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Glowna przyczyna generowania Reak-
tywnych Form Tlenu (RFT) w nasieniu jest wy-
soka koncentracja nienasyconych kwasow ttusz-
czowych w strukturze bton plazmatycznych oraz
ograniczone mozliwo$ci lokalizacji pelnego en-
zymatycznego systemu antyoksydacyjnego ple-
mnika, spowodowane niska zawartos$cig cyto-
plazmy we wstawce plemnika. Nadmiar ich mo-
ze prowadzi¢ do zachwiania rownowagi miedzy
wytwarzaniem a niszczeniem wolnych rodni-
kéw 1 w ostatecznosci do powstania stresu ok-
sydacyjnego (Strzezek, 1999; Luberda i Strze-
zek, 1990; Jedlinska-Krakowska, 2005). Za-
chowanie rownowagi miedzy wytwarzaniem
a neutralizacjag wolnych rodnikéw jest bardzo
istotne, dlatego w plazmie nasienia — obok tria-
dy enzymatycznej — s3 rézne skladniki nisko
1 wysokoczgsteczkowe, ktdére majg wilasciwosci
antyoksydacyjne. Naleza do nich mig¢dzy inny-
mi: zredukowany glutation, ergotioneina, kwas
L-askorbinowy, tokoferol, kwas moczowy, biat-
ka plazmowe i biatkowe substancje immunomo-
dulacyjne, a takze substancje antybakteryjne,
np. lizozym czy glikozydazy (Strzezek, 1999).
Stres oksydacyjny dziala destrukcyjnie na pra-
widlowg funkcje plemnikow i prowadzi do po-
waznych zmian w ich strukturze, a nawet do ich
$mierci.

Wazrost nieswoiste] przepuszczalno$ci
bton plazmatycznych plemnikow w wyniku mo-
dyfikacji ich struktur lipidowych jest odpowie-
dzialny za obnizenie ruchliwosci i przezywalno-
$ci plemnikéw. Oksydacyjne zmiany w struktu-

rze 1 topografii biatek blonowych gtowki i1 witki
moga zaburza¢ proces kapacytacji, reakcje akro-
somalng i1 ostatecznie fuzje oocyt-plemnik (Fra-
czek i Kurpisz, 2005).

Za uszkodzenia DNA odpowiedzialny
jest rodnik hydroksylowy, doprowadzajac do
powstania pojedynczych lub podwdjnych pek-
nig¢ nici DNA, co powoduje nasilenie si¢ proce-
sow apoptozy, a w konsekwencji zaburzenia
w rozrodzie.

Catkowitg aktywno$¢ antyoksydacyjng
calego organizmu, jak i samej plazmy nasienia
mozna okresli¢ za pomocg testu TAS (Total An-
tioxydant Status). Test taki, jak piszg Kleczkow-
ski 1 in. (1998), moze by¢ réwniez przydatny
przy ocenie wartosci nasienia samcow. Wcze-
$niejsze badania prowadzone nad okresleniem
catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej w osoczu
nasienia ogiera przez Kosiniaka-Kamysza i in.
(2004), a takze knura przez Kuklinskg i in.
(2005) wskazaty na mozliwo$¢ wykorzystania
pomiaru TAS w ocenie warto$ci nasienia tych
samcow.

W celu uzyskania odpowiedzi czy TAS
moze by¢ wskaznikiem w ocenie jakos$ci nasienia
ogiera podjeto badania nad okresleniem warto$ci
catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej w nasie-
niu ogier6w w odniesieniu do wybranych para-
metréow podstawowej oceny jego jakosci.

Material i metody

Materiat do badan stanowilo nasienie
pozyskane od 184 ogieréw w wieku 6-31 lat,
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nalezacych do 5 ras ($laskiej, polski kon zimno-
krwisty, polski kon szlachetny potkrwi, wielko-
polskiej, matopolskiej). Nasienie pobierano przy
uzyciu sztucznej pochwy typu otwartego. Kazdy
ejakulat bezposrednio po pobraniu poddawano
rutynowej ocenie makro i mikroskopowej, usta-
lajac  objetos¢ oraz ruchliwos¢ plemnikow
z uwzglednieniem ruchu postepowego. Ejakulaty
podzielono na dwie grupy ze wzgledu na ocene
ruchliwosci 1 koncentracj¢ plemnikow (kwalifi-
kujac do grupy I ejakulaty o ruchliwosci >30/70
i koncentracji plemnikéw w 1 cm’ nasienia > 0,2
x 10 pl, natomiast wszystkie pozostate ejakulaty

o nizszych warto$ciach tych wskaznikow do
grupy II). Koncentracje plemnikow oznaczano
na fotometrze Specol przy dtugosci fali 550 nm
w 100-krotnie rozrzedzonym nasieniu 2,9% roz-
tworem cytrynianu sodu, podajac liczbe plemni-
kow w cm’® nasienia x 10°.

Oznaczen TAS w osoczu nasienia ogiera
dokonano przy zastosowaniu zestawu odczynni-
kowego firmy Randox Laboratories Ltd. metoda
oparta na inkubacji ABTS® (2,2'-Azyno-di-
[sulfonian 3-etylbenztiazoliny]) z peroksydaza
(metmioglobing) i H,O, w celu otrzymania ka-
tionowej formy ABTS" ™.

|ABTS® + metmioglobina + H,O, + osocze nasienia — ABTS® " + ferrylmioglobina + H,O |

Poziom antyoksydantow w osoczu na-
sienia okreslano na podstawie intensywnosci
niebiesko-zielonego zabarwiania kationowe;j for-
my ABTS, mierzonego przy fali o dtugosci 600
nm. Catkowitg zdolnos¢ antyoksydacyjng TAS
podano w molach w przeliczeniu na cm’ nasienia
(M/cm?).

Wyniki poddano analizie statystycznej,
stosujac jednoczynnikowa analiz¢ wariancji dla
powtarzajacych si¢ pomiaréow (Repeated Measu-
res Anova), a istotno$¢ roéznic migdzy Srednimi
weryfikowano testem t-Studenta przy uzyciu pro-
gramu SigmaStat 2.03 firmy Systat Software
GmbH (Erkrath, Niemcy). Do badania wspdt-
czynnikow korelacji pomiedzy zdolnoscia antyok-
sydacyjna TAS a wskaznikami oceny warto$ci na-
sienia uzyto testu Z, a obliczenia wykonano w pro-
gramie Statistica 6.0 firmy StatSoft, Inc. (USA).

Wyniki i ich oméwienie

Szczegélowa analiza zawartosci TAS
w osoczu nasienia 184 ogierow wykazata, ze
$redni poziom wynosit 2,1 (M/cm’) z wahaniami
od 0,05 do 4,6 (M/cm®). Analizowane wspot-
czynniki korelacji wskazaly, ze statystycznie
istotna zalezno$¢ (P<0,05) zachodzi tylko mig-
dzy TAS a koncentracjag plemnikow (r=0,2).
Pomiar TAS (M/cm’) przeprowadzony w ejaku-
latach podzielonych na dwie grupy wykazat, ze
srednia jego warto$¢ w grupie I wynosilta
2,1£1,1, a w grupie 11 — 1,9£1,1 (tab. 1).

Zblizone $rednie wartosci TAS (M/cm’)
W nasieniu ogieréw o odmiennych podstawo-
wych parametrach oceny nasienia sg podobne do
warto$ci TAS zanotowanych przez Fingerowa
iin. (2007) w nasieniu 24 zdrowych plodnych
mezczyzn na poziomie 2,48 mmol/l oraz 2,11
mmol/l w nasieniu 14 m¢zczyzn z problemami
ptodnosci. Na trudnosci w interpretacji wynikow
pozwalajacych na ustalenie zakresu catkowitej
zdolnosci antyoksydacyjnej w nasieniu zdro-
wych, ptodnych mezczyzn zwrécili rowniez
uwage Koca i in. (2003) oraz Garrido i in.
(2004).

Z uwagi na fakt, iz TAS w przeliczeniu na
jednostke objetosci (M/em’) w dwoch analizowa-
nych grupach ogieréw nie wykazata statystycznie
istotnych rdznic, pomimo istotnych réznic w war-
tosciach wskaznikow podstawowej oceny nasienia,
dokonano wyliczenia TAS w przeliczeniu na kon-
centracji plemnikow o ruchu postgpowym TAS
(M/10° rp) zakladajac, Ze reakcje antyoksydacyjne
zachodza w mitochondriach plemnikéow zywych
iruchliwych. Analiza zawarto§ci TAS w przeli-
czeniu na koncentracj¢ plemnikow o ruchu poste-
powym (M/10° 1p) przeprowadzona byla w 162
ejakulatach sposrod 184 badanych, gdyz w 22 od-
setek plemnikéw oruchu postgpowym wynosit
zero. Stwierdzono, ze TAS wyrazony w takiej jed-
nostce (M/10° tp) koreluje istotnie (P<0,01) ujem-
nie z ruchem ogodlnym (r = -0,39), z ruchem poste-
powym (r = -0,52) oraz z catkowitg koncentracja
plemnikow (r = -0,34) i koncentracjg plemnikow
o ruchu postgpowym (r = -0,40). Analiza TAS
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w przeliczeniu na koncentracj¢ plemnikéw o ru-
chu postepowym (M/10° rp) wykazata, ze w 100
ejakulatach grupy 1 wartosci te wahaty si¢ od

0,13 do 30,1 przy $redniej 8,0 (M/10° rp), nato-
miast w 62 ejakulatach grupy II w zakresie od
4,0-301,7 przy $redniej 74,0 (M/10° rp).

Tabela 1. Wskazniki oceny jako$ci nasienia w dwdch grupach ejakulatow
Table 1. Semen quality indicators in two groups of ejaculates

Grupa — Group
Cecha — Trait 1 I
n=99 n=2_85
Objetosé ejakulatu 3 31,7 33,9
Volume of ejaculate
(cm’) SD 16,8 14,1
Ea *k *k
ogo6lny — total A 80,3 44.8
(%)
Ruch plemnikéw SD 6,8 22,9
Sperm motility _
postepowy — progressive b 50,6** 13,3%*
(%)
SD 13,5 15,5
Calkowita koncentracja plemnikow 3 0,7* 0,5*
Total sperm concentration
(cm’x 10°) SD 0,5 0,5
Koncentracja plemnikéw o ruchu postgpowym i 0,4%%* 0,04%*
Progressively sperm motility concentration
(cm’ x 10° 1p) SD 0,3 0,1
TAS W 2,1 1,9
Total Antioxydants Status
(M/cm3) SD 1,1 1,1

* P< 0,05, ** P<0,01.

Analiza wartosci TAS (M/10° 1p)
w okreslonych przedziatach w I i II grupie ejaku-
latow wykazata, ze wraz ze wzrostem zawartosci
TAS obnizata si¢ calkowita koncentracja plemni-
kow oraz koncentracja plemnikéw o ruchu poste-
powym, przy czym w I grupie ejakulatow przy
srednim TAS — 0,95 (M/10° rp) érednia catkowita
koncentracja plemnikéw wynosita 1,09 przy 0,62 x
10° plemnikéw o ruchu postepowym. Natomiast,
jesli zawarto$¢ TAS wynosita 12,11 (M/10° rp), to
catkowita koncentracja plemnikow wynosita 0,54
x 10° pl., a koncentracja plemnikéw o ruchu poste-

powym 0,25 x 10’ pl. W II grupie ejakulatow przy
srednim TAS 11,76 (M/10° 1p) catkowita koncen-
tracja plemnikow wynosita 0,92, a koncentracja
plemnikéw o ruchu postgpowym 0,10 x 10° pl. Na-
tomiast, przy $rednim TAS 191,31 (M/10° rp) kon-
centracja catkowita wynosila 0,12 przy 0,01 x 10°
plemnikow poruszajacych sie ruchem postepowym.

Ponadto stwierdzono, ze pomigedzy TAS
wyrazonym w M/10° rp a TAS w M/cm’ wy-
stepuje korelacja dodatnia przy wspotczynniku
r = 0,62 dla grupy I oraz r = 0,27 dla grupy 11
(tab. 2).
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Tabela 2. Warto$ci koncentracji plemnikéw w poszczegdlnych przedziatach TAS
Table 2. Relationship between TAS and sperm concentration

Koncentracja plemnikow
Sperm concentration
TAS TAS (x 10°/ cm®)
Total Antioxidants Status Total Antioxidants Status
(M/10° 1p) (M/em’) .
catkowita o ruchu postepowym
total progresie motility
przedziat _ — — —
n range * SD x SD ¥ | SD x SD
Grupa I - Group 1
12 0,1-2,0 0,95 | 0,50 0,55 0,43 1,09 | 0,65 0,62 0,40
18 >2,0-4,0 2,89 | 0,56 1,54 0,83 1,06 | 0,64 0,56 0,34
11 >4,0-6,0 4,85 | 0,56 1,82 0,96 0,74 | 0,41 0,39 0,23
20 >6,0-9,0 7,40 | 0,77 2,38 0,95 0,65 | 0,27 0,32 0,12
33 >9,0-17 12,11 | 2,62 2,91 0,81 0,54 | 0,20 0,25 0,08
5 >17 25,12 | 5,20 3,06 0,19 0,43 | 0,12 0,13 0,04
Grupa II - Group 11
10 <17 11,76 | 3,82 1,10 0,81 0,92 | 0,80 0,10 0,07
25 >17-50 28,06 | 9,02 1,99 1,07 0,66 | 0,62 0,08 0,06
12 >50-100 74,88 | 12,19 2,67 0,79 0,29 | 0,17 0,04 0,01
15 >100 191,31 | 59,19 2,21 1,03 0,12 | 0,08 0,01 0,01
Analiza zdolnosci  antyoksydacyjnej danych wynika, ze TAS w przeliczeniu na kon-

TAS w ejakulatach grupy I wykazata, ze w 95
sposrod 100 ejakulatow zawartos¢ TAS nie
przekraczata 17 (M/10° rp), natomiast w 52 spo-
srod 62 ejakulatow grupy I byta wyzsza od tej
warto$ci, co wskazuje, ze tylko w 15 ejakula-
tach, czyli 9,3% wsrdd 162 analizowanych war-
tosci TAS byly niezgodne z przyjetym systemem
selekcji ejakulatow. Z przeprowadzonej analizy

centracje plemnikéw o ruchu postgpowym (M/10°
rp) moze by¢ wiarygodnym wskaznikiem diagno-
stycznym w ocenie wartos$ci nasienia ogiera.

W oparciu o bardzo podobne pomiary
zdolnosci antyoksydacyjnej TAS podane w M/cm®
W 0soczu nasienia ogiera oraz w mmol/l u mez-
czyzny mozna sadzi¢, ze TAS moze by¢ dobrym
wskaznikiem w ocenie warto$ci nasienia samcow,
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ale po przeliczeniu na koncentracje plemnikdéw
o ruchu postgpowym (M/10° rp) a nie na jednostke
objetosci nasienia.

Podsumowanie
Przeprowadzone badania wskazujg, ze

TAS moze by¢ wiarygodnym wskaznikiem dia-
gnostycznym w ocenie wartosci nasienia ogiera,

ale tylko w przeliczeniu na koncentracj¢ plemni-
kéow o ruchu postgpowym (M/10° rp) a nie na
jednostke objetosci TAS (M/cm?).

Wczesniejsze badania okreslajgce war-
tos¢ TAS w przeliczeniu na jednostke objetosci
TAS (M/cm®) nie wykazywaly réznic pomiedzy
ejakulatami o zrdéznicowanych wskaznikach
podstawowej oceny nasienia, dlatego mozna by-
fo uwaza¢, ze TAS nie moze by¢ wskaznikiem
oceny jego wartosci.
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TOTAL ANTIOXIDANT STATUS (TAS) AS A MEASURE OF STALLION SEMEN VALUE
Summary

Determination of the total antioxidant capacity in the semen of stallions in conjunction with the analysis
of this value for selected parameters of the basic assessment of semen quality was aimed to answer whether TAS
can be an indicator in assessing the value of stallion semen.

Semen samples collected from 184 stallions of five breeds, aged between 6 and 31 years, were ana-
lyzed. The results showed almost identical average values of TAS per unit volume (F/cm®) in the ejaculates of
two groups (Group I — 2.1 [F/cm®] and I — 1.9 [F/em?)), having radically different individual components of the
primary sperm assessment, especially in the concentration of sperm progressive movement, which averaged 0.4
x 10° pm in group I and only 0.04 x 10° pm in group II. These results indicate that TAS per unit volume may not be
a good indicator of the value of stallion semen. Assuming that the antioxidant reactions occur in the mitochondria of
living and motile sperms, the TAS calculation was made based on concentration of progressively motile sperm TAS
(M/10° pm). The mean value of TAS in group I was 8.0 (M/10° pm) while in group II it was 74.0 (M/10° pm).
The obtained results indicate that TAS may be a reliable diagnostic indicator in assessing the value of stallion
semen 3only when calculated on concentration of progressively motile sperm (M/10° pm) but not per unit volume
M/cm’).
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