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roces zaplodnienia komorki jajowej jest

w gléwnej mierze zalezny od aktywnosci me-
tabolicznej i ruchowej komoérek plemnikowych.
Prawidlowe funkcje nasienia sg wigc gwarantem
transportu materialu genetycznego przenoszonego
przez plemniki (Gogol, 2012). Przed przystapie-
niem do programu hodowlanego buhaje sa pod-
dawane skrupulatnej ocenie zdrowotnej, ze szcze-
golnym uwzglednieniem prawidlowosci rozwoju
narzadow rozrodczych, poziomu libido, a takze
zdolnosci do krycia. Nasienie jest analizowane pod
wzgledem koncentracji plemnikéw w calej objgto-
sci ejakulatu, ruchliwosci, zywotnos$ci, morfologii,
a takZze oporno$ci na procesy mrozenia i rozmraza-
nia. Pomimo tego, ze krioprezerwowane nasienie
spetnia restrykcyjne normy jakos$ciowe, to rdznica
pomiedzy zaptadnialnoscia nasienia o najlepszej
1 najgorszej jakosci wynosi okoto 20-25% (Larson
1 Miller, 2000). Tak wiec, identyfikacja czynnikdw,
ktore majg wplyw na jako$¢ nasienia zdaje si¢ mie¢
istotne znaczenie ekonomiczne w odniesieniu do
produkcji bydta uzytkowego. Wykazano, ze niska
jakos$¢ nasienia, a takze ptodnos$¢ danego osobni-
ka moga by¢ powigzane z oddziatywaniem wie-
lu czynnikéw s$rodowiskowych, fizjologicznych
i genetycznych (Mathevon i in., 1998; Ghasemi
i Ghorbani, 2014). Wsréd wielu rozwazanych
czynnikow regulujacych funkcje nasienia wska-
zuje si¢ rowniez na udzial stresu oksydacyjnego
oraz powigzanych z nim reaktywnych form tlenu
(RFT). Podczas wykonywania technik wspomaga-
nego rozrodu plemniki sg narazone na produkcje
i powstanie ponadfizjologicznego poziomu RFT.
Uszkodzenia komorek na skutek aktywnosci RFT
w wyniku mrozenia i rozmrazania probek nasienia

sg rozpatrywane jako jedne z przyczyn obnizenia
zdolnos$ci zaptadniajacej (Watson, 2000). Celem
niniejszej pracy jest zebranie informacji i omo-
wienie mozliwych mechanizméw oddziatywania
reaktywnych form tlenu (RFT) na funkcje i jakos¢
plemnikow.

Stres oksydacyjny

Stres oksydacyjny definiuje si¢ jako za-
chwianie rownowagi pomiedzy wytwarzaniem
reaktywnych form tlenu a ochronnym dziataniem
systemoéw biologicznych odpowiedzialnych za
ich neutralizowanie i usuwanie. Stres oksydacyj-
ny powigzany jest ze stanem, w ktorym wystgpuje
zwickszony wskaznik uszkodzen komorek i tka-
nek, powodowanych przez tlen i jego pochodne
(Zabtocka 1 Janusz, 2008). Czynnikiem wywoluja-
cym stres oksydacyjny sa reaktywne formy tlenu,
a gtéwnym zrodlem ich powstania w komorkach
eukariotycznych sg mitochondria. W prawidtowych
warunkach fizjologicznych okoto 95% przyswajal-
nego z atmosfery tlenu jest redukowane podczas
mitochondrialnego tancucha oddechowego. Do po-
wstania RFT prowadzi metabolizm pozostatych 5%
tego pierwiastka (Czajka, 2006).

Reaktywne Formy Tlenu

Wszystkie produkty redukcji oraz wzbu-
dzenia tlenu, charakteryzujace si¢ wigkszg reaktyw-
noscig niz czasteczka tlenu bedaca w podstawowym
stanie trypletowym, sa nazywane reaktywnymi for-
mami tlenu (RFT) (tab. 1) (Puzanowska-Tarasie-
wicz i in., 2008). Glownym przedstawicielem RFT
w komorkach eukariotycznych jest anionorodnik
ponadtlenkowy (O,’). Jest on produktem jednoelek-
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tronowej redukcji tlenu, czyli przylaczenia wol-
nego elektronu (€) do czasteczki tlenu w formie
podstawowej. O, to wolny rodnik, tj. czasteczka
zdolna do samodzielnego istnienia, majaca jeden
lub kilka niesparowanych elektronéw. W swo-
jej strukturze O, posiada jeden niesparowany
elektron oraz anion (tadunek ujemny), ktory jest
wynikiem posiadania dodatkowego elektronu
(Czajka, 2006; Kalisz i in., 2007). Przylaczenie
do O, nastgpnego elektronu powoduje powstanie
nadtlenku wodoru (H,O,), prekursora wolnych
rodnikéw. Nadtlenek wodoru moze réwniez by¢
generowany w wyniku dwuelektronowej redukcji
czagsteczki tlenu (Puzanowska-Tarasiewicz i in.,
2008). H,O, nie jest wolnym rodnikiem, niemnie;j
jednak wykazuje znacznie wyzsza reaktywnos$é
niz tlen czasteczkowy (O,) (Bartosz, 2003; Ka-
lisz 1 in., 2007). Anionorodnik ponadtlenkowy
w roztworach wodnych moze rowniez przytaczy¢
proton, wynikiem czego bg¢dzie wytworzenie rod-
nika wodoronadtlenkowego (Kalisz i in., 2007).
Dotlaczenie trzech elektronow do czasteczki tlenu

skutkuje wytworzeniem rodnika hydroksylowego
("OH). Reakcja ta zachodzi niezbyt tatwo, jednak
prowadzi do wytworzenia jednego z najbardziej
reaktywnych i toksycznych utleniaczy. ‘OH po-
wstaje takze w reakcji Fentona i Habera-Weissa,
wymagajacej obecnosci jonow metali przejscio-
wych (Fe* lub Cu*") (Puzanowska-Tarasiewicz
11in., 2008; Zabtocka i Janusz, 2008).

Kolejng czgsteczkg zaliczang do reak-
tywnych form tlenu jest tlen singletowy (‘O,).
Powstaje on na skutek wzbudzenia trypletowej
czgsteczki tlenu w wyniku dostarczenia energii,
wystarczajacej na przegrupowanie elektronow
w czgsteczce. Takie wzbudzenie czgsteczki moze
nastgpi¢ wskutek zaabsorbowania promienio-
wania nadfioletowego lub tez niektorych reakcji
chemicznych. Podobnie jak nadtlenek wodoru,
tlen singletowy, nie bgdac wolnym rodnikiem
(posiada dwa sparowane elektrony na jednym
orbitalu), wykazuje duzg aktywnos$¢ chemiczng
(Kalisz i in., 2007; Puzanowska-Tarasiewicz i in.,
2008).

Tabela 1. Reaktywne formy tlenu i reakcje ich powstawania (na podstawie: Puzanowska-Tarasiewicz i in., 2008)
Table 1. Reactive oxygen species and reaction of their formation (based on Puzanowska-Tarasiewicz et al., 2008)

Reaktywne formy tlenu
Reactive oxygen species

Reakcje formowania
Reactions of formation

O .

2
anionrodnik ponadtlenkowy
superoxide radical anion

O0,+e—0;

O, +3H* + 38— H,0+ ‘OH
Reakcja Fentona — Fenton's reaction

‘OH Fe” + H,0,—Fe* +‘OH + OH
rodnik hydroksylowy Cu"+H,0,—Cu* +"OH + OH"
hydroxyl radical Reakcja Habera-Weissa — Haber-Weiss reaction

Fe3+

O, +H0,—OH+OH +0,
HO,
rodnik wodoronadtlenkowy O, +H"— HO;/
hydroperoxide radical
i:c(ijtfenek wodoru 0, +2H"+&—~H,0,
+2H" + 28

hydrogen peroxide 0, #2H"+ 22 = H,0,

Oprocz wyzej wymienionych form tlenu
w uktadach biologicznych mozna spotkac¢ rowniez

inne niekorzystne jego formy, tj. jego allotropowa
odmiang — ozon (O,), rodnik peroksylowy (LOO"),
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rodnik alkoksylowy (LO’), wodoronadtlenek lipi-
dowy (LOOH), nadtlenoazotyn (ONOO), kwas
podchlorawy (HOCI) (Bartosz, 2003).

Nastepstwem dziatania patologicznych
stezen reaktywnych form tlenu jest miedzy in-
nymi utlenianie bton komoérkowych, peroksy-
dacja lipidow i bialek, inaktywacja enzymow,
pekniecia nici DNA (kwas deoksyrybonukleino-
wy), akumulacja produktéw uszkodzen oksyda-
cyjnych. Tak powazne uszkodzenia prowadza
w konsekwencji do powstawania mutacji, a tak-
ze sprzyjaja procesom karcinogenezy (Bartosz,
2003; Zabtocka i Janusz, 2008). Poza niekorzyst-
nymi dziataniami, z jakimi kojarzone sg RFT, od-
grywaja one istotng role w wielu procesach fizjo-
logicznych. Ich zadaniem jest regulacja procesow
naprawczych, reakcje redukcji i utleniania w tan-
cuchu oddechowym, czy tez regulacja ekspresji
gendw (Kalisz 1 in., 2007).

Stres oksydacyjny spowodowany mrozeniem
i rozmrazaniem

W biotechnologii rozrodu nieoceniong
role odgrywa kriokonserwacja nasienia. Jest to
jedna z biotechnik, wykorzystywana na szeroka
skale, ktora pozwala na rozpowszechnianie gamet
najlepszych rozptodnikéw, a tym samym popra-
we jakosci genetycznej stad hodowlanych (Wat-
son, 2005; Gogol, 2012). Jednakze, najwigckszg
przeszkoda w wykonywaniu prezerwacji nasienia
jest to, ze stosowanie samej procedury powoduje
letalne lub sub-letalne zmiany plemnikow, tym
samym zmniegjsza zywotno$¢ i liczbe ruchliwych
plemnikéw. Okoto 40-50% populacji plemnikoéw
zawartych w probee ejakulatu nie przezywa krio-
konserwacji, nawet przy najbardziej zoptymali-
zowanych procedurach. Ponadto, aby zwigkszy¢
prawdopodobienstwo zaptodnienia komorki ja-
jowej, wymagana jest znacznie wigksza liczba
w peli sprawnych plemnikéw w poréwnaniu do
‘Swiezego’ nasienia (Bilodeau i in., 2000; Wat-
son, 2005). Ejakulat podczas procedury mrozenia
1 rozmrazania zostaje narazony na wiele poten-
cjalnie szkodliwych czynnikow. Sa to miedzy
innymi, stres osmotyczny wynikajacy z obecno-
sci molowych st¢zen krioprotektanu, a takze po-

wstawanie i rozpuszczanie si¢ krysztatow lodu
wewnatrz komorek (Watson, 2005; Mostek 1 in.,
2017). Rozmrozenie probki ejakulatu powoduje
nagly i drastyczng zmiang temperatur (z -190°C
do 37°C) w ciagu 60 sekund. Tak gwaltowny
wzrost temperatury generuje drastyczne zmiany
w produkcji reaktywnych form tlenu (Chatterjee
1 Gagnon, 2001; Kadirvel i in., 2009). Wykazano,
ze podczas procedury rozmrazania ejakulatow
juz w ciggu pierwszych 15 s dochodzi do gwat-
townego zwigkszenia liczby wytwarzanych NO-.
W przypadku O, obserwowano jego staly wzrost
juz od 45 s az do co najmniej 5 min po rozmro-
zeniu probki. Wyzsze stezenia reaktywnych form
tlenu moga powstawac¢ réwniez podczas kolej-
nych etapéw procedury prezerwacji nasienia
(Chatterjee 1 Gagnon, 2001). Plemniki zostaja
woOwczas wystawione na dzialanie tlenu atmos-
ferycznego, co przyczynia si¢ do zwigkszonej
produkcji RFT (Bucak i in., 2010). Podczas fazy
chlodzenia, kluczowej dla catego procesu krio-
prezerwacji takze obserwuje si¢ podniesiony
poziom anionorodnika ponadtlenkowego. Nie
wykazano jednak zmian w st¢zeniach nadtlen-
ku wodoru (Chatterjee i Gagnon, 2001; Ahmad
1 in., 2015). By¢ moze, jest to spowodowane
lepszym powinowactwem O,” do NO" i formo-
waniem pozostatych RFT. Innym wyjasnieniem
braku réznic w poziomie H,O, w mrozonym na-
sieniu moze by¢ fakt, ze fizjologiczne reakcje
zachodzace w komoérkach mogg przyczyniaé si¢
do metabolizowania tej czasteczki (Chatterjee
1 Gagnon, 2001).

Wplyw stresu oksydacyjnego na funkcje i prze-
Zywalnosé plemnikow

Prawidlowa budowa btony komoérkowe;,
DNA, jak réwniez wiasciwe funkcje mitochon-
driow sa niezbgdne do zaplodnienia i dalszego
rozwoju ptodu (Watson, 2005). W utworzeniu
i utrzymaniu homeostazy komorkowej kluczowa
role odgrywa nienaruszona struktura blony cyto-
plazmatycznej plemnika. W sktad blony wchodza
w wigkszosci fosfolipidy, ktore asymetrycznie
roztozone tworza tzw. dwuwarstwe. Po jej we-
wngetrznej stronie zlokalizowane sg fosfatydylo-
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seryna (PS) oraz fosfatydyloetanolamina (PE),
z kolei po zewnetrznej stronie znajduja si¢ sfin-
gomielina (SM) i fosfatydylocholina (PS). Asy-
metria ta jest stale utrzymywana przez dziatanie
kilku komplekséw translokaz, zaleznych od ATP
(Adenozyno-5'-trifosforan) (Januskauskas i in.,
2003). W dostepne;j literaturze naukowej istniejg
opisy mechanizmdéw wyjasniajacych obnizenie
ruchliwo$ci plemnikéw, wywolanej przez stres
oksydacyjny. Jednym z najczgsciej cytowanych
jest peroksydacja lipidow blon komorkowych.
To wlasnie duza zawarto$¢ wielonasyconych
kwasow tluszczowych (PUFA) w blonie cytopla-
zmatycznej plemnikoéw powoduje, ze komorki te
staja si¢ bardzo wrazliwe na stres oksydacyjny
(Aurich, 2005; Kadirvel i in., 2009). Wykazano,
ze probki nasienia buhajow poddane procesowi
kriokonserwacji generowaly znacznie wyzsze
ilosci anionorodnika ponadtlenkowego, co dopro-
wadzito do zwigkszenia przepuszczalnosci btony
komorkowej, utraty jej ptynnosci, a takze obni-
zenia progresywnej ruchliwosci plemnika (Chat-
terjee i Gagnon, 2001; Ahmad i in., 2015). Po-
rownywana ruchliwo$¢ plemnikoéw poddawanych
mrozeniu/rozmrozeniu byla znacznie krotsza (do
6 godzin) anizeli plemnikow ‘$wiezych’. Ko-
morki nie poddawane procesom biotechnicznym
najnizszy poziom ruchu progresywnego wykazy-
waly dopiero w 12. godzinie inkubacji (Ahmad
1 in., 2015). Odrebna analiza nasienia buhajéw
poddanego procesowi rozmrazania wyraznie wy-
kazata zwigkszong przepuszczalnos¢ btony cy-
toplazmatycznej (Martin i in., 2004). Ten wynik
pozostaje zgodny z efektami kriokonserwacji ob-
serwowanymi zwykle w blonach komoérkowych.
Ponadto zaobserwowano, ze proces mrozenia
i rozmrazania probki indukuje przedwczesne
dojrzewanie (kriokapacytacj¢) o specyficznym
mechanizmie oraz pozorng reakcj¢ akrosomalng
plemnikéw (Cormier i Bailey, 2003; Neild i in.,
2003). Z kolei, badania przeprowadzone przez
O’Flaherty i in. (1997) wykazaty udziat reak-
tywnych form tlenu w zbyt wczesnej kapacytacji
komorek plemnikowych (O’Flaherty i in., 1997).
Sugeruje si¢ réwniez, ze wielonasycone kwasy
thuszczowe mogg tworzy¢ wtorne produkty, ktore

nastepnie utleniajg biatka obecne w plemnikach.
Zwickszony poziom RFT prowadzi do wzmo-
zonej karbonylacji biatek, bedacej wskaznikiem
ogolnej oksydacji bialek. Karbonylowane prote-
iny, oznaczone w badaniach, biora udziat w wielu
waznych funkcjach fizjologicznych plemnikow.
Sa to migdzy innymi: organizacja cytoszkieletu
oraz flagelli, detoksykacja, czy metabolizm ener-
gii. Ponadto, wigkszos¢ karbonylowanych biatek
jest rowniez zaangazowana w kapacytacje plem-
nikow (Mostek i in., 2017).

Niewatpliwie waznym aspektem w okre-
slaniu jakosci nasienia jest kondycja jego DNA.
Integralno$¢ kwasu nukleinowego jest istotna dla
powodzenia zaplodnienia, a takze rozwoju ptodu
(Lone i in., 2017). Pomimo tego, ze jadro komor-
kowe jest uwazane za dosy¢ stabilne organellum,
to ze wzgledu na obecno$¢ btony moze by¢ na-
razone na dziatanie RFT, generowanych podczas
procesu kriokonserwacji (Watson, 2005). Reakcje
reaktywnych form tlenu z kwasem DNA przyczy-
niaja si¢ do powstania wielu uszkodzen oksyda-
cyjnych. Sa to migdzy innymi: peknigcia nici,
uszkodzenia pojedynczych zasad, czy tworzenie
tzw. adduktow objetosciowych (bulky adducts)
(Przybyszewski i in., 2005). Wykazano, ze w fi-
zjologicznych warunkach buhaje charakteryzuja-
ce si¢ wysoka ptodnoscia posiadaja okoto 1,2-3%
uszkodzen materialu genetycznego. Zwigkszenie
tego odsetka wptywa niekorzystnie na ptodnos¢
zwierzecia (Bochenek i in., 2001). Zaobserwo-
wano takze zwigzek pomigdzy wczesnymi zmia-
nami btony komdrkowej a uszkodzeniami DNA
komorek poddanych kriokonserwacji. Obecnosé¢
plemnikéw z zaburzonymi funkcjami blony ko-
morkowej byla skorelowana z odsetkiem komo-
rek wykazujacych nieprawidlowa kondensacje
chromatyny. Te trwale zmiany w materiale ge-
netycznym mialy z kolei negatywny wpltyw na
ptodnos¢ buhajow (Anzar i in., 2002; Januskau-
skas i in., 2003). Kadirvel i in. (2009) jedno-
znacznie wskazali na wptyw reaktywnych form
tlenu na wzrost uszkodzen DNA plemnikéw pod-
czas przechowywania w niskiej temperaturze.
Generowanie RFT przez komorki wzrastato linio-
wo az do 72 godzin inkubacji. Niemniej jednak,
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procent rodnikow tlenowych byl znacznie wyz-
szy juz po 24 i 48 godzinach w poréwnaniu do
‘Swiezego’ nasienia. Poziom fragmentacji mate-
riatu genetycznego rowniez wzrastat wraz z cza-
sem przechowywania (Kadirvel i in., 2009). DNA
wystawione na dziatalnos¢ stresu oksydacyjnego
moze mie¢ rowniez niekorzystny wpltyw na roz-
woj zaptodnionej komérki jajowej. Uszkodzony
materiat genetyczny zmniejsza szybko$¢ podzia-
16w zygoty, jak rowniez zwigksza liczbe komodrek
apoptotycznych, ktére osiggnety stadium blasto-
cysty. Nieprawidlowe DNA moze takze dopro-
wadzi¢ do wczesniejszego obumarcia zarodka
lub $mierci w pdzniejszych fazach cigzy (Simoes
1 in., 2013). Istniejg réwniez badania, w ktérych
nie wykazano wptywu RFT lub samego procesu
kriokonserwacji na uszkodzenia DNA plemnika
(Martin i in., 2004; Celeghini i in., 2008). Jednak,
aby dokfadniej pozna¢ i zrozumie¢ mechanizm
dziatania reaktywnych form tlenu, jak i procesow
mrozenia nalezy przeprowadzi¢ wigcej badan
analizujacych te zaleznosci.

Stres oksydacyjny spowodowany proce-
sem konserwacji probek nasienia moze wptywac
rowniez na kondycje btony mitochondrialnej,
a tym samym funkcje mitochondriow. Mitochon-
dria plemnika réznig si¢ nieco od tych samych
struktur obecnych w komoérkach somatycznych.
Dojrzate organelle majg potksiezycowaty ksztatt
1 wykazuja znaczng kondensacj¢ swojej struktury.
Kazde z mitochondriow otoczone jest biatkowg
torebka, w ktorej jest zawartych wiele struktural-
nych oraz enzymatycznych biatek o charakterze
antyoksydacyjnym. Organelle te 13czg si¢ ze sobg
tworzac ostonke, ktéra ma za zadanie ochroni¢
je przed dziataniem czynnikow fizykochemicz-
nych (Piasecka, 2004). RFT obecne w kriokon-
serwowanej probce nasienia mogg mie¢ zwigzek
z obnizeniem potencjalu mitochondrialnego.
Obserwowano 2,5-krotne obnizenie potencjalu
bton mitochondrialnych plemnikéw kriokonser-
wowanych w porownaniu do probki ‘Swiezej’.
Tak znaczny spadek tej wartosci przekladal si¢
na zmniegjszenie ruchu progresywnego komorek
(Kadirvel 1 in., 2009). W innym badaniu réwniez
wykazano wptyw procesu mrozenia i rozmraza-

nia na mitochondria. Funkcje tych komparty-
mentow komorkowych byly nizsze o okoto 50%
w porownaniu do nasienia nie poddawanego ob-
robce termicznej (Celeghini i in., 2008).

Oméwienie wynikéw

Krioprezerwacja nasienia buhajow zwigk-
sza dostepno$¢ najlepszego materiatu genetycz-
nego do inseminacji krow. Niestety, plodnosé
mrozonego nasienia nie jest tak wysoka, jak
nasienia $wiezego, pobranego od buhaja. Krio-
konserwacja indukuje wiele réznych uszkodzen
plemnikow. Wérdd kilku rozwazanych czynnikow
przyczyniajacych si¢ do zmian i uszkodzen me-
skich gamet wskazuje si¢ udzial stresu oksydacyj-
nego oraz reaktywnych form tlenu. Podczas krio-
konserwacji ejakulatu plemniki zostaja narazone
na powstawanie ponadfizjologiczych ilosci RFT
(Watson, 2000). Reaktywne formy tlenu wywiera-
ja niekorzystny wptyw na funkcje tych komorek.
Ich nagromadzenie przyczynia si¢ do nieodwra-
calnych zmian skutkujacych obnizeniem jakos$ci
nasienia buhajow, a takze powoduje $mier¢ ko-
morek wywotang mechanizmami apoptotycznymi
(Aurich, 2005). Zarowno translokacje fosfatedy-
loseryny (PS) do zewnetrznej warstwy blony cy-
toplazmatycznej, jak tez zwigkszona jej przepusz-
czalnos$¢, przedwczesna kapacytacja oraz reakcja
akrosomalna plemnikow wskazujg na indukowane
zmiany apoptotyczne. Ponadto, w wyniku perok-
sydacji lipidow 1 utraty integralno$ci btony cyto-
plazmatycznej zwigksza si¢ jej przepuszczalnosc.
Prowadzi to do nieregulowanej ucieczki jonow
oraz enzyméow niezb¢dnych do generowania ener-
gii, potrzebnej do ruchu plemnika (Kadirvel i in.,
2009). Konsekwencja uszkodzen oksydacyjnych
dotyczy rowniez mitochondriow. RFT przyczy-
niajg si¢ do obnizenia potencjatu mitochondrialne-
go oraz wyczerpywania si¢ zapasow ATP. Utrata
prawidtowych funkcji tego organellum prowadzi
do obnizenia ruchliwosci plemnikow (Martin i in.,
2004; Kadirvel i in., 2009). Nie zostato do konca
wyjasnione, czy uszkodzenia DNA nasienia buha-
jow sa bezposrednio zwigzane z RFT. Niemniej
jednak, sam proces zaptodnienia oraz dalszy los
zarodkow jest zalezny od jakosci wprowadzane-
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go DNA. Inseminacja plemnikami z uszkodzonym
DNA moze prowadzi¢ do wczesnych poronien lub
niekorzystnych w hodowli bydta mutacji (Simoes
iin., 2013).

Pomimo postepéw w dziedzinie biotech-
niki, stosowania coraz to nowszych metod oce-
niania jakos$ci nasienia oraz okre$lania nowych
protokotéw proces kriokoserwacji nadal powoduje

uszkodzenia wielu struktur komérkowych. Ponie-
waz stres oksydacyjny oraz reaktywne formy tle-
nu sg niewatpliwie jednym z czynnikoéw przyczy-
niajacych si¢ do uposledzenia funkcji plemnikow
oraz w efekcie do pogorszenia jakosci nasienia,
ocena stezenia RFT powinna by¢ brana pod uwagg
przy wprowadzaniu ejakulatow do programu ho-
dowlanego.
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IMPACT OF OXIDATIVE STRESS ON FUNCTION AND QUALITY OF SEMEN
FROM BREEDING BULLS

Summary

Cryopreservation is one of the most routinely used techniques in the artificial insemination (Al) of cattle.
Though it has many advantages, one of the biggest obstacles to using this method is excessive damage of sperm
functions. During freezing and thawing, cells are exposed to a number of harmful factors, such as sudden tempera-
ture changes, osmotic shock, formation of ice crystals or reactive oxygen species (ROS). In many physiological
processes, like regulation of repair processes, regulation of gene expression, ROS play a crucial role. However,
an excess of ROS can have harmful effect on the cell. Oxidative stress (OS), caused by overproduction of ROS,
is thought to be one of the major factors contributing to the decrease of spermatozoa function and fertility. OS is
mainly responsible for damage of plasma membrane, DNA fragmentation, mitochondrial depletion, premature
capacitation and acrosome reaction. This paper reviews the impact of OS and ROS on sperm functions and semen

quality.

Key words: oxidative stress, bulls, semen quality, sperm function
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