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Kratak sadrzaj

Nizak antioksidativni kapacitet spermatozoida nerastova, ¢esto moze biti i jedan
od glavnih razloga loSeg kvaliteta semena. Iz ove €injenice proizilazi i veoma velika
podloznost spermatozoida oksidativnom stresu i razli¢itim Stetnim efektima. Kada
proizvodnja reaktivnih vrsta kiseonika (ROS) nadmasi unutra$nju antioksidativnu
zastitu, dolazi do probijanja sistema bioloske odbrane, Sto za posledicu ima oStecenje
Celije. NaruSena redoks homeostaza cCelije, usled prekomernog stvaranja, ali i
neadekvatnog uklanjanja slobodnih radikala dovodi do oksidativnog stresa. Napad
reaktivnih vrsta kiseonika dovodi do smanjene pokretljivosti spermatozoida,
smanjene vitalnosti spermatozoida i povecanja morfoloskih abnormalnosti
spermatozoida sa Stetnim efektima po kapacitaciju spermatozoida i akrozomalnu
reakciju. Sa druge strane, niske koncentracije reaktivnih vrsta kiseonika igraju vaznu
ulogu u fizioloSkim procesima kao Sto su kapacitacija spermatozoida, reakcija
akrozoma i fertilizacija. Ve¢a koncentracija antioksidativnih molekula u spermalnoj
plazmi, kompenzuje nizak antioksidativni kapacitet samih spermatozoida nerastova.
Sistem antioksidativne zastite sastoji se od enzima koji uklanjaju slobodne radikale,
neenzimskih komponenti, specificnih oksidoreduktaza i proteina. U membrani,
citoplazmi i organelama spermatozoida i spermalnoj plazmi, nalaze se enzimi
supreroksid dismutaza, glutation peroksidaza, glutation reduktaza, katalaza, medu
kojima se superoksid dismutaza smatra najvaznijim antioksidativnim enzimom. Cilj
ovog rada je da na osnovu pregleda literature prikaZe negativan efekat oksidativnog
stresa, ali i sistem antioksidativne zaStite koju poseduje sprmalna plazma nerastova.
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Kljucne reci: Antioksidativni kapacitet, ROS, spermalna plazma, spermatozoidi,
svinje
uvoD

Naucnici iz oblasti veterinarske andrologije pokusSavaju da proizvodnju
kvalitetnog reproduktivnog materijala konstantno unapreduju. Dobar reproduktivni
material nerastova zahteva stalna poboljSanja i usvajanje novih procedura i
tehnologija u proceni kvaliteta semena. VeStacko osemenjavanje (V.0.) svinja je
postalo jedana od najvaznijih biotehnoloskih procedura, bez koga se danas teSko moze
zamisliti svinjarska proizvodnja, kako u svetu, tako i kod nas.

Ocena kvaliteta semena nerastova je vazan kKorak u uspesnoj reprodukciji svinja,
iz razloga Sto spermatozoidi nerastova mogu biti veoma podlozni razlic¢itim Stetnim
efektima. Iz ove Cinjenice proizilazi i moguénost da takvo seme bude losijeg kvaliteta,
$to se automatski prenosi i na manji reproduktivni potencijal krmaca i nazimica. Za
pojam ucinkovitog reproduktivnog iskoriS¢avanja nerastova vezujemo formiranje
optimalnog broja inseminacionih doza po ejakulatu, odnosno spravljanje
maksimalnog broja doza po nerastu godisnje.

Nizak antioksidativni kapacitet spermatozoida nerastova ¢ini ih podloZnim
oksidativnom stresu, a antioksidativna uloga sperme najviSe je skoncentrisana u
spermalnoj plazmi. Kada proizvodnja reaktivnih vrsta kiseonika (ROS) prevazide
antioksidativnu zastitu, dolazi do obaranja sistema bioloSke odbrane, $to za posledicu
ima oStecenje C(Celije. NaruSena redoks homeostaza c¢elije, usled prekomernog
stvaranja, ali i neadekvatnog uklanjanja slobodnih radikala dovodi do oksidativnog
stresa. Jedan od glavnih izvora reaktivnih vrsta kiseonika su nezreli i mrtvi
spermatozoidi, pa je ocena kvaliteta semena jedan od klju¢nih faktora za uspesno
upravljanje reprodukcijom svinja.

Prekomerno stvaranje reaktivnih vrsta kiseonika dovodi do smanjene
pokretljivosti i vitalnosti spermatozoida, ali i poveéanja morfoloskih aberacija
spermatozoida u srediSnjem delu, sa Stetnim efektima na kapacitaciju i akrozomalnu
reakciju spermatozoida. Antioksidativni mehanizmi i antioksidativni molekuli Stite
spermatozoide od oStecenja prouzrokovanog oksidativnim stresom.

FIZIOLOGIJA SPERMATOGENEZE, PRODUKCIJA I OSOBINE SPERME NERASTA

Reproduktivne funkcije muZzjaka kontrolisane su medusobnim povratnim
delovanjem androgena, hipofizarnih gondaotropina, oksitocina i kortizola (Stanci¢,
2014). Spermatogeneza je ciklian i visoko koordinisan process koji pocinje
miotickom proliferacijom spermatogonia, zatim prolazi kroz dve mejoticke deobe i na
kraju sledi spermiogeneza u kojoj se haploidne spermatide razvijaju u spermatozoide
(Russell i sar., 1990). Proces polnog sazrevanja je kontrolisan neurohormonalnim
mehanizmima, na osnovu CNS-hipotalamus-hipofiza-testis i obrnuto, dok testosteron
direktno kontroliSe proces spermatogeneze. Sperma je specificna bioaktivna tecnost
koja se sastoji od spermalne plazme i spermatozoida. Spermalna plazma obezbeduje
te¢nu sredinu, hranljive i zaStitne materije, pufere, osmotski pritisak, kao i druge
uslove za odrZavanje oplodne sposobnosti spermatozoida izvan organizma nerasta
(Stanci¢, 2006). Spermalna plazma sadrzi veliki broj bioaktivnih komponenti, medu
kojima se isti¢u njeni specificni proteini (Api¢, 2015; Api¢ i sar., 2021). Spermatozoidi
su muske polne cCelije, kojima muzjak prenosi svoje genetske osobine na potomstvo.
Sastoje se od glave i repa. Duzina spermatozoida nerastova prosec¢no iznosi 50-60 pm,
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dok im je glava prosec¢no dugacka 8 pum, a Siroka 4 pm (Stanci¢, 2006; Stanci¢, 2014).
Proces produkcije spermatozoida u semenim kanali¢cima traje oko Cetiri nedelje, a
zatim se spermatozoidi transportuju iz testisa u epididimis, kroz koji prolaze tokom
dve nedelje. Na karakteristike sperme i proizvodnju visokokvalitetnih inseminacionih
doza nerastova uticu mnogi faktori (godiSnja sezona, rasa, starost i frekvencija
uzimanja ejakulata) (Stanci¢ i sar., 2003; Stanci¢ i Dragin, 2011; Apié i sar., 2015).

Tabela 1. Parametri sperme nerastova u hladnoj i toploj sezoni (k + SD) (Api¢ i sar.,
2015)

Parametar Hladna sezona Topla sezona
Broj ejakulata po nerastu 14 13
Volumen (ml) 274+88,93 218+70,89
(85-650) (95-370)
229+69,81 208+39,27
== 6 ) )
Koncentracija (x106/ml) (103-483) (112-320)
60+23,76 45+17,18
. . 9 ) )
Ukupan broj spermatozoida (x10°9) (15-135) (17-90)
. . 79+12,02 69+11,11
0 ) )
Progresivna pokretljivost (%) (40-95) (20-90)

U nasoj zemlji postoji pravilnik o kvalitetu semena domacih Zivotinja, nacinu
obeleZavanja i vodenju evidencije o proizvodnji sperme (Sl. glasnik RS, br. 38/2014).
Sperma se moze ispitati makroskopski i mikroskopski, a ocena kvaliteta sa mora vrsiti
rutinski za svaki ejakulat (Api¢, 2015; Gali¢, 2022). Makroskopski pregled obuhvata
procenu volumena, boje i mirisa ejakulata. Mikroskopski pregled obuhvata sledece
parametre ejakulata: koncentracija spermatozoida (u 1 ml i ukupan broj
spermatozoida u ejakulatu), morfologija i vitalnost spermatozoida (cito-morfoloski
pregled), pokretljivost spermatozoida, integritet akrozomalne membrane i akcesorne
spermatozoide u zoni pelucidi oocita.

Tabela 2, Osnovni parametri ejakulata nerasta

Stancic i sar., ., Stancic¢ i Galié¢

Parametar (2013) Apic (2015) (2021)
Volumen (ml) 265 262 250
Koncentracija (x10¢/ml) 235 273 250
Ukupan broj

spermatozoida (x109) 62 68 50
Progresivna

pokretljivost (%) 77 79 70

Velic¢ina legla i vrednost prasSenja direktno su povezani sa ocenom kvaliteta
semena nerastova, pa se ocena kvaliteta moze definisati kao najvazniji faktor za
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uspesno vestacko osemenjavanje i uspesno upravljanje reprodukcijom svinja (Stancic,
2006; Api¢ i sar., 2021; Gali¢ i sar., 2022a; Maletic¢ i sar., 2022; Stancic¢ i sar., 2022;
Maleti¢ i sar., 2023). Profitabilnost svinjarske proizvodnje, kao i dobijanje dobrog
reproduktivnog materijala od nerastova, zbog toga ukljuCuje stalna poboljsanja i
usvajanje novih procedura i tehnologija u proceni kvaliteta semena (Apic i sar., 2016;
Stanci¢isar., 2019; Barna i sar., 2021; Gali¢ i sar., 2022b).

UTICA] OKSIDATIVNOG STRESA NA PLODNOST NERASTA

Prvi put prisustvo slobodnih radikala u nekom bioloSkom materijalu otkriveno je
davne 1950, godine (Commoner i sar., 1954). Dvadeset godina nakon ovog epohalnog
otkrica, teorija Denhama Harmana bila je da kiseonic¢ni radikali najverovatnije nastaju
kao nusprodukti u enzimskim kontrolisanim reakcijama, a tada ih opisuje kao
“Pandorinu kutiju zla”, oznacava ih direktno odgovornim za ogromna celijska
oStecenja, degenerativne promene, mutagenezu, ali i kancer (Harman, 1981; Dukic,
2008). Slobodni radikali lako i brzo reaguju sa svim klasama biomolekula iz okruzenja
(lipidima, proteinima, DNK), Sto za posledicu ima oSteéenje sveukupne celijske
funkcije (Commoner i sar., 1954; Harman, 1981; buki¢, 2008). U fizioloSkim uslovima
slobodni radikali se stvaraju tokom procesa oksidativne fosforilacije u
mitohondrijama, oksidoredukcije u prisustvu metala sa promenljivom valencom i
tokom autooksidacije brojnim malim molekulima (Puki¢, 2008).

Pripadaju¢a gusta vlakna srednjeg dela spermatozoida, prekriveni su
mitohondrijama, koje su klju¢ne u proizvodnji energije iz unutarcelijskih depoa ATP-
a (Bucak i sar., 2008). Usled slabijih veza izmedu elektrona i enzima, dolazi do
scurenja“ elektrona i stvaranje ROS-a (Bondy i Naderi, 1994). Smanjenje koncentracije
i pokretljivosti spermatozoida je posledica nize fertilizacione sposobnosti
spermatozoida, oksidativnih oStecenja nastalih prekomernim stvaranjem ROS-a,
lipidne peroksidacije plazmine membrana i apoptoze (Kowalowka i sar., 2008). Sa
druge strane, ROS nastale lipidnom peroksidacijom u fiziolo§kim koli¢inama imaju i
pozitivan efekat na metabolizam spermatozoida, poboljSavajuéi interakciju zone
pelucide i spermatozoida (Aitken i sar., 1989). Jo$ uvek se sa sigurnos¢u ne moze
pouzdano tvrditi da li je oStec¢enje prouzrokovano slobodnim radikalima metabolicki
incident, normalni fizioloSki proces, genetski poremecaj, posledica poremecene
homeostaze ili sve to zajedno (Puki¢, 2008). Potencijal ejakulata da uklanja slobodne
radikale, obitno se odrzava odgovaraju¢im nivoima antioksidanasa prisutnih u
spermalnoj plazmi (Zura Zaja, 2021). Kada se ejakulat nerasta kriokonzervira,
uklanjanje spermalne plazme je uobicajeno, a kod domacih Zivotinja, defektni i mrtvi
spermatozoidi identifikovani su kao glavni izvor stvaranja ROS-a tokom
krioprezervacije, a opSte prihvadeno je da proces Kkrioprezervacije indukuje
formiranje ROS-a (Bailey i sar, 2000). Spermatozoidi, posledi¢no, gube
antioksidativnu zaStitu koju pruZa spermalna plazma, ostavljajuéi ih osetljivim na
oksidativni stress. Shodno tome, tokom kriokonzervacije, spermatozoidi nerasta su
posebno osetljivi na oksidativna oStecenja, istovremenim dejstvom njihovog relativno
visokog udela polinezasi¢enih masnih kiselina, uklanjanjem antioksidativnih
svojstava spermalne plazme pre zamrzavanja, i stvaranjem ROS-a abnormalnim i
mrtvim spermatozoidima, Sto na kraju dovodi do peroksidacije lipida membrane i
o$te¢enja membrane spermatozoida (Zura Zaja, 2021). Sa druge strane, najée$¢i uzrok
neplodnosti kod muZjaka, odnosno uzrok stvaranja reaktivnih vrasta kiseonika u
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ve¢im kolicinama jesu patomorfoloski oblici spermatozoida, kao i mrtvi
spermatozoidi, ali i leukociti u kontaminiranim ejakulatima (Aladrovi¢ i sar., 2017).

Slika 1. Razlic¢ite morfoloske aberacije mrtvih spermatozoida nerastova: a)mrtav
spermatozoid sa citoplazmatskom kapljicom; b) mrtav spermatozoid sa uvrnutim
repom; c) mrtav spermatozoid bez repa - (original)

Pored celijskih membrana, ROS oStecuje i DNK (Agarwal i sar., 2003). Takode, u
vetim koncentracijama glavni izvor ROS-a mogu biti nezreli oblici spermatozoida.
Ovakvi spermatozoidi lako su uocljivi na cito-morfoloSkom pregledu semena, a pri
pregledu dele se na spermatozoide sa proksimalnim ili distalnim citoplazmatskim
kapljicama (Gali¢ i sar., 2023a). Celije inflamatornog procesa isto tako mogu biti izvor
ROS-a, a Aladrovi¢ i sar. (2013) utvrdili su da je oko 20% sperme nerastova
kontaminirano leukocitima, dok Gali¢ i sar. (2023b) prijavljuju sve ceS¢u
antimikrobnu rezistenciju na bakterijsku floru nativne sperme nerastova.
Spermatozoidi u procesima pripreme za vestacko osemenjavanje, ali i kroz putovanje
kroz zenski reproduktivni trakt, bivaju izlozeni visokim koncentracijama kiseonika.
Zenski reproduktivni trakt stvara ROS ili podstite njihovo stvaranje u
spermatozoidima, $to sa druge strane ima pozitivan efekat na spermatozoide i proces
fertilizacije (kapacitacija i akrozomalna reakcija spermatozoida) (Aladrovi¢ i sar.,
2017).

ANTIOKSIDATIVNI MEHANIZAM SPERME NERASTA

Sistem antioksidativne zaStite sastoji se od enzima koji uklanjaju slobodne
radikale, neenzimskih komponenti, specifi¢cnih oksidoreduktaza i proteina. Enzimi
uklanjaju slobodne radikale, dok neenzimske komponente reaguju direktno sa njima
(Puki¢, 2008). Od oksidativnih oStecenja, spermatozoidi su zaSti¢eni mnogim
antioksidansima, koji se nalaze primarno u spermalnoj plazmi i spermatozoidima, ali
najviSe su skoncentrisani u srediSnjem delu (Walczak-Jedrzejowska i sar., 2013). U
fizioloSkim uslovima postoji ravnoteza izmedu proizvodnje reaktivnih vrsta kiseonika
i antioksidativne aktivnosti u reproduktivnom sistemu. Prekomerna proizvodnja
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reaktivnih vrsta kiseonika u spermi moZe uticati na antioksidativne odbrambene
mehanizme spermatozoida ili spermalne plazme i izazvati oksidativni stres (Agarwal
i sar,, 2003). Antioksidansi mogu spreciti stvaranje slobodnih radikala enzimskim i
neenzimskim mehanizmima. Manji volumen citoplazme u srediSnjem delu
spermatozoida, dodatno ogranicava antioksidativni kapacitet, pa su iz tog razloga
ogranicenii endogeni antioksidacioni mehanizmi samih spermatozoida. Antioksidansi
su u reproduktivnom traktu nerasta najznacajniji faktor zastite od oksidativnog
stresa, Sto moze izazvati negativni uticaj na spermatogenezu, steroidogenezu,
funkcionisanje spermatozoida i indukovati smanjenu plodnost, odnosno izazvati
sterilitet (Zura Zaja, 2021). Slabiji antioksidativni mehanizam iz spermatozoida se
nadoknaduje antioksidativnom zasStitom iz spermalne plazme.

Osim prisustva velike aktivnosti superoksid dismutase (SOD) u spermalnoj plazmi
nerasta, enzimi iz grupe glutation peroksidaza (GSH-Px) nalaze su u ogranicenim
kolicinama. Ranija istrazivanja ukazuju da antioksidativna svojstva sperme cine i
proteini spermalne plazme i njihov mehanizam odstranjivanja reaktivnih vrsta
kiseonika. Spermalna plazma nerasta je bogata niskomolekulskim neenzimskim i
enzimskim odbrambenim mehanizmima koji mogu da zastite spermatozoide od
reaktivnih vrsta kiseonika, narocito sa visokim koli¢inama superoksid dismutase
(Kowalowka i sar., 2008). Superoksid dismutaza Stiti spermatozoide tako Sto
katalizuje dismutaciju superoksidnih anjona O2*- u vodonik peroksid H202 i kiseonik
03, ¢ime $titi zrele spermatozoide od prekomerne akumulacije superoksidnih anjona
(Aitken i sar., 1996). Zbog visoke sposobnosti sperme nerastova za dismutaciju
superoksida, izostaje aktivnost katalaze u spermatozoidima ili spermalnoj plazmi
nerastova (Kowalowka i sar., 2008).

Za razliku od superoksid dismutaze, glutation peroksidaza redukuje lipidne
hidroperokside u odgovarajuc¢e alkohole i redukuje slobodni vodonik peroksid
prevodedi gauvodu (Halliwel i Gutteridge, 2015). Neutralizacija H20: je vaZna osobina
GSH-Px-e jer je oznacen kao glavni igra¢ ROS-a odgovoran za oksidativna ostecenja u
spermatozoidima nerastova (Guthrie i Welch, 2006). GSH-Px na ovaj nacin, odmah
nakon SOD-a, predstavlja drugu liniju odbrane protiv lipidne peroksidacije (Bucak i
sar.,, 2008). Uloga GSH-Px je u zaStiti spermatozoida (i tkiva genitalnog trakta
muzjaka) od peroksidnih oSteéenja, a takode, ona obezbeduje unutarcelijsku odbranu
spermatozoida od oksidativnog stresa (Gadea i sar., 2004), jo$ je znacajnija zbog
pretpostavke da katalaza (CAT) nije u znacajnoj koncentraciji prisutna kako u
spermatozoidima, tako i u spermalnoj plazmi sisara,

SUPLEMENTACIJA KAO IZVOR ANTIOKSIDANASA KOD NERASTA

Dobro je poznato da suplementacija antioksidansima kod ljudi i Zivotinja ima
mnogo prednosti. Potencijalna klinicka korist koja proizilazi iz ovih suplemenata je jo$
uvek pod Sirokom debatom zbog kontradiktornih rezultata istraZivanja. Ipak ukazuje
se potreba da se pronadu optimalni nivoi antioksidanasa koji ¢e poboljsati funkcije
tela, pa time i unapredenje funkcije muskog reproduktivnog trakta (Gali¢, 2022).
Nutritivni antioksidansi deluju u razli¢itim delovima c¢elije i preko razlicitih
mehanizama, ali se naj¢eSce radi o reakcijama neutralisanja slobodnih radikala. Pod
dijetetskim suplementom se podrazumeva proizvod koji treba da upotpuni hranu koja
se konzumira i koji sadrzi jedan ili viSe sastojaka kao Sto su vitamini, mineralne
materije, aditivi, koncentrati, metaboliti i biljni ekstrakti (bukié, 2008), ali je takvu
hranu za zivotinje potrebno i ispitati na eventualne izmene kvaliteta smese (Gali¢ i
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sar., 2023c). Dodatak antioksidanasa hrani za nerastove moZe da zaStiti
spermatozoide od oksidativnog oStecenja i produzi njihov zivotni vek (Pintus i sar.,
2018). Razni dijetetski suplementi pokazali su dobre efekte na antioksidativni status
nerastova, kao $to su dodatak ribljeg ulja (Liu i sar., 2017), vitamin E (Audet i sar.,
2004) organski selen (Gali¢ i sar., 2022c). Dobro je poznato da selen i vitamin E
ucestvuju u regulaciji reprodukcije Zivotinja. Nizak nivo selena u ishrani ima Stetniji
uticaj na kvalitet sperme od ishrane sa nedostatkom vitamina E, Nerastovi koji su
hranjeni ishranom koja nije imala dovoljan nivo selena, imali su spermatozoide sa
nizom pokretljivos¢u i veéim procentom spermatozoida sa savijenim repovima
(Martin Guzman i sar., 1997). IstraZivanje ove grupe autora, gde se suplementacijom,
odnosno kombinovanjem dva preparata sa antioksidativnim potencijalom (od koga je
jedan bio organski selen) pokazalo je poboljSanje kvaliteta semena priplodnih
nerastova (Gali¢ i sar., 2022c).

ZAKLJUCAK

Reaktivne vrste kiseonika u fizioloSkim vrednostima su vazne za odvijanje
kljutnih procesa na spermatozoidima tokom fertilizacije, ali vece koncentracije
dovode do oksidativnog stresa, losijeg kvaliteta semena i posledni¢no steriliteta
nerasta. Glavni izvori reaktivnih vrsta kisonika kod nerasta su abnormalni i mrtvi
spermatozoidi, zbog toga je ocena kvaliteta semena kljuc za uspesnu oplodnju krmaca
i nazimica. Spermatozoide nerasta od oksidativnog stresa Stite antioksidansni enzimi
unutar spermalne plazme i njih samih, pa su istrazivanja na temu suplementacije
priplodnih nerastova i drugih domacih zivotinja, ali i pronalazenje optimalnih doza
suplemenata i dalje vrlo aktuelna.
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