ZESZYTY PROBLEMOWE POSTEPOW NAUK ROLNICZYCH 1987 z, 340

BIOLOGICZNE WLASCIWOSCI NASIENTA BUHAJA
W ZALEZNOSCI OD ENDOGENNEGO I EGZOGENNEGO GLUTATIONU (GSH )

Roman Slaweta
Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzgt PAN w Jastrzebou

Glutation ({-glutamylo-oyateilo-glioyna) Jest zwigzkiem
szeroko rozpowszechnionym w organizmach zywych, Wystepuje on
gtéwnie w formie zredukowanej (GSH) i tylko w niewielkiej iloé-
ci w postaci utlenionej (GS-SG) [14, 37]. Rola metaboliozna
glutationu (GSH) zwigzana jest z udziatem tego zwigzku w pro-
cesach oksydorehukoyjnych [13]. transporcie aminokwaséw przez
blony komérkowe [26], regulacji aktywno$ci enzymatyocznej [38],
jest on takze kofaktorem kilku enzyméw [1]., Udziat GSH wykaza-
ny jest réwniez w stabilizacji prawidiowej struktury bilon ko=
mérkowych [19]. Ponadto, Jjako substrat peroksydazy glutationu
w systemie enzymatycznym peroksydaza-reduktaza, bierze udziatl
w rozkladzie nadtlenkéw wodoru i lipidéw [9, 10]. Schemat cy=-
klu glutationowego ilustruje rysunek 1,

Zawarto$é glutatiomiw nasieniu ssakdéw jest rézna, I tak, w
plemnikach tryka, psa, kozla, czlowieka wynosi odpowiednio: 9,
13, 19, 20 nmoli/109 plemnikéw, za$ éredni poziom w plazmie
nasienia wymienionych gatunké4w wynosi 2 uM na 1 ul [20], W
przypadku nasienia buhaja plemniki zawierajg 28 nmoli/109 ple-
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mnikéw, za$§ plazma 26 uM na 1 ul [33]. Wysoki poziom GSH obw
serwowano w plemnikach myszy - 37 nmoli/109 plemnikéw [3].

Nie wykazano natomiast obecnodci tego peptydu w nasieniu knu-
ra i krélika [2, 20].

NADP NADPH I

Reduktaza glutationu

/

GSH Peroksydaza glutotnonu ]\

ROH
ROOH J { pochodne

(nadtlenki) hydroksylowe)

Rys, 1, Schemat cyklu glutationowego

W przeprowadzonych badaniach wykazano, Ze poziom GSH zardw-
no w plemnikach, jak i plazmie nasienia buhaja zmienia sie¢ w
zaleznoéci od pory roku, Najwyzszy poziom GSH w plemnikach
stwierdzono w e jakulatach pozyskanych w okresie jesieni i zimy,
Jednoozeénie w wymienionych porach roku obserwowano wyzszg ake
tywno$é aminotransferazy asparaginianowej w $érodowisku zewngtrz-
komérkowym oraz wyzszy w stosunku do pozostatych pér roku od-

setek akrosoméw zmienionych, Okres wiosenno=letni charakteryzo-
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wal si¢ nizszym poziomem GSH komérkowego, przy jego stosunko-
wo wysokim poziomie w plazmie nasienia, z czym zwiazane bylo
zmnie jszone uwalnianie si¢ aminotransferazy asparaginianowej

i nizszy odsetek akrosomdéw zmienionych [34]. Ponadto, obser-
wowano istotng dodatnig zalezno$é migdzy poziomem glutationu

w plemnikach a aktywno$cig aminotransferazy asparaginianowe j

w plazmie nasienia, Wskazuje to, Ze wysoki poziom endogennego
GSH w plemnikach powoduje zab;rzenia w obrebie czes$ci wstawko-
we j, przejawiajgce si¢ intensywniejszym uwalnianiem do plazmy
nasienia aminotransferazy asparaginianowej, bialka enzymatycz-
nego, odpowiedzialnego za metabolizm komdérkowy i zlokalizowa-
nego we wstawce plemnika [11]. W odniesieniu do zawartos$ci endo-~
gennego GSH w plazmie nasienia wykazano istotng ujemng korela-
cje miedzy zewngtrzkomérkowym GSH a aktywno$cig aminotransferazy
asparagilnianowej w plazmie nasienia, Sugeruje to, ze w ejaku-
latach o wysokim stezeniu GSH w plazmie nasienia nalezy spo-
dziewaé sie zmnie jszonego uwalniania aminotransferazy aspara-
ginianowej z plemnikéw [34], Powyzsza sugestia moze mieé zwig-
zek z lokalizacjg peroksydazy glutationu w nasioniu buhaja,
Enzym ten bowiem stwierdzono tylko w plazmie nasienia [6, 8,
36],dlatego tez ma ona wtasno$ci hamujace peroksydacje lipi-
déw, In vitro jest oczynnikiem antyspermicydalnym wobec egzo-
gennyoch nadtlenkéw lipidéw [16], Przy braku katalazy w nasie-
niu buha ja [22] wyda je sig, Ze enzymem regulujacym poziom nad-
tlenkdéw jest peroksydaza glutationu i wspéipracujgca z nig
specyfiozna reduktaza glutationu, Inni autorzy wykazali brak

aktywnoéci peroksydazy i reduktazy glutationu w nasieniu try-

ka 1 psa, aozkolwiek stwierdzono wysoka aktywno$§¢ wymienionych
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biatek enzymatyoznych w plemnikach [20]. Obserwowane réznioce
gatunkowe ma jg zwigzek z wystgpowaniem GSH, bowiem w nasieniu
krdélika, w ktérym nie stwierdzono aktywnodoi peroksydazy glu-
tationu, enzymem hamujgcym peroksydacje¢ lipiddéw jest dysmuta-
za ponadnadtlenkowa [3],

Plemniki buhaja w warunkach aerobowych ulegaja szybkiemu
procesowi starzenia si¢, przejawia jgcego sig¢ obnizZzeniem funk-
cji metabolicznych, takich jak fruktoliza i oddychanie [23]. ‘
Spowodowane jest to tym, Ze w obecno$ci tlenu oddychanie plem-
nikéw nie opiera si¢ wylaoznie na substratach pozakomérkowych,
jak np, oksydatywnym usuwaniu produktéw fruktolizy, gildwnie
kwasu mlckowego, lecz takze wystepuje zjawisko polega jace na
utlenianiu skladnikéw samej komdérki, gidéwnie lipidow [2&]. W
wyniku peroksydacji lipidéw membran komérkowych dochodzi do
nagromadzania si¢ spermicydalnych nadtlenkdéw lipidéw [15, 17,
18], ktére powodujg zaburzenia biochemiczne, dotyczgce aktyw-
noéci oddechowej plemnikéw, fruktolizy i syntezy ATP [5, 25].
Ponadto, w procesie konserwacji plemnikéw buhaja Srednio okotlo
30% komérek ulega destrukcji, w wyniku czego dochodzi do uwal-
niania z plemnikéw oksydazy L-aminokwaséw [27], Enzym ten ka-
talizuje reakcj¢ utleniania L-tyrozyny, L=fenyloalaniny oraz
L=tryptofanu, zawartych w nasieniu bubaja oraz z6itku jaja kue
rzego, stanowigcego komponeit rozrzedzalnika do konserwacji
plemmikéw [28], Jednym z koticowych produktéw tej przemiany Jjest
H202 [29]. Przeprowadzona analiza poziomu nadtlenkdéw lipidéw
w nasieniu buha ja, poddanemu konserwacji 1 przechowywanemu w

cieklym azocie, wykazala okolo 8=krotny ich wzrost w stosunku

do nasienia Swiezego [21],
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Badania przeprowadzone nad wplywem egzogennych wolnych
grup tioloﬁych, obecnych w nasieniu konserwowanym w niskich
temperaturach, wykazaly, ze zwigzki te zwiegksza ja liczbe ple=
mnikéw o ruchu postepowym [12, 30, 32], Obserwowano takze, e
egzogenny glutation (GSH) wplywa na natezenie fruktolizy roz=
mrozonego nasienia buhaja, mierzonej ilodcig powsta jgcego mle-
czanu, ktéra jest o okolo dwukrotnie wyzsza w prébach nasienia
z GSH w stosunku do nasienia bez GSH [33].

WskaZnik fruktolizy jest wykorzystywany do oceny jakoéci
nasienia, stwierdzono bowiem istnienie dodatniej korelacji mie-
dzy natezeniem beztlenowej fruktolizy a stopniem ruchliwo$ci
plemnikéw buhaja i tryka [22]. Jednoczeénie substancje, ktére
hamujg ruchliwo$é plemnikéw, wplywajg podobnie na natezenie
fruktolizy i produkcj¢ kwasu mlekowego [25]. Obserwowano take
ze, zeo zardéwno ruchliwo$é, jak i fruktoliza plemnikéw ssakédw,
ulega jg zahamowaniu przez szereg cial reagujgcych z tiolami,
na przykltad z jonami miedziowymi, nadtlenkiem wodoru i o=jodo-
benzoesanem, Natomiast dodanie GSH zapobiega hamujacemu dzia~
taniu wyzej wymienionych zwigzkoéw [22].

Przeprowadzony pomiar zuzycia tlenu przez plemniki rozmro-

L

zonego nasienia buhaja w obecno$ci 10° M z,h-dwunitrofenolu,
zwigzku zwiekszajgcego dwukrotnie lub wig¢cej oddychanie mito-
chondrium plemnikéw buha ja, wykazal, Ze egzogenny GSH o steze-
niu 5 mM nie wplywa na szybko$é oddychania, natomiast tempo
oddychania réznito si¢ istotnie w réznych porach roku [35].
Stwierdzona réwniez sezonowa zmienno$é moze mieé zwigzek 2z

uszkodzeniami kriogenicznymi, zachodzgcymi we wstawce plemni-

kéw i wplywajgcymi na tempo tlenowych przemian [39] lub tez
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mogg byé zwigzane z obecnodcig w plazmie nasienia niskoczg-
steczkowych zwigzkow, ktére przechodzgc do plemnikéw zwigkszae-
Ja ich oddychanie, jak obserwowano w przypadku nasienia dro-
biu [4],

Strukfurami komérkowymi plemnikéw, szczegdlnie podatnymi na
proces peroksydacji, jest akrosom i plazmolemma [18], Egzogen=-
ny glutation (GSH) nie wplywa na stan struktur morfologicznych
akrosomu plemnikéw nasienia bezpoérednio po rozmrozeniu, acz=-
kolwiek zwigksza liczbe komérek z akrosomem nie zmienionym w
nasieniu poddanym 3-godzinnej inkubacji w temperaturze 37°C
[35] . Ponadto w nasieniu bezposrednio po rozmrozeniu GSH
zmnie jsza przepuszczalno$é bilon Plemnikowych, czego dowodem
jest obserwowana mnie jsza aktywno$é aminotransferazy asparagi-
nianowej w plazmie rozmrozonego nasienia buhaja w stosunku do
préb bez GSH [35].

Obserwac je przeprowadzone nad wplywem egzogennego GSH na
warto$é biologiozna nasienia buha ja dowiodly, Ze peptyd ten w
sposéb istotny zwigksza liczbe kréw cielnych [35]. Nalezy
wspomnieé, ze juz w 1956 r, Bortoff [7] wykazal wzrost wartos-

cl biologicznej nasienia zawiera jacego egzogenny GSH,
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Roman Slaweta

BIOLOGICAL PROPERTIES OF BULL SEMEN IN RELATION

- TO ENDOGENOUS AND EXOGENOUS GLUTATHIONE (GSH)
Summary

Bull semen contain glutathione (GSH). In 109 spermatozoa of
bull, the concentration of GSH is 28 nmoles and in seminal
plasma 26 uM/1pl, Bull sperm GSH content is higher than those
reported for other mammalian sperm which contain GSH, except
mouse, The high level of GSH in seminal plasma may be related
to GSH=Px activity which is associated with the seminal plasma
and not spermatozoa, It was found that there are significant
positive correlations between GSH level in spermatozoa and ab=-
normal acrosomes and also AspAT ﬂleakage" from spermatozoa,
significant negative correlation between GSIH level in seminal
plasma and release AsSpAT as well as the percentage of abnormal
acrosomes, Season of the year influenced significantly con-
tains of GSH in spermatozoa ;nd seminal plasma,

Addition of GSI to the frozen buli semen caused increase
of the percentage progressive sperm motility and the rate of
lactic acid production, Furthermore it caused decrease of
Plasma membrane permeability to AspAT and the number of sperma-
tozoa with the normal apical ridge of acrosome after incuba=

tion for 3 hours at 37°C. Exogenous GSH caused also the ine
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crease of the fertilizing capacity of frozen bovine sperma-
tozoa, There was no difference in the rate of oxygen uptake af-

ter treatment of the semen with exogenous GSH and without it,

Pouan Crasera

BHOJIOTHYECKUE CBOMCTBA CEMEHM BHKA B 3ABHCHMOCTH
OT SHIOI'EHHOI'O U SK3OI'EHHOI'O TJINTATHOHA (GSB)

Peapopue

KoBECTaTHPOBAHO HaJMUYHe 3HIAOIEHHOI'0 rxnraruona(qsn) B CEeMEeHH
6Hxa., YpoBeHs GSH B CrnepuMaro3onjax cocrabifer 28 nuon/lo9 cnep-
MATA30MAOB, 8 B IIA3ME CEMEeRH 26 uM/ml  OH BHmE HAOJIDASEMOI'0
B CEMEHN ADPYyIHMX.MIEKOMUTADEAX, KpOMEe CEMEeHM MHmA, BHCOkKNH# ypoe
BEeHp GSH B Iia3Me CeMeHM OHka MOoxeT OHTH CBA3aH C KOHCTATH=-
POBAHHO#{ ApDyr¥Mu aBTODAMM BHCOKOY &KTMBHOCTHD NEPOKCHAA3H Iap-
TaTUuoHa (GSH - Px) o JloKa38HO CyNECTBEHHHE, XOTf HU3KME, IOJO=-
XNTEJBbHHE KO3QPUIUEHTH KOPPENANMM MexXAy xounmenrpanmei! GSH B crne-
puaTo3ousax U MOPPONOrUYECKUM COCTORHMEM AKDOCOMH M ncreqennén
acraparuiMasosoif aMuHOTpaHCepas3H (AspAT) U3 CRnepMaTo30MAOB,
a8 TaKxe OTpMOATEJBbHHE MEexAy ypoBHEM GSH B NniI&3Me CEeMEHM ¥ MNpu-
BEISHHLIMM TNOKA3aTeJAMM KAauecTBa CeumMeHu, KpoMe Toro, CymecTBEHHHM
00pa3ou BJAUANO BpeMd roja Ha ypoBeHr GSH , Kaxk B CnepMaro3onnax,
TAK ¥ B rrasme ceMeHUu OHKa.

9K30reHuH GSH yBeJMuMBAET YUCIO CIEpMATO30MAOB C MoOCTyna-
TEJBHHM IBUXEHUEM M KOJUYECTBO 00pasypuerocfs JaxkrarTa B PA3MHO-
TEHHOM ceMeHM OHka, KpoMe TOro, OE CTAO0WIU3NDYyEeT MIasMOJeMMy cne-
puMaTo3aouga, noxaaarenbcrsou‘qepo ABJIAETCHA MEHbmafd AKTHBHOCTH acC=

naparuguasoBoli aMuUHOTpaHCEpa3H, HabipraeumMoi! BO BHeKINETOYHOH cperne.
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GSH ypexnuu#BaerT TOXEe YHCJO CIEPMATO3ONAOB C HENOBPEXJEHHHMYU AK-
pocoMauM¥ B CEeMEeHM MHKYOMPOBAHHOM B TE4YE€HME 3 4aCOB B TEMIEDATY-
pe 3?°C, & Takxe IOBHNAeT OMOJOIrXWYeCKYD LOEHHOCTH DPA3MOPOEXEHHOI'O
CeMeHE OHKa. He OmnM XOKA3aHH DasHUMOH OTHOCHUTENBHO CKOPOCTH [AHX&-

HUA MUTOXOHJAPHA CNEpMATO30MAOB, KOHCEDBMDOBAHHHX 6€3 u C GSH,



