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Wstep

Rodzaj lipidow i sktad kwasow thuszczowych plemnikow moga by¢ waznymi de-
terminantami plodnosci. Istotne znaczenie w tym procesie przypisuje si¢ dlugolancu-
chowym wielonienasyconym kwasom thuszczowym. Ilo$é i rodzaj tych kwasow sa
skorelowane z podstawowymi kryteriami jakosci nasienia, jak: ruchliwo$¢, koncen-
tracja czy przezywalno$¢ komorek plemnikowych. Utrzymanie wysokiej wartosci
biologicznej nasienia zalezy réwniez od jego statusu antyoksydacyjnego. Plemniki
ptakow roznia sie od meskich komorek rozrodczych ssakow zaréwno zawartoscia, jak
| rodzajem wielonienasyconych kwaséw thuszczowych. Uklady antyoksydacyjne
W nasieniu ptakow i ssakOw takze sq odmienne.

W pismiennictwie naukowym dostepne sa przegladowe artykuty dotyczace pro-
ceséw oksydacyjnych w komoérkach plemnikowych ssakéw, w tym cztowieka, nato-
Miast brakuje takich prac w odniesieniu do plemnikéw ptakéw, w tym drobiu.

W zwiazku z powyzszym celem prezentowanej pracy bylo przedstawienie skiadu
lipidéw komérek plemnikowych podstawowych gatunkéw drobiu i ich wrazliwosci
na stres oksydacyjny z uwzglednieniem roli enzymatycznych i nieenzymatycznych

Systemow antyoksydacyjnych.
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Charakterystyka lipidéw

Sposrod poszcezegolnychklas lipidéw komoérek plemnikowych drobiu triacylogli-
cerole charakteryzuja si¢ najnizszym stopniem nienasycenia kwaséw ttuszczowych.
Poziom dhugotancuchowych wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych (PUFA)
w te] frakcji lipidow jest niski. Natomiast znaczaca pozycje zajmuja jednonienasyco-
ne kwasy thuszczowe (MUFA), glownie kwas oleinowy, i nasycone — na czele z kwa-
sem palmitynowym [7, 17].

Frakcja estrow cholesterolu jest nieco mniej nasycona niz triacyloglicerole, lecz
w znacznie wigkszym stopniu niz fosfolipidy. Wielonienasycone kwasy thuszczowe
reprezentowane sg tutaj przede wszystkim przez kwas linolowy i arachidonowy,
a MUFA 1 nasycone — odpowiednio przez kwas oleinowy, palmitynowy i stearynowy
[7, 17]. Nalezy zaznaczy¢, ze zawarto$c¢ triacylogliceroli i estrow cholesterolu w lipi-
dach catkowitych plemnikéw jest bardzo mata.

Dominujaca klasa lipidéw w plemnikach sa fosfolipidy, a ich sktad decyduje
o ostatecznym profilu lipidowym tych komoérek. Fosfolipidy komérek plemnikowych
ptakow charakteryzujq si¢ wysoka zawartoscia dtugotancuchowych (20-22) wielo-
nienasyconych kwasow thuszczowych. W odr6znieniu od meskich komérek rozrod-
czych ssakow, w ktorych PUFA reprezentowane sa gtdwnie przez kwasy omega-3,
w plemnikach ptakéw dominuja wielonienasycone kwasy tluszczowe omega-6.
W puli kwasow tej serii iloSciowo przewazaja kwas arachidonowy 20 : 4n-6 i dokoza-
tetraenowy 22 : 4n-6 [6,16]. Godny odnotowania jest rowniez fakt, ze poziom PUFA
w plemnikach ptakow jest nizszy niz w meskich komérkach rozrodczych ssakow [8,
16]. W mniejszych ilosciach w komoérkach plemnikowych drobiu wystepuja jedno-
nienasycone i nasycone kwasy thuszczowe. MUFA reprezentowane sa gtéwnie przez
kwas oleinowy 18 : In-9, a nasycone przez kwas stearynowy 18 : 0 i kwas palmityno-
wy 16 : 0. Zawartos¢ jednonienasyconych kwasow thuszczowych jest niska w poréw-
naniu z nasyconymi i PUFA [16].

Keslo 1 in. [7] uwazaja, ze réznice w profilach kwaséw thuszczowych fosfolipi-
dow plemnikow u ptakéw i ssakow moga by¢ zwigzane z temperatura, w ktorej utrzy-
mywane s3 jadra tych zwierzat (u ptakéw o kilka stopni wyzsza). Cytowani wyzej au-
torzy probujg uzasadni¢ swoja hipoteze m.in. na podstawie kwasu tluszczowego
C-22. Kwas ten w plemnikach ssakéw wystepuje jako 22 : 6n-3, natomiast w komor-
kach plemnikowych ptakéw jest ubozszy o 2 wiazania podwéjne i wystepuje jako
kwas 22 : 4n-6. Zdaniem wspomnianych autoréw réznica w stopniu nienasycenia tego
kwasu jest wyrazem adaptacji wiasciwosci biofizycznych bton plemnikowych do réz-
nych temperatur Srodowiska jader. Wiadomo [12] bowiem, ze réznice w sktadzie
dtugotaficuchowych wielonienasyconych kwaséw thiszczowych fosfolipidéw moga
oddziatywac na gigtkos¢ i sprezystos¢ bton komérkowych. W odniesieniu do plemni-
kow takie profile lipidowe moga by¢ niezbedne, zeby mogty one uzyskaé w odpo-
wiednich warunkach $rodowiskowych charakterystyczne ruchy witki. Jednakze nale-
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Tabela 1. Procentowy sklad kwasow thuszczowych w plemnikach drobiu wg Suraiiin. [16]

Kwasy thuszczowe Kogut Indor Kaczor Gasior Perlik
Nasycone

16: 0 9,5 12,4 21,5 17,0 15,4
18:0 19,1 17,7 11,5 15,4 15,8
20:0 1,3 1,2 1,1 1,7 3,8
Jednonienasycone

18 : In-9 11,4 7,7 5,9 13,7 91
18 : In-7 2,1 2,5 2,1 2,1 2,1
20 : In-9 3,6 9,2 0,7 1,1 1,2
n-6 wielonienasycone

18:2 2,6 4,6 3,8 5,7 3,8
20:3 1,6 0,9 1,0 0,5 <0,5
20: 4 11,7 9,4 18,9 13,3 15,8
22:4 27,9 12,6 19,9 17,5 19,4
n-3 wielonienasycone

22:5 0,5 0,7 0,6 <0,5 <0,5
22:6 2.1 2,1 8,0 2,8 1,7
n-9 wielonienasycone

20:3 <0,5 2,7 <0,5 0,9 1,0
22:3 3,8 9,2 0,6 1,4 4,3

zy sie zgodzi¢ z koncowa konkluzja autorow hipotezy, ze obserwacje te wymagaja
dalszych badan.

Nalezy podkresli¢, ze sktad lipidow plemnikow ptactwa domowego jest zréznico-
wany gatunkowo (tab. 1). Poziom PUFA w komorkach plemnikowych indora jest
zblizony do analogicznej wartosci w plemnikach gasiora i jednoczesnie nizszy niz
u takich gatunkéw, jak: kogut, kaczor czy perlik . Sposroéd wymienionych w tabeli 1
gatunkéw drobiu plemniki indora, majac najnizszy stopien nienasycenia kwasow
thuszczowych, charakteryzuja si¢ jednocze$nie najdtuzszym okresem ptodnosci [16].
Znamienna cechg lipidow plemnikéw indora jest proporcjonalnie wysoka zawartos¢
kwasow omega-9 i relatywnie niska koncentracja 22 : 4n-6. Lipidy plemnikow gasio-
ra charakteryzuje relatywnie wysoka zawartos¢ kwasow 18 : 1n-9 1 18 : 2n-6, nato-
miast calkowita zawarto$¢ wielonienasyconych kwasow thuszczowych jest nizsza niz
w komérkach plemnikowych koguta. Plemniki kaczora zawieraja duze ilosci PUFA
i niewielkie MUFA. Ponadto wyrdzniaja sie prawie 3-krotnie wyzsza zawartoscia
kwasu dokozaheksaenowego 22 : 6n-3 w poréwnaniu z innymi gatunkami drobiu wy-
mienionymi w tabeli 1.

Jezeli chodzi o sktad kwaséw thuszczowych w poszczegdlnych klasach fosfolipi-
déw, to badania Surai i in. [17] wykazaty, ze w plemnikach kaczora fosfatydyloseryna
charakteryzuje si¢ najwiekszym stopniem nienasycenia, spowodowanym wysokimi
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proporcjami22 : 6n-3,22:5n-6, 22 : 4n-6 i 20 : 4n-6 obejmujacymi tacznie ponad 75%
calosci kwasow thuszczowych tej frakcji. Frakcja fosfatydyloetanoloaminy takze za-
wiera wysokie proporcje wyzej wymienionych wielonienasyconych kwasow thusz-
czowych, ktoére razem stanowig 60% calosci kwasow thuszczowych w tych fosfolipi-
dach. W Kklasie fosfatydylocholin dominujaca pozycj¢ zajmuja kwasy nasycone na
czele z kwasem palmitynowym, ktéry stanowi okoto polowy (48,3%) zawartosci
wszystkich tych zwigzkow. Nalezy rowniez nadmieni¢, ze wraz z wiekiem ptakow
nastg¢puja zmiany w sktadzie fosfolipidow nasienia. I tak dla przyktadu wykazano [6],
ze spadek spermatogenezy 1 jakosci nasienia u kogutéw w wieku okoto 60 tygodni
byly powiazane ze spadkiem zawartosci kwasow thuszczowych 20 : 4n-6 1 22 : 4n-6
we frakcji fosfatydyloetanoloamin. Szczeg6lnie proporcjonalna zawarto$¢ 22 : 4n-6
w fosfolipidach plemnikéw wykazuje istotng negatywna korelacj¢ z wiekiem kogu-
tow, a takze pozytywna korelacj¢ z ruchliwoscig plemnikow i zdolnoscia zaptad-
niajaca [1].

Peroksydacja lipidow

Wysoka zawartos¢ wielonienasyconych kwasow thuszczowych w plemnikach czy-
ni je podatnymi na peroksydacj¢ lipidéw. W procesie tym za posrednictwem reaktyw-
nych form tlenu (RFT) generowane sa nadtlenki lipidow, ktére w koncowym etapie
rozkladane sg do prostszych zwiazkow, w tym dialdehydu malonowego (MDA). Po-
ziom MDA w plemnikach koreluje negatywnie ze wskaznikami morfologicznymi i bio-
chemicznymi tych komorek oraz wartoscia biologiczna nasienia.

Podczas indukowanej Fe** peroksydacji lipidow w plemnikach koguta preferen-
cyjnie oksydowane sa kwasy 20 : 4n-6, 22 : 4n-6 i kwas 22 : 6n-3. Kwasem ttuszczo-
wym, ktéry ulega najszybciej i w najwyzszym stopniu procesom peroksydacji
w plemnikach ptakow, jest kwas dokozatetraenowy, omega-6 (22 : 4n-6) [18], w od-
roznieniu od ssakow, gdzie rozszczepieniu ulegaja przede wszystkim kwas dokoza-
heksaenowy, omega-3 (22 : 6n-3) i kwas arachidonowy, omega-6 (20 : 4n-6) [4].

W plemnikach kaczora i koguta podczas godzinnej peroksydacji lipidéw, induko-
wanej jonami Fe*" w stezeniu Immol - dm™, uzyskano odpowiednio nieco ponad 13,0
i 15,0 ug MDA - 10~ pl. - h™'. W obecnosci plazmy (10% v/v inkubacyjnego medium)
procesy oksydacyjne ulegly znacznemu obnizeniu o okoto 50% w plemnikach koguta
1az ponad 70% w komorkach plemnikowych kaczora [17].

Catkowita aktywno$¢ antyoksydacyjna plazmy nasienia ptakéw jest zr6znicowa-
na gatunkowo. Badania Surai i in. [16] wykazaly, ze sposréd kilku gatunkéw drobiu
warto$¢ ta byta najwyzsza u indora, kilkukrotnie nizsza u kaczora i gasiora, a najniz-
sza u perlika 1 koguta. Najwyzszy poziom biatka odnotowano réwniez w plazmie na-
sienia indora (19,6 mg - ml™'), nastepnie gasiora (6,31 mg - ml™) i kaczora
(5,72 mg - ml™'), a najnizszy w plazmie nasienia koguta i perlika, odpowiednio 4,69
13,04 mg - ml™". Catkowita antyoksydacyjna aktywno$¢ plazmy nasienia ptactwa do-
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mowego (dane dotycza koguta) jest zblizona do analogicznej wartosci w plazmie na-
sienia cztowieka [3, 18]. Jednoczesnie cytowani autorzy podkreslaja, ze u ptakow nie-
znane s3 poszczegolne komponenty plazmy nasienia, ktore sktadajq si¢ na te¢ aktyw-
nos¢. Wiadomo natomiast, ze na t¢ aktywnos$¢ sktadaja si¢ zar6wno czynniki termo-
stabilne jak 1 termolabilne. Termolabilne komponenty w plazmie nasienia sg odpo-
wiedzialne za okoto polowe jej antyoksydacyjnej aktywnosci [17].

Procesy peroksydacyjne stwarzajg duze problemy szczegolnie podczas coraz
czgscie] stosowanej konserwacji nasienia ptakow. Konserwacja nasienia w stanie
plynnym wymaga warunkéw tlenowych, w ktorych szkodliwe zmiany oksydacyjne
w fosfolipidach bton plemnikowych moga przebiega¢ ze wzmozona aktywnoscia.
W ostatnich latach prowadzi si¢ wiele badan nad skuteczno$cia dodatku do rozcien-
czalnikéw nasienia ptakéw réznego rodzaju antyoksydantéw, wlaczajac m.in. wita-
miny E 1 C.

Uklady antyoksydacyjne

Podstawowe antyoksydacyjne uklady enzymatyczne u ptakéw, podobnie jak
ussakow [4, 10, 13, 14], reprezentowane sa gléwnie przez dysmutaz¢ ponadtlenkowa
(SOD) i peroksydaze glutationowa (GSH-Px). Dysmutaza ponadtlenkowa katalizuje
reakcje dysmutacji anionorodnikéw ponadtlenkowych (O35 + O; + 2H" =H,0, + 0,).
Produktem tej reakcji jest nadtlenek wodoru i w zwigzku z powyzszym wspomniany
enzym musi wspoétdziata¢ z innymi uktadami neutralizujacymi ten toksyczny zwigzek.
Funkcje t¢ pelni gtdwnie peroksydaza glutationowa, ktéra redukuje nadtlenek wodoru
do wody w obecnosci zredukowanego glutationu (GSH) w reakcji; 2GSH + H,0, =
GSSG + 2H,0. Utworzony w tej reakcji disulfid glutationu (GSSG) jest z powrotem
redukowany do GSH w reakcji katalizowanej przez reduktazg glutationowg (GSSG +
NADPH + H" = 2GSH + NADP").

Znaczne aktywnosci obu omawianych enzyméw (SOD i GSH-Px) wykryto w na-
sieniu wielu gatunkéw ptactwa domowego [16, 18, 19].

Jezeli chodzi o GSH-Px, to w nasieniu ptakow wykryto znaczna aktywnos$¢ perok-
sydazy glutationowej selenozaleznej i niewielka peroksydazy glutationowej seleno-
niezaleznej. Obie formy enzymu byly zlokalizowane zaréwno w plazmie nasienia, jak
1komorkach plemnikowych. Szczegélnie wysoka aktywnoscia selenozaleznej perok-
sydazy glutationowej charakteryzuja sie komorki plemnikowe gasiora, prawie 6-kro-
tnie wyzsza niz plemniki indora (tab. 2).

Zawarto$¢ dysmutazy ponadtlenkowej w nasieniu drobiu jest rowniez zroznico-
wana gatunkowo. I tak dla przyktadu aktywno$¢ SOD w komorkach plemnikowych
gasiora jest okoto 3,5-krotnie wyzsza niz u koguta i az ponad 4,5-krotnie wyzsza niz
W plemnikach indora (rys. 1).
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Tabela 2. AktywnoS$¢ peroksydazy glutationowej (GSH-Px) w plemnikach i plazmie nasie-
nia drobiu wg Surai i in. [16]

Gatunek Plemniki [U - 10-9] Plazma nasienia [U - dm3]
GSH-Px GSH-Px GSH-Px GSH-Px
Se-zalezna Se-niezalezna Se-zalezna Se-niezalezna
Kogut 34,55 9,91 214,97 53,66
Indor 25,46 6,29 227,05 145,15
Kaczor 58,71 13,86 110,84 25,59
Gasior 151,16 27,52 131,29 27,88
Perlik 10,34 1.49 91,75 148.89
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Rysunek 1. Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) w plemnikach i plazmie nasienia
drobiu. Opracowano na podstawie pracy Surai i in. [16]
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W nasieniu ptakéw, podobnie jak u ssakéw, wykazano obecno$é¢ dwoch 1zoenzy-
mow SOD, a mianowicie dysmutazg cynkowo-miedziowa (Zn,Cu-SOD) i dysmutaze
manganowa (Mn-SOD) [16]. Dystrybucja aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowe;
migdzy dwa izoenzymy Mn-SOD i Cu,Zn-SOD w komérkach plemnikowych jest
zroznicowana u poszczeg6lnych gatunkoéw ptakéw. W plemnikach koguta, indora,
perlika 1 kaczora aktywnosé Mn-SOD jest wyzsza niz izoenzymu miedziowo-cynko-
wego. Natomiast w komoérkach plemnikowych gasiora aktywno$é¢ Cu,Zn-SOD jest
prawie dwukrotnie wyzsza w poréwnaniu do Mn-SOD. Wydaje sie, ze stosunkowo
wysoka aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej w plemnikach niektorych gatunkow
drobiu, np. u kaczora, kompensuje wyzszy poziom wielonienasyconych kwasow
thiszczowych w komérkach plemnikowych tego ptaka w poréwnaniu z Innymi gatun-
kami. Odwrotnie komérki plemnikowe indora charakteryzuja si¢ niska zawartoscia
PUFA i jednoczesnie niska aktywnoscia SOD i GSH-Px [16].

Badania Surai i in. [18] wykazaly, ze w nasieniu koguta okoto 67% aktywnosci
dysmutazy ponadtlenkowej znajduje si¢ w plemnikach, a tylko 33% w plazmie nasie-
nia. W plemnikach ulegaja ekspresji dwie formy enzymu. Okoto 57% aktywnosci jest
réprezentowane przez mitochondrialna forme enzymu (Mn-SOD), a 43% przez cyto-
plazmatyczna Cu,Zn-SOD. W plazmie nasienia koguta cytowani wyzej autorzy wy-
kryli jedynie izoenzym miedziowo-cynkowy. Proporcjonalnie wysoka aktywno$¢
izoenzymu mitochondrialnego Mn-SOD w plemnikach ptakéw moze potwierdzaé
fakt, ze réwniez w tych komoérkach glownym zZrédlem RFT sq mitochondria.

Aktywnos¢ enzymow antyoksydacyjnych w nasieniu drobiu moze by¢ regulowa-
ha przez stosowanie odpowiedniego zywienia. Surai i in. [19] wykazali, ze aktywnog¢
GSH-Px w nasieniu koguta moze by¢ wzmocniona przez dodatek do diety selenu.

Generalnie aktywno$ci SOD i GSH-Px w plemnikach ptakow sa nizsze w porow-
naniu do meskich komorek rozrodczych ssakow [11,16].

Supresja LPO w nasieniu drobiu w duzej mierze jest wspomagana niskoczastecz-
kowymi substancjami antyoksydacyjnymi, takimi jak: witamina E , witamina C (kwas
L-aSkorbinowy) czy glutation. Witamina E wystepuje gtéwnie w postaci a-tokofero-
lu. Zawartog¢ innych izomeréw witaminy E, np. y-tokoferolu, w komoérkach plemni-
kowych jest niska. Witamina E i glutation sg gtownie zlokalizowane w plemnikach
[18]. W nasieniu kaczora ponad 70% witaminy E znajduje si¢ w komorkach plemni-
k‘_)WYCh [17]. Witamina E jest naturalnym stabilizatorem membran plemnikowych,
4J¢) zawarto$é w komorkach plemnikowych jest powiazana z odpornoscia tychze na
rézne uszkodzenia podczas konserwacji w stanie ptynnym, glebokiego mrozenia czy
raktowania detergentami [2, 15]. Wraz ze wzrostem zawartosci witaminy E w plem-
nikach koguta — na skutek suplementacji diety — zmniejsza si¢ wrazliwo$¢ tych komo-
rekna peroksydacjg lipidow zaréwno w nasieniu §wiezym [20, 21], jak i konserwowa-
lym w stanie ptynnym [19].

~ Witamina C jest rozdzielona migdzy plemniki a plazme nasienia [18]. W odnie-
Sieniu do wodno-rozpuszczalnej witaminy C uwaza sie, ze redukuje ona peroksydacje
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lipidéw gldwnie w plazmie nasienia i tylko w matym stopniu w membranach 1 wng-
trzu komoérki [5].

Priorytety wsrdd systemow antyoksydacyjnych w nasieniu ptakdw sa nierowno-
miernie rozlozone miedzy uklady enzymatyczne i1 niskoczasteczkowe. I tak na
przyktad plemniki kaczora zawierajg ponad 4-krotnie mniej witaminy E niz nasienie
koguta [17]. Niski poziom witaminy E w plemnikach tego ptaka jest kompensowany
stosunkowo wysoka aktywnoscig dysmutazy ponadtlenkowej 1 peroksydazy glutatio-
nowej oraz znaczna aktywnoscig antyoksydacyjna plazmy nasienia. Z trzech omawia-
nych niskoczasteczkowych antyoksydantow w nasieniu koguta zawartos¢ kwasu
L-askorbinowego jest prawie 2,5-krotnie wyzsza niz glutationu i ponad 100-krotnie
wyzsza niz a-tokoferolu [18].

Warto réwniez zaznaczy¢, ze Surai i in. [18] podnosza, ze w dostgpnym pismien-
nictwie naukowym brakuje informacji na temat innych nieenzymatycznych antyoksy-
dantéw w nasieniu drobiu, takich jak np. witamina A, karotenoidy czy kwas moczowy.

Uwagi koncowe

Badania ostatnich lat wykazaly, ze limitowany stres oksydacyjny w plemnikach
ssakow, w tym czlowieka, odgrywa pozytywna rol¢ w procesie zaptodnienia. Wyka-
zano m.in., ze reaktywne formy tlenu petnia regulacyjna funkcje podczas kapacytacji
i reakcji akrosomalnej meskich komérek rozrodczych ssakow. Tematyka ta jest sze-
rzej omOwiona we wczesniejszej pracy autorki [9]. Jezeli natomiast chodzi o nasienie
ptakow, to problem ten jest nadal otwarty i pozostaje do wyjasnienia.
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Summary

Avian spermatozoa are characterized by very high proportions of long chain poly-
unsaturated fatty acids. Polyunsaturated fatty acids of n-6 series are dominant in the
phospholipid composition of avian spermatozoa, whereas those of n-3 series are do-
minant in mammalian spermatozoa. Arachidonic acid (20 : 4n-6) and docosatetraeno-
ic acids (22 : 4n-6) are most representative among the PUFAs of avian spermatozoa.
High level of PUFAs may promote lipid peroxidation. Seminal plasma has shown to
have antioxidant properties. The enzymatic antioxidant systems are represented main-
ly by superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GSH-Px). Generally,
SOD and GSH-Px activity in avian spermatozoa is lower than that in the male repro-
ductive cells of mammals. Also nonenzymatic antioxidants such as glutathion, vita-
mins C (L-ascorbic acid) and E (a-tocopherol) occur in avian semen. Increased vita-
min E concentration in avian spermatozoa is associated with reduction of their suscep-
tibility to lipid peroxidation.



