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o STRUCNI RADOVI

Prostasomi — organele sjemene tekucine

ANA PLAZONIC i TIHANA ZANIC-GRUBISIC

Zavod za medicinsku biokemiju i hematologiju, Farmaceutsko-biokemijski fakultet,
Sveuciliste w Zagrebu, Zagreb

Ejakulirano sjeme (sperma) sastoji se od tekuéine iz sjemenika (testisa),
sjemenovoda, sjemenih mjehuriéa, prostate i mukoznih bulbouretralnih zli-
jezda. Najveéi dio volumena sjemene tekuéine tvori tekuéina iz sjemenih
mjehurica (oko 60 %) i prostate (oko 30 %). Prosje¢ni pH sjemena je 7.2-7.8.
Kolié¢ina sjemena koje se ejakulira je oko 2—6 ml, najéesée 3.5 ml. Koncentra-
cija spermija kod normalnih uzoraka je veéa od 20 x 108 u mililitru sjemena.
Taj broj moze i kod zdravih osoba varirati izmedu 35 i 200 milijuna po mili-
litru sjemena.

Prostata je neparna Zzlijezda smjestena ispod mokraénog mjehura, obli-
kom sliéna kestenu i obuhvaéa pocéetni dio mokraéne cijevi. Sastoji se od
mnostva alveotubularnih Zlijezda ¢ije se odvodne cjevéice spajaju u izvodne
kanale prostate i ulijevaju u ejakulatorni kanal. Izlucuje rijetku, mlijeénu,
alkalnu tekuéinu koja sadrzi limunsku kiselinu, kalcij, proteine i male orga-
nele nazvane prostasomi. Alkalnost prostati¢ne tekuéine povecava pokretlji-
vost spermija jer neutralizira tekuéinu sjemenovoda, koja je zbog prisutnosti
konaénih proizvoda metabolizma spermija kisela. Spermiji postaju optimal-
no pokretni kada je pH okolne tekuéine oko 6 do 6.5. Sekreti sjemenih mje-
huriéa i prostate najviSe pridonose sadrzaju proteina u sjemenoj tekuéini, od
kojih je je albumin najvazniji (1).

E-ki'e #

Slike 1. Prostasomi pod elektronskim mikroskopom
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Karakteristike i sekrecija prostasoma

Prostasomi su membranski mjehuriéi okruzeni dvoslojnom ili visesloj-
nom lipoproteinskom membranom promjera 40 do 500 nm (Slika 1.).

Lipidni sastav membrane prostasoma razlikuje se od veéine drugih ko-
lesterolom bogatih membrana, kao $to je npr. mijelin, zbog vrlo visokog sadr-
zaja kolesterola u odnosu na fosfolipide. Omjer sadrzaja kolesterola prema
fosfolipidima je pribliZno 2:1. Sfingomijelin je glavni fosfolipid. Takav lipidni
sastav smanjuje fluidnost membrane prostasoma. Lipidni sastav membrane
prostasoma prikazan je u tablici 1 (2).

Tablica 1.
Lipidni sastav membrane prostasoma

KOLESTEROL 800 + 100 nmol/mg proteina
LIPIDNI FOSFOR 400 + 100 nmol/mg proteina
LIPIDI : PROTEINI 1200 : 1

KOLESTEROL : FOSFOLIPIDI 20:1
FOSFATIDILETANOLAMIN 27 + 2 % ukupnog P u lipidima
FOSFATIDILKOLIN 12 + 3 % ukupnog P u lipidima
FOSFATIDILSERIN + 20 + 3 % ukupnog P u lipidima
FOSFATIDILINOZITOL

SFINGOMIJELIN 653 + 12% ukupnog P u lipidima

Membrana prostasoma sadrzi velik broj proteina koji se razlikuju u mo-
lekulskoj masi i izoelektriénoj toéki. Dipeptidil peptidaza IV, 5'-nukleotidaza,
ekto-ATPaza i aminopeptidaza N neki su od vaznijih enzima vezanih za
membranu prostasoma. U sastavu prostasoma nalaze se tkivni faktori fibro-
nektin koji sudjeluju u stvaranju sjemenog ugruska. Sadrze neke ione (kal-
cij, cink, selen), nukleotide (GDP, ADP, ATP) i nukleinske kiseline razlidite
veli¢ine.

Prostasomi su pronadeni u spremi$nim vakuolama u epitelnim stanica-
ma prostate odakle se otpustaju egzocitozom ili dijacitozom. Prilikom egzoci-
toze vakuola se spaja sa stani¢cnom membranom i otpusta prostasome u lu-
men. Dijacitoza ukljucuje prijenos intaktne vakuole iz unutrasnjosti stanice
preko stani¢ne membrane u lumen Zlijezde.

Prostasomi se nalaze u normalnim uzorcima sjemena. Smanjenu koliéi-
na prostasoma u sjemenoj tekuéini nalazimo kod pacijenata s Klinefeltero-
vim sindromom sa snizenom razinom testosterona i kod pacijenata s karci-
nomom prostate koji su lije¢eni antiandrogenima. Takvi rezultati upuéuju na
vaznu ulogu testosterona u sekreciji prostasoma (3).

Prostasome se moze izolirati iz uzoraka prociSéene sjemene tekucine iz
kojih su spermiji i fragmenti stanica uklonjeni centrifugiranjem. Vezikule
prostasoma se od amorfnog materijala proéiSéavaju gel filtacijom na koloni
hidrofilnog dekstrana niskog stupnja umrezenja, velike gustoce i visoke spo-
sobnosti bubrenja (Sephadex G-200) koji omogucéuje najbolje proéiséavanje.
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Vezikule prostasoma ne ulaze u pore gela i prve se eluiraju, a manje moleku-
le ulaze u Cestice gela i eluiraju se prema padajuéoj molekulskoj veli¢ini. U
uzorku prociséenih prostasoma mogu se naéi mjerljive vrijedosti aktivnosti
enzima karakteristi¢énih za membranu prostasoma, kao Sto su dipeptidil
peptidaza 1V, 5'-nukleotidaza, ekto-ATPaza, koja ima i ADP-aznu aktivnost
(4, 5).

Bioloske funkcije prostasoma

Zastita spermija u kiseloj sredini

Interakcija i fuzija prostasoma s membranom spermija je dokazana i ne
ovisi o kationima, ali ovisi o pH i zahtijeva prisutnost jednog ili viSe proteina
na povrsini spermija i prostasoma. Spajanje spermija s prostasomima pred-
stavlja vazan mehanizam pomoc¢u kojeg spermiji prezivljavaju u kiselom ok-
ruzenju vagine (6).

Stabilizacija plazmatske membrane spermija
i odlaganje akrosomalne reakcije

Sjemena tekuéina spreava progesteronom uzrokovano oslobadanje ak-
rosomalnih enzima, nuznih za oplodnju jajne stanice, a to djelovanje se pripi-
suje frakciji prostasoma. Lipidni sastav membrane prostasoma razlikuje se
od membrane spermija po visokom sadrzaju kolesterola u membrani prosta-
soma. U membrani spermija zastupljeni su uglavnom polinezasiéeni fosfati-
dilkolini i fosfatidiletanolamini. Spajanje prostasoma i spermija obogacuje
membranu spermija kolesterolom, sfingomijelinom i zasi¢enim glicerofosfoli-
pidima. Smanjuje se fluidnost membrane i odlaze akrosomalna reakcija (7).

Poveéanje pokretljivosti spermija

Spermiji u puferu pH = 7.4 ne pokazuju znacajniju pokretljivost. Dodani
prostasomi poveéavaju pokretljivost imobiliziranih spermija ovisno o koncen-
traciji i vremenu izloZenosti. Takoder je dokazano da medij obogacen prosta-
somima smanjuje vanjske Stetne utjecaje i poveéava pokretljivost spermija
nakon odmrzavanja sjemena. IzloZzenost spermija kiselom mediju smanjuje
postotak pokretljivih stanica i smanjuje brzinu pravocrtnog gibanja spermi-
ja. Prostasomi poveéavaju postotak pokretnih stanica koje prezivljavaju pri
nizim pH vrijednostima. Pretpostavljeni mehanizam poveéanja pokretljivos-
ti spermija povezan je s djelovanjem cAMP. Vazoaktivni intestinalni peptid,
prisutan u prostasomima, je stimulator adenilat ciklaze, enzima koji sinteti-
zira cAMP iz ATP-a. Poveéana koncentracija cAMP-a dovodi do aktivacije
protein kinaze koja katalizira fosforilaciju i aktivaciju razli¢itih enzima i time
djeluje na poveéanu pokretljivost spermija (8).
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Prijenos enzimske aktivnosti s prostasoma na spermije

Prijenos enzimske aktivosti s prostasoma na spermije dokazan je za ve-
lik broj enzima npr. aminopeptidazu N, dipeptidil peptidazu IV i ekto-ATPa-
zu. Naroéito zanimljive karakteristike ima ekto-ATPaza. Taj enzim je prisu-
tan u svim fazama spermatogeneze u testisima, osim u zavrs$noj fazi zrelog
spermija. Njegova se aktivnost moZe ponovo dokazati kod ejakuliranog sper-
mija. Za tu aktivnost se ne zna je li izraz ekspresije vlastitog gena samog
spermija ili se radi o enzimu prostasomalnog podrijetla. Postoji velika vjero-
jatnost da ga spermij dobija fuzijom s membranom prostasoma koji ga nor-
malno posjeduju. Ekto-ATPaza regulira koncentraciju ATP, ADP i indirektno
AMP i adenozina. To su signalne molekule, od kojih je najznaéajnija adeno-
zin. Adenozin preko svojih receptora na membrani spermija regulira pokret-
ljivost i sposobnost fertilizacije.

Prijenos enzimske aktivnosti s prostasoma na spermije jedan je od naéi-
na promjene sastava i bioloskih svojstava membrane u procesu sazrijevanja
spermija (9).

Imunosupresivna aktivnost

Prostasomima se pripisuje svojstvo inhibitora proliferacije limfocita i ak-
tivnosti fagocita. Zadrzavaju svoju imunosupresivnu aktivnost i nakon zagri-
javanja na visokim temperaturama, §to upucuje na zaklju¢ak da enzimska ak-
tivnost nije neophodno potrebna, veé se odvija fagocitiranjem prostasoma i
vezanjem prostasoma za leukocite. Zbog svoje male veli¢ine prostasomi su
lakse fagocitirani od mnogo veéih spermija i na taj naédin §tite spermije od fa-
gocitoze (10).

Regulacija sustava komplementa

Na membrani prostasoma prisutni su inhibitori aktivatora sustava kom-
plementa i inhibitori nastanka liticnog kompleksa, jednog od najvaznijih
produkata kaskade komplementa. Interakcijom s prostasomima spermiji
mogu steci proteine koji mijenjaju njihova antigena svojstva, otpornost pre-
ma imunolo$kom odgovoru u Zenskom genitalnom sustavu i ostala povrsin-
ska svojstva. Inhibitori sustava komplementa §tite spermije, ali isto tako i
patogene mikroorganizme (11).

Antioksidativna aktivnost

Prostasomi inhibiraju stvaranje superoksidnih radikala u leukocitima
interakcijom s polimorfonuklearnim leukocitima. Oni ne djeluju kao direktni
hvataéi superoksidnih radikala. Antioksidativna aktivnost objasnjava se
ukruéivanjem membrane neutrofila nakon fuzije s prostasomima zbog
poveéanja koli¢ine kolesterola u membrani neutrofila. Ljudski spermiji su
osjetljivi na oksidacijske spojeve zbog visokog sadrzaja nezasi¢enih masnih
kiselina u membrani i malog volumena citoplazme. Smatra se da je povisena
koncentracija superoksidnih radikala u sjemenoj tekuéini jedna od glavnih
karakteristika idiopatske neplodnosti muskaraca (12).
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Inhibicija virusa

Preko membranskih proteina, receptora za virusne proteine, prostasomi
mogu djelovati kao »lazna stanica« koja preuzima viruse i onesposobljava ih
za infekciju drugih stanica (2).

Moguéa primjena prostasoma u klinickoj praksi

Neplodnost mogu uzrokovati problemi kod muskarca, Zene ili kod oba
partnera. Statisticki podaci upuéuju na zakjucéak da je uzrok neplodnosti u
20 posto sluéajeva samo kod muskarca, u 30 posto uzrok je kod oba partnera,
a u 40 posto razlog neplodnosti je kod Zene. Metodama potpomognute repro-
dukcije danas je moguée obaviti oplodnju kada je nalaz spermiograma vrlo
lo$. Na raspolaganju su razli¢ite metode inseminacije, izvantjelesne oplodnje
1 intracitoplazmatske spermalne inseminacije. Sjeme mora biti obradeno u
biolo$ko-endokrinolo§kom laboratoriju tako da se iz ukupnog ejakulata oda-
jeSaju se s medijem predvidenim za zamrzavanje i ¢uvaju u tekuéem dusiku
na temperaturi od —196 °C do upotrebe za metode potpomognute reprodukci-
je. Dokazano je da prostasomi poveéavaju vitalnost i gibljivost imobiliziranih
spermatozoida nakon krioprezervacije. Zbog toga je preporuéena klini¢ka pri-
mjena prostasoma u mediju za krioprezervaciju sjemena uz prisutnost glu-
koze, adenina i magnezijevih iona (3).

Zakljucak

Prostasomi su vezikule podrijetlom iz epitelnih stanica prostate. Prisut-
ni su u normalnim uzorcima sjemene tekuéine. Okruzeni su dvoslojnom ili
viSeslojnom lipoproteinskom membranom promjera 40-500 nm. Membrana
sadrzi neuobiéajeno visok sadrzaj kolesterola, a glavni membranski fosfoli-
pid je sfingomijelin. Ne sadrze citosol, veé male okrugle éestice promjera oko
15 nm, ione cinka, kalcija, selena, nukleotide (GDP, ADP i ATP) i nukleinske
kiseline razlicite veli¢ine. Za membranu je vezan velik broj proteina i enzima
koji se razlikuju u molekulskoj masi i izoelektriénoj toéki. Prostasomi se spa-
jaju s membranom spermija $to ovisi o pH medija i zahtijeva prisutnost jed-
nog ili viSe proteina na povrsini spermija i prostasoma.

Dokazane su brojne fizioloSke funkcije prostasoma kao §to je zaStita
spermija u kiseloj sredini, stabilizacija plazmatske membrane spermija i od-
laganje akrosomalne reakcije, poveéanje pokretljivosti spermija, prijenos en-
zimske aktivnosti s prostasoma na spermije, imunosupresivna aktivnost, re-
gulacija sustava komplementa, antioksidativna aktivnost i inhibicija virusa.
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Prostasomes

s -

by A. Plazonié and T. Zanié-Grubisi

Summary

Prostasomes are membrane surrounded organelles secreted by epithelial cells of the
prostate gland and are present in normal human semen. Bilaminal or multilaminar
lipoprotein membrane contains a high amounts of cholesterol, sphingomyelin and en-
zyms. Prostasomes interact with sperm cells. This fusion is dependent on pH and re-
quires one or more proteins on sperm and prostasome surfaces. The prostasomes are
ascribed to have many biological functions. They protect spermatozoa in acidic envi-
ronment, stabilize sperm plasma membrane and delay acrosome reaction, enhance
sperm motility, inhibit the lymphoproliferation and the phagocytosis of macrophages,
regulate the complement activation, possess an antioxydant capacity and inhibit viral
activity. Because of their role in regulating sperm motility and viability they could be
used in improving results in assisted reproductive technologies using freeze-thawed
spermatozoa.

(University of Zagreb, Faculty of Pharmacy and Biochemistry, Department of Medical
Biochemistry and Hematology)
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