOULOU i sur., 1985., REJRAJI i sur.,
2006.). Stani¢na membrana spermija i sjemena plazma nerasta sadrzi mnogo manje kolesterola
u usporedbi s drugim vrstama (JACYNO i sur., 2009., DIACONESCU i sur., 2014.). Sli¢ni
nalaz potvrduju i rezultati ovog istrazivanja gdje je koncentracija kolesterola bila mjerljiva
jedino u repu epididimisa, a Sto ukazuje da se veca koncentracija kolesterola sintetizira u repu
epididimisa. Nadalje, koncentracija fosfolipida nije se znacajno razlikovala izmedu razli¢itih
dijelova spolnog sustava nerasta, iako je zabiljeZen pad koncentracije fosfolipida u tkivu
epididimisa, i to od glave prema repu.

U nedostatku supstrata za glikolizu, endogeni 1 egzogeni lipidi imaju znac¢ajnu funkciju
u opskrbi spermija energijom za njihovu gibljivost i odrzivosti (SCOTT i DAWSON, 1968.,
BEER-LJUBIC i sur., 2009., JUYENA i STELLETTA, 2012.). U ovom istrazivanju utvrdena
je znacajno visa koncentracija TAG-a i SMK-a u tkivu glave epididimisa u odnosu na rep
epididimisa, a dobivena pozitivna korelacija TAG-a i SMK-a potvrduje njihovu proporcionalnu
povezanost (r=0,585; p<0,05). Dobiveni rezultati mogu ukazivati na poveéanu sintezu TAG-a
I SMK-a u glavi epididimisa ili na njihovu pove¢anu potrosnju tijekom pohranjivanja spermija
u repu epididimisa. Nuzna su daljnjaistrazivanja u razjasnjavanju slozenih funkcija i optimalnih
koli¢ina lipida tijekom procesa tvorbe, sazrijevanja i pohranjivanja spermija u epididimisu.
Istrazivanje ovog podrucja fiziologije reprodukcije zasigurno ¢e doprinijeti boljem
razumijevanju muske neplodnosti nerasta zbog pojave dislipidemije pri tvorbi i sazrijevanju

spermija.
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6. ZAKLJUCCI

Istrazivani pokazatelji antioksidacijske zastite, intenziteta lipidne peroksidacije i
biokemijski pokazatelji znacajno su se razlikovali ovisno o anatomskoj lokaciji uzorkovanja u
tkivima spolnog sustava nerasta.

Visoka aktivnost svih istrazivanih antioksidacijskih enzima (SOD, GSH-Px i GSH-RD)
u testisima nerasta nuZzna je za primjerenu zaStitu spermija i stanica tkiva testisa od
oksidacijskog ostecenja tijekom procesa spermatogeneze i steroidogeneze. Utvrdene pozitivne
korelacije izmedu aktivnosti navedenih enzima potvrduju da oni imaju komplementarne
funkcije u zastitnim antioksidacijskim sustavima muskog spolnog sustava.

Najvise izmjerene vrijednosti MDA u tkivima glave epididimisa i testisima ukazuju da
su tkiva glave epididimisa i testisa nerasta najpodloznija lipidnoj peroksidaciji zbog poja¢anog
stvaranja ROS-a te najvece koncentracije spermija i najintenzivnijih stani¢nih procesa u tim
tkivima. Utvrdene pozitivne korelacije koncentracije MDA s aktivnosti antioksidacijskih
enzima u tkivima spolnoga sustava nerasta ukazuju na njihovu povezanost i direktnu
proporcionalnu meduovisnost.

Znacajno visa aktivnost GGT-a u repu epididimisa u odnosu na ostale dijelove
epididimisa upucuje na znacajnost unutarstani¢nog glutationa, kojeg osigurava GGT, u zaStiti
spermija nerasta od oksidacijskog stresa tijekom njihovog pohranjivanja u repu epididimisa.

Rezultati ovog istrazivanja ukazuju da se sinteza ACP-a ovija u svim dijelovima
epididimisa nerasta, a ne samo u repu epididimisa, iako je u repu epididimisa zabiljeZena njena
najvisa aktivnost.

Buduc¢i da je u razli¢itim dijelovima spolnog sustava nerasta utvrdena razlicita koli¢ina
i sastav lipida, dobiveni rezultati ukazuju na vaznost daljnjih istrazivanja koji Ssu nuzna u
razjaSnjavanju slozenih funkcija 1 optimalnih koli¢ina lipida tijekom procesa tvorbe,
sazrijevanja i pohranjivanja spermija u epididimisu. Istrazivanje ovog podrucja fiziologije
reprodukcije nerasta zasigurno ¢e pridonijeti boljem razumijevanju muske neplodnosti nastale

kao posljedica dislipidemije pri tvorbi i sazrijevanju spermija.
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8. SAZETAK

ANTIOKSIDACIJSKA ZASTITA 1 LIPIDNA PEROKSIDACIJA U
TKIVU TESTISA 1 RAZLICITIM DIJELOVIMA EPIDIDIMISA
NERASTA

Za odrzavanje fizioloSkih procesa spermatogeneze i steroidogeneze u testisima te
povoljnih mikorookolisnih uvjeta u tkivima epididimisa tijekom sazrijevanja, prolaska i
pohrane spermija nuzno je primjereno djelovanje antioksidativnih enzima radi odrzavanja
fizioloSke razine reaktivnih kisikovih spojeva. Nadalje, stjecanje gibljivosti i oplodne
sposobnosti spermija tijekom njihovog prolaska kroz epididimis povezano je s razliitim
biokemijskim promjenama osobito u svojstvima njihovih membrana, ¢iji molekularni
mehanizmi nisu do danas u potpunosti utvrdeni. Medutim, sposobnost testisa i epididimisa da
Stite spermije od Stetnih ucinka oksidacijskih procesa pomocu lokalno sintetiziranih
antioksidansa, nije do sada u nerasta dostatno istrazena.

Cilj ovoga rada bio je istraziti razlike u razini antioksidacijske zastite, intenziteta
oksidacijskih oStecenja lipida 1 vrijednostima biokemijskih pokazatelja u testisima te razli¢itim
dijelovima epididimisa spolno zrelih nerasta. Osim toga, istraZivana je i medusobna povezanost
odredivanih pokazatelja u razli¢itim dijelovima spolnog sustava i spermijima razliitog stupnja
zrelosti. Istrazivanje je provedeno na 5 klini¢ki zdravih spolno zrelih nerasta pasmine Svedski
landras u dobi od 10 mjeseci. Na liniji klanja uzeti su uzorci tkiva testisa te glave, tijela i repa
epididimisa. U dobivenim nadtalozima homogeniziranih tkiva odredene su aktivnosti glutation
peroksidaze (GSH-Px), glutation reduktaze (GSH-RD), superoksid dismutaze (SOD), gama
glutamil transferaze (GGT), kisele fosfataze (ACP) i laktat dehidrogenaze (LDH) te
koncentracije triacilglicerola, fosfolipida, kolesterola, slobodnih masnih kiselina (SMK) i
malonildialdehida (MDA).

Znacajno visa aktivnost GSH-Px-a i GSH-RD-a (p<0,05) utvrdena je u tkivu testisa u
odnosu na tkiva epididimisa. U tkivu je testisa utvrdena i znacajno visa aktivnost SOD-a u
odnosu na tkiva glave i repa epididimisa (p<0,05). Koncentracija MDA u glavi epididimisa bila
je znacajno visa od one u testisima, tijelu i repu epididimisa te znac¢ajno niza u tkivima tijela i
repa epididimisa u odnosu na onu u testisima (p<0,05). U tkivu repa epididimisa zabiljeZene su
znacajno vise aktivnosti GGT-a, ACP-a i LDH-a u odnosu na one u testisima. Znacajno nize
koncentracije TAG-a i SMK-a zabiljezene su u tkivu repa epididimisa u odnosu na one u tkivu
glave epididimisa (p<0,05).
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Iz dobivenih rezultata moze se zakljuéiti da je visoka aktivnost antioksidacijskih enzima
u testisima nerasta nuzna za primjerenu zastitu spermija i stanica tkiva testisa od oksidacijskih
oste¢enja. Tkiva testisa i glave epididimisa nerasta podloznija su lipidnoj peroksidaciji,
odnosno oksidacijskom stresu. Znatnu zaStitnu funkciju od oksidacijskog stresa tijekom
pohranjivanja spermija u repu epididimisa ima unutarstani¢ni glutation kojeg osigurava GGT.
Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na fiziolosko znacenje antioksidacijskih enzima u tkivima
spolnog sustava nerasta. Osim toga, dobiveni bi rezultati mogli posluZiti za bolje razumijevanje

mehanizama nastanka muske neplodnosti 1 unapredenju oCuvanja sjemena nerasta.

Kljuéne rijeci: antioksidacijska zastita, lipidna peroksidacija, testisi, epididimisi, nerast

9. SUMMARY
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ANTIOXIDANT PROTECTION AND LIPID PEROXIDATION IN THE
TESTES AND DIFFERENT PARTS OF THE EPIDIDYMIS IN BOARS

For maintenance of physiological processes of spermatogenesis and steroidogenesis in
testes and favorable microenvironmental conditions in tissues of epididymis during maturation,
transport and storage of spermatozoa it is of crucial importance that antioxidative enzymes act
properly in order to control physiological levels of reactive oxygen species.

Further, acquisition of spermatozoa motility and fertile capability during transport
through epididymis is associated with different biochemical changes particularly in
characteristics of their cell membranes and corresponding molecular mechanisms, which are
not fully defined yet. However, the ability of testes and epididymis to protect spermatozoa from
detrimental effects of oxidation processes by locally synthesized antioxidants is not studied in
details up to now.

The aim of this study was to investigate differences in level of antioxidative protection,
intensity of lipid peroxidation and values of biochemical parameters in testes and different parts
of epididymis in reproductive mature boars. Besides, the correlation among tested parameters
in different parts of reproductive system and spermatozoa of different stages of maturity were
studied. Study was performed on 5 clinically healthy and reproductive mature boars of Swedish
landrace breed aging 10 months. Tissue samples of testes and head, body and tail of epididymis
were taken. In obtained supernatants of homogenized tissues the activity of glutathione
peroxidase (GSH-Px), glutathione reductase (GSH-RD), superoxide dismutase (SOD), gamma
glutamyl transferase (GGT), acid phosphatase and lactate dehydrogenase (LDH) as well as
concentrations of triacylglycerols, phopsholipids, cholesterol, free fatty acids (FFA) and
malondialdehyde (MDA) were determined.

Significantly higher activities of GSH-Px and GSH-RD (P<0.05) were determined in
tissue of testes as compared to those in tissues of epididymis. In tissue of testes it was
established significantly higher activity of SOD in comparison to that found in tissues of head
and tail od epididymis (P<0.05). Concentration of MDA in head of epididymis was significantly
higher from that in testes, body and tail of epididymis but significantly lower than that in tissues
of body and tail of epididymis as compared to that in testes (P<0.05). In tissue of epididymis
tail significantly higher activities of GGT, ACP and LDH were recorded in relation to those in
testes. Significantly lower concentrations of TAG and FFA were recorded in epididymis tail
tissue in comparison to those in epididymis head tissue (P<0.05).
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From the obtained results it could be concluded that high activities of antioxidative
enzymes in testes of boars are essential for appropriate protection of spermatozoa and cells of
testes tissue against oxidative damages. The tissues of testes and epididymis head in boars were
more susceptible to lipid peroxidation, i.e. to oxidative stress. A significant protective function
has intracellular glutathione which is maintained by GGT against oxidative stress during storage
of spermatozoa in epididymis tail. The results of current study indicate physiological
importance of antioxidative enzymes in tissues of reproductive system in boars. Furthermore,
the obtained results may serve for better understanding of mechanisms of male infertility and

for improvement of boar semen storage.

Key words: antioxidative protection, lipid peroxidation, testes, epididymis, boar
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