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PRACA ORYGINALNA

Aktywnos¢ katalazy i stezenie zelaza w nasieniu
ludzkim

Catalase activity and concentration iron in human semen

Aleksandra Kasperczyk, Stanistaw Horak'

STRESZCZENIE

WSTEP

Aktywnos¢ enzymow wchodzacych w sktad uktadu antyoksydacyjego nasienia
moze w miare starzenia organizmu ulec ostabieniu, co moze by¢ przyczyng ob-
nizenia zdolno$ci zaptadniajgcej nasienia. Celem pracy bylto ustalenie, czy wraz
z wiekiem zmieniaja si¢ aktywnos$¢ katalazy i st¢zenie zelaza w nasieniu ludzkim
i jak zmiany te wptywajg na jego jakoS$c¢.

MATERIAL | METODY

Materiat badany stanowilo nasienie o prawidlowej morfologii pobrane od 63
mezezyzn w wieku od 28 do 37 lat (grupa I — do 33 roku zycia; grupa Il —
— powyzej 33 roku zycia). Wykonano badanie morfologiczne nasienia, oznaczo-
no aktywnos¢ katalazy i stezenie zelaza w plazmie nasienne;.

WYNIKI

Stwierdzono, ze wraz z wiekiem obniza si¢ liczba plemnikoéw ruchliwych,
zwlaszcza o ruchu linearnym, natomiast zwigksza si¢ stezenie zelaza. Wraz ze
spadkiem objetosci nasienia wzrasta aktywnos$¢ katalazy i stezenie zelaza, za$
wzrostowi aktywnosci katalazy towarzyszy wzrost stezenia ruchliwych plemni-
kow. Wykazano ponadto dodatnig korelacje pomigdzy aktywnoscia katalazy
a stezeniem zelaza.

WNIOSKI

Katalaza wykazuje dzialanie ochronne na bton¢ komorkowa plemnikow. Stegze-
nie zelaza w plazmie nasienia wzrasta u mezczyzn wraz z wiekiem, co moze
przyczynia¢ si¢ do uszkodzenia plemnikow.

SLOWA KLUCZOWE
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ABSTRACT

INTRODUCTION

The activity of antioxidant system enzymes in human semen might be age dependent, thus the quality of it may
get worse. The aim of this study was to investigate the correlation between the age, catalase activity and iron
concentration in seminal plasma and the influence of these factors on the quality of semen.

MATERIALS AND METHODS

Normospermic semen samples were obtained from 63 men (range, 22—-37 years) and divided in two age groups:
under 33 (group 1) and over 33 years old (group Il). The semen parameters, catalase activity and iron concentra-
tion were determined in seminal plasma.

RESULTS

We observed that in group Il the iron concentration in seminal plasma increased but sperm motility (especially
linear progressive motility) dropped with age. A lower semen volume showed a significant increase in catalase
activity as well as iron concentration. Increasing catalase activity showed a significant positive relationship with

better sperm quality. We found positive correlations between catalase activity and iron concentration.

CONCLUSION

Catalase has a protective effect on sperm cell membranes. Iron concentration in seminal plasma rises in an age
dependent manner which may contribute to sperm cells damage.

KEY WORDS
catalase, iron, sperm

WSTEP

Reaktywne formy tlenu (RFT) maja negatywny
wplyw na funkcjonowanie organizmu i czgsto sg brane
pod uwage podczas wyjasniania patomechanizmu
wielu choréb, m.in. nowotwordw, choréb uktadu kra-
zenia i chorob uktadu moczowo-ptciowego. Nieptod-
no$¢ stanowi obecnie chorobg spoleczna, na ktorg
cierpi okoto 13-18% populacji ludzkiej, niezaleznie
od rasy oraz grup etnicznych [1,2]. Przyczyna nie-
ptodnosci meskiej moze by¢ m.in. ostabienie procesu
spermatogenezy, defekty w morfologii plemnikow
oraz zmiany w fizjologii i wilasciwosciach bioche-
micznych nasienia. Zmiany te mogg by¢ uwarunko-
wane zaburzeniami molekularnymi i biochemicznymi
zachodzacymi w plemnikach. Zwraca si¢ rowniez
duza uwage na zaburzenia réwnowagi pomiedzy
zwigzkami wchodzacymi w sklad uktadu prooksyda-
cyjno-antyoksydacyjego w nasieniu, co moze powo-
dowa¢ zmiany w metabolizmie komorek rozrodczych
i moze przyczynia¢ si¢ do obnizenia ptodnosci [3].
Procesy tlenowe w nasieniu ludzkim powoduja po-
wstawanie szkodliwych RFT, ktore dziatajac na btony
komérkowe plemnikéw powodujg ich defekty zwia-
zane z utlenieniem zawartych w nich wielonienasyco-

nych kwaséw tluszczowych [4] i nagromadzenie
W nasieniu dwualdehydu malonowego, ktéry jest
produktem reakcji utleniania.

Dla zapewnienia prawidlowej funkcji nasienia nie-
zbedna jest rOwnowaga miedzy wytwarzaniem RFT
a dziataniem ochronnego systemu antyoksydacyjnego,
chronigcego plemniki przed uszkodzeniem. Uktad
antyoksydacyjny nasienia zawiera wiele sktadnikow,
w tym zwigzki enzymatyczne i nieenzymatyczne,
znajdujace sie zarowno w plazmie, jak i w plemni-
kach. Ich niedobdr moze ostabia¢ zdolno$¢ zaptadnia-
jaca ejakulatu. W nasieniu wykazano m.in. aktywno$¢
dysmutazy nadtlenkowej (superoxide dysmutase —
— SOD), peroksydazy glutationowej (glutathione
peroxidase — GPx), reduktazy, transferazy glutationo-
wej (glutathione reductase — GR) i katalazy (catalase
— CAT). Jednym z wazniejszych enzymow o dziataniu
antyoksydacyjnym jest SOD, w reakcji dysmutacji
eliminujacy ze $rodowiska anionorodniki nadtlenko-
we, z ktorych powstaje nadtlenek wodoru (naturalny
produkt metabolizmu komdrkowego, toksyczny dla
komoérek ze wzgledu na swoje wlasciwosci utleniaja-
ce), rozktadany nastgpnie przez katalazg do wody
i tlenu.

Katalaza jest tetramerem, ztozonym z czterech pod-
jednostek, kazda o masie czasteczkowej okoto 60 kDa
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zawiera grup¢ hemowa (m.in. Zelazo) 1 miejsce wigza-
nia dla fosforanu dwunukleotydu nikotynamidowo-
-adeninowego (nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate-oxidase — NADPH). Jej powinowactwo do
nadtlenku wodoru wzrasta dopiero przy wyzszych
stezeniach substratu, co moze mie¢ miejsce podczas
wybuchu oddechowego fagocytow lub przy nadeks-
presji SOD, uwalniajacej duze ilosci H,O, [5]. Z tego
tez powodu sugeruje si¢ jej wspolny z SOD udziat
w ochronie plemnikéw przed toksycznym dziataniem
tlenu w czasie stanu zapalnego [6]. Wykazano, ze
zrodlem katalazy w nasieniu jest glownie prostata,
chociaz jej aktywnosci nie skorelowano z markerami
tego narzadu, takimi jak kwas cytrynowy czy cynk.
Zlokalizowano ja zard6wno wewnatrz plemnikow, jak
i w plazmie nasiennej.

Dla prawidlowej aktywnos$ci katalazy niezbedne jest
zelazo. Jednoczesnie pierwiastek ten w stanie wolnym
w plazmie nasiennej moze podtrzymywac stres oksy-
dacyjny [7]. Zelazo nalezy do metali przejsciowych
i dlatego nadtlenek wodoru tatwo wchodzi z nim
w reakcje Fentona, w ktorej produktem jest rodnik
hydroksylowy (OH") o bardzo silnych wlasciwosciach
utleniajacych.

Fe’* + H,0, — Fe** + OH + OH’
Czynnikiem limitujacym te¢ reakcje jest dostepnos¢
jonow zelazawych (Fe*"). Sa one regenerowane
w wyniku reakcji redukcji przez anionorodnik ponad-
tlenkowy. Reduktorami mogg by¢ rdéwniez takie
substancje, jak askorbinian, NADPH, zredukowany
glutation, cysteina lub grupy tiolowe bialek. W tej
reakcji Fe”" pelni role katalityczna, co sprawia,
ze zachodzi ona nawet przy ich bardzo matych steze-
niach [5].

Celem pracy byto wykazanie, czy z wiekiem zmienia
si¢ aktywno$¢ katalazy i stezenie zelaza w nasieniu
ludzkiego i jak zmiany te wptywaja na jego jakosc.

niem ruchu progresywnego) oraz okre§lono liczbe
form prawidlowych plemnikow wedhug aktualnych
norm WHO [8]. Nastgpniec nasienic odwirowano
i supernatant zamrozono w temperaturze -75°C do
czasu oznaczenia aktywnosci katalazy i stezenia zelaza.

Oznaczenie aktywnosci peroksydazowej katalazy

Katalaze oznaczono metoda spektrofotometryczna,
opierajac si¢ na reakcji enzymu z metanolem i nad-
tlenkiem wodoru. Powstajacy formaldehyd byt ozna-
czany spektrofotometrycznie w reakcji z purpaldem
przy dlugosci fali 550 nm. Warto§¢ przedstawiono
w jednostkach U/l lub w przeliczeniu na gram
biatka [9].

Oznaczenie stgzenia zelaza

Zelazo oznaczono w plazmie nasienia przy uzyciu
analizatora biochemicznego. Stezenie wyrazono
w pg/dl

Analiza statystyczna

Do analizy statystycznej wykorzystano arkusz Kkal-
kulacyjny Excel i program Statistica 8.0 PL. Wartosci
przedstawiono jako $rednig arytmetyczng i odchylenie
standardowe (SD). Normalno$¢ rozktadu sprawdzono
testem Shapiro-Wilka. Do analizy poréwnawczej
miedzy grupami wykorzystano test t dla prob nieza-
leznych, test t z niezalezng estymacja wariancji oraz
test U Manna-Whitneya. Do oceny korelacji wykorzy-
stano test Spearmana. Za znamienne statystycznie
przyjeto zmiany przy poziomie istotnosci p < 0,05.
Autorzy otrzymali zgod¢ Komisji Bioetycznej
KNW/0022/KB1/1/13/09 na przeprowadzenie badan.

MATERIAL | METODY

WYNIKI | ICH OMOWIENIE

Materiat badany stanowito nasienie pobrane od 63
mezezyzn w wieku 28-37 lat, z malzenstw cierpia-
cych na nieptodno$¢, u ktorych nie stwierdzono pato-
logii nasienia. Badanych podzielono na dwie grupy,
uwzgledniajac kryterium wieku okreslone na podsta-
wie mediany wieku badanej populacji: I — do 33 roku
zycia (n = 33), Il — 33 lata i wigcej (n = 30).

Analiza nasienia

Nasienie pobrano po 3-7-dniowej abstynencji seksu-
alnej do sterylnych pojemnikéw i poddano je rutyno-
wej analizie: zmierzono objetos¢, oznaczono stgzenie
plemnikow, ruchliwos$¢ (ze szczegdlnym uwzglednie-

Wyniki badan zebrano w tabelach I-I11.

W tabeli | przedstawiono parametry seminologiczne
w badanej populacji. Z przeprowadzonej analizy sta-
tystycznej wynika, ze wraz z wiekiem obniza sig¢ licz-
ba plemnikow ruchliwych (p = 0,027). Ponadto wyka-
zano, ze w Il grupie badanej zwicksza si¢ stezenie
zelaza (p = 0,036; tab. II). Korelacje pomiedzy bada-
nymi parametrami seminologicznymi i biochemicz-
nymi nasienia przedstawiono w tabeli 111. Wykazano,
ze wraz ze zwigzanym z wickiem spadkiem objetosci
nasienia wzrastaja aktywno$¢ katalazy i st¢zenie zela-
za, przy czym wzrostowi aktywnosci katalazy towa-
rzyszy wzrost liczby prawidlowych plemnikoéw. Wy-
kazano dodatnig korelacje pomiedzy aktywnoscia
katalazy a stgzeniem zelaza.
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Tabela I. Parametry seminologiczne w badanej populacii
Table I. Semen parameters in study population

Wiek

do 33 lat 33 latai wiecej Calos¢
Parametr p
n=33 n=30 n=63
Srednia SD Srednia SD Srednia SD
Wiek (lata) 28,8 2,83 37,7 4,36 <0,001 33,0 573
Objetos¢ (ml) 3,77 1,38 3,27 2,26 0,301 3,53 1,85
Stezenie plemnikéw (min/ml) 713 59,6 98,8 64,0 0,084 84,4 62,8
Liczba plemnikéw (min) 260 205 286 191 0,605 272 197
% prawidfowych 53,1 8,38 50,4 7,49 0,179 51,8 8,03
% ruchliwych 63,8 8,87 59,2 7,34 0,027 61,6 8,45
% o ruchliwosci linearnej 295 11,12 28,1 11,34 0,634 28,8 11,16
Tabela Il. Aktywno$¢ katalazy, stezenie biatka i zelaza w plazmie nasienia
Table Il. Catalase activity, protein and iron concentration in seminal plasma
Wiek L,
lazma nasienia do 33 lat 33 lata | wiece] ) Calos¢
n=33 n=30 n=63
$rednia SD Srednia SD Srednia SD
m’)"”msc CAT-Px 687 560 713 454 0,853 699 508
Aktywno$¢ CAT-Px
(U/gv:)ia’rka) 18,0 19,5 19,6 17,0 0,747 18,7 18,2
Stezenie biatka g/l 444 12,5 414 11,6 0,369 43,0 12,1
Stezenie zelaza pg/d| 2,72 2,07 3,89 1,98 0,036 3,24 2,09

Tabela Ill. Korelacje pomigdzy parametrami seminologicznymi i biochemicznymi badanych ejakulatéw (warto$¢ R wspotczynnika korelacji, ***p < 0,001

*p < 0,01 *p <0,05)

Table lll. Correlation between seminological and biochemical parameters of investigated ejaculates (value R correlation ratio, ***p < 0,001 **p < 0,01

*p<0,05)
Stezenie Aktywnos¢ CAT-Px Aktywnos¢ CAT-Px .

Parametr biatka i) (Ulg biatka) Zelazo
Wiek (w latach) NS NS NS NS
Objetosc (ml) NS -0,28* NS -0,31*
Stezenie plemnikow (min/ml) NS NS NS NS
Liczba plemnikow (min) NS NS NS NS
% prawidtowych -0,29* NS 0,25* NS
% ruchliwych NS NS NS NS
% o ruchliwosci linearnej NS NS NS NS
Aktywno$é CAT-Px (U/l) -042* 0,89*** 0,44*
Aktywnos¢ CAT-Px (U/g biatka) 0,77 0,41*
Stezenie zelaza NS

DYSKUSJA

Ostabienie parametréw nasienia, takich jak ruchli-
Wo$¢, stezenie i liczba plemnikéw czy liczba form
prawidtowych, wptywa niekorzystnie na ptodnosé.
Obecnie coraz czes$ciej zwraca si¢ uwage na stres
oksydacyjny upos$ledzajacy zdolno§¢ zaptadniajaca
nasienia. Podkres$la si¢, ze zachwianie réwnowagi

miedzy produkcja a degradacja RFT moze wywotacé
stres oksydacyjny w nasieniu i uszkodzenia bton ko-
morkowych plemnikow (proces peroksydacji lipi-
dow), co w konsekwencji ostabia ich jakos¢, np. ru-
chliwosc¢ [10].

W niniejszej pracy wykazano, ze stezenie zelaza
w plazmie nasienia jest u m¢zczyzn po 33 roku zycia
wyzsze niz do 33 roku zycia. Pierwiastek ten w pla-
zmie nasiennej wystepuje w stanie wolnym, ponadto
jest zwigzany z katalazg i innymi biatkami plazmy
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nasienia, w tym z transferryng z komorek Sertolego
i laktoferryna. Wykazano, ze transferryna wptywa
pozytywnie na ruchliwos$¢ plemnikow [11], a laktofer-
ryna dziata bakteriostatyczne. By¢ moze z wiekiem
postepuje degradacja wymienionych biatek, co moze
zwicksza¢ pule wolnego zelaza w plazmie nasienne;j.
W tej formie zelazo moze podtrzymywac stres oksy-
dacyjny.

Udowodniono, ze proces peroksydacji btonowych
fosfolipidow w meskich komoérkach rozrodczych jest
inicjowany przez promocyjne dzialanie jonéw metali
przejéciowych, w tym Fe?* (reakcja Fentona). Po-
wszechnie uwaza si¢ go za podstawowy mechanizm
indukowanego przez RFT uszkodzenia tych komorek
[5]. Moze sie to przejawia¢ wzrostem nieswoistej
przepuszczalno$ci bton plemnikéw wskutek modyfi-
kacji lipidow nalezacych do struktury tych organelli.
Efektem jest obnizenie ruchliwosci i przezywalnos¢
gamet meskich, gtownie z powodu utraty ATP [12,13]
i zmiany w ich morfologii [14], co w konsekwencji
wplywa negatywnie na zdolno$¢ zaptadniajaca plem-
nikow [15,16].

Cummins i wsp. [17] rowniez stwierdzili zwigzek
nadmiernej generacji wolnych rodnikéw w nasieniu
z potencjalnym ostabieniem zdolno$ci reprodukcyjnej
przez zaburzenie metabolizmu i morfologii nasienia.
Ze wzgledu na duzg wrazliwo$¢ meskich komorek
rozrodczych nasienie zawiera wiele enzymow
i zwigzkéw nieenzymatycznych, neutralizujacych
nadmiar RFT, znajdujacych si¢ zaréwno w plazmie
nasiennej, jak i wewnatrz plemnikow [5]. Do enzyma-
tycznego systemu antyoksydacyjnego nalezy m.in.
katalaza zawierajaca grup¢ hemowa. Jest to enzym
ochraniajacy komorki zywych organizméow przed

skutkami toksycznego dziatania H,0,, majacy dwie
funkcje katalityczne zalezne od stezenia H,O, w $ro-
dowisku.

Nadtlenek wodoru powstaje w procesach fizjologicz-
nych wewnatrz komoérek plemnikowych, m.in.
W procesie nabywania zdolnosci do zaptodnienia.
Dochodzi wtedy do kapacytacji i hiperaktywacji
plemnikow, co wiaze si¢ z metabolizmem tlenowym,
a nastgpnie z procesami oksydacyjnymi, w ktorych
wytwarzane sa O, i H,0,. Proces kapacytacji indu-
kowano rowniez in vitro matymi st¢zeniami H,O,
w plemnikach chomiczych [18] i ludzkich [19].
W procesie tym nastgpuja molekularne odwracalne
zmiany w btonie komérkowej plemnikéw (np. usunie-
cie grup cholesterolowych, zwigkszenie stosunku
nienasyconych kwasow ttuszczowych do nasyconych
oraz modyfikacje biatek), co zmniejsza jej stabilnos¢.
Jeulin i wsp. oraz Sciliano i wsp. wykazali znaczny
spadek aktywnosci katalazy u nieptodnych pacjentow
z zaburzeniami ruchu plemnikow [20,21].

W przedstawionej pracy wykazano, ze wraz ze wzro-
stem aktywnosci katalazy rosnie odsetek prawidlo-
wych plemnikéw, co moze potwierdzaé ochronne
dziatanie tego enzymu na ich btony komoérkowe.

WNIOSKI

1. Katalaza dziata ochronnie na bton¢ komoérkowsq
plemnikow.

2. Stezenie zelaza w plazmie nasienia rosnie u mez-
czyzn po 33 roku zycia, co moze przyczynia¢ si¢
do indukowania uszkodzenia plemnikow.
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