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Kog Spermasinin Kisa Siireli Saklanabilirligi Uzerine L-Arjinin
ilavesinin Etkisi * ~

Bu calisma kog spermasina L-arjinin ilavesinin kisa sureli saklamaya etkisini arastirmak amaciyla
yapildi. Alti kogtan 5 hafta boyunca haftada bir kez suni vajenle alinan ejekulatlar birlestirildi.
Sperma o6rnekleri mililitrede 400 milyon motil sperm olacak sekilde Tris-yumurta sarisi
sulandiricisiyla sulandiriidiktan sonra 6 esit kisma ayrildi. Orneklerden biri kontrol amaciyla
tutulurken, digerlerine sirasiyla 0.1 mM, 0.5 mM, 1 mM, 5 mM, 10 mM L-arjinin ilave edildi.
Ornekler kisa siireli saklama igin sogutma kabininde +4 °C’de bekletildi. 0., 12., 24. saatlerde ve
daha sonra da 24 saat araliklarla motilite, membran butunludul, arginaz aktivite analizleri yapildi.
Kisa sureli saklanan 6rnekler degerlendirildiginde, 10 mM L-arjinin ilavesinin sperma 6rneklerinin
motilitesini 12. saatten sonra, membran butinligini 48. saatten sonra (P<0.05), arginaz
aktivitesini ise 24., 72., 96. saatlerde azalttigi (P<0.01) goézlendi. Sonugta sulandiriciya katilan L-
arjinin’in 10 mM dozunun kisa sureli saklama esnasinda spermanin kalitesine zarar verdigi
kanaatine variimistir.

Anahtar Kelimeler: L-arjinin, arginaz, saklanabilirlik, sperma, kog

Effect of L-Arginine Addition on Short Term Storability of Ram Semen

This study was conducted to investigate the effect of L-arginine addition on short term storability of
ram semen. The semen collected from 6 Akkaraman rams by using artificial vagina once a weeks
during 5 weeks, was pooled. The semen samples were diluted with Tris-egg yolk extender to
include 400 million motile sperms per mL and were then divided into 6 equal groups. While group 1
was kept as control, 0.1 mM, 0.5 mM, 1 mM, 5 mM, 10 mM L-arginine were added to the other
groups. The groups were kept at +4 °C for short term storage. Motility, membrane integrity,
arginase activity were analyzed at 0, 12", 24™ h and then at 24 h intervals. When the samples
stored in short term at +4 °C were evaluated, it was observed that the addition of 10mM L-arginine
to semen samples decreased the motility after the 12" h and membrane integrity after the 48" h
(P<0.05), but the addition of 10 mM L-arginine decreased the arginase activity at the 24", 72", 96"
(P<0.01). In conclusion, 10 mM dose of L-arginine added to the diluent damaged to the quality of
the semen during short-trem storage.

Key Words: L-arginine, arginase, storability, semen, ram

Girig

Koyun yetistiriciliginde fazla sayida hayvanin kisa stire icerisinde tohumlanabilmesi
icin kullanilacak spermanin elde hazir bulunmasi gerekmektedir. Dondurulmus ve
¢o6zdiridlmus kog spermasiyla yapilan servikal tohumlamalarda fertilite oraninin disik
olmasi, arastirmalari spermanin kisa sureli saklanmasi Uzerinde yogunlastirmistir (1).

Spermanin saklanmasindaki temel yaklasim spermlerin metabolizmasini
yavaslatmak ve enerji kullanimlarini azaltarak yasam sirelerini uzatmaktir. Yapilan
arastirmalar sonucunda spermanin saklanmasi icin iki ydontem gelistirilmistir. Bunlardan
birincisi, spermanin sicakhgini disirmek vasitasiyla spermlerin metabolizmasini
yavaslatarak sivi sekilde kisa sureli, ikincisi ise 0 °C’den daha dusuk sicakliklarda
spermanin dondurularak uzun streli saklanmasidir (2).

Spermanin iglenmesi sirasinda sekillenen membran hasarlari sogutma sicakliginin
ozellikle 20 °C den 5 °C’e hizli dismesi sonucu soguk soku ve depolama sirasinda
spermlerin  yaslanmasina baghh  olarak meydana gelen degisikliklerden
kaynaklanmaktadir (3). Spermanin sogutulmasi sirasinda i1sinin dismesine bagli olarak
faz gegcisi esnasinda spermlerin plazma membranlarinda yer alan lipitler, fiziksel bir
degisiklige ugrayarak yumusak ve akiskan durumlarini yitirip, daha sert ve daha az
akigkan bir hale gelirler (4). Sogutma sirasinda sperm membranlarinda ortaya ¢ikan
hasarlarin bu faz gegisi sonrasinda lipitlerin yeniden baslangigtaki bigcimde

" Bu calisma Seyma OZER KAYA'nin doktora tezinden &6zetlenmis ve Firat Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi (FUBAP, VF.14.10) tarafindan desteklenmistir.
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dizenlenememesi veya normal dagihmlarini
kazanamamalari neticesi olustugu ifade edilmektedir (5).

Ko¢ sperminin plazma membrani doymamis yag
asitince zengin oldugundan lipit peroksidasyonuna karsi
son derece duyarlidir. Spermanin kisa sireli saklanmasi
sirasinda  hicreler  lipit peroksidasyona maruz
kalabilmekte ve bunun sonucu olarak da sperm
motilitesinde, membran bitinliginde kayiplar, fertilite
oranlarinda dismeler yasanmaktadir (2). Bu olumsuz
etkiler, spermanin saklanmasi 6ncesi sulandiricilara bazi
kimyasallarin ilavesiyle dengelenmeye caligiimaktadir

(6).

Vicutta uygun bir protein sentezi elde edebilmek
icin, butin aminoasitlerin mutlaka ayni zamanda ve
dogru miktarlarda bulunmalari gereklidir. Bir aminoasit
olan arjinin D ve L olarak iki formdan olusur. Eder bir
aminoasit kullaniliyorsa, vucut i¢cin en uygun olan L-
formlarinin kullaniimasi gerekmektedir (7).

Vicutta dogal olarak bulunan aminoasitlerden biri
olan L-arjinin (L-A) (2 amino 5 guadinovalerik asit) farkli
kimyasal vyollarla sentezlenir. Bunlar sitrilinden L-A
sentezi (ince bagirsak, bdbrek ve karacigerde),
glutamattan L-A sentezi ve proteinlerin yikimindan L-A
olusumu seklindedir (8).

L-A, hayvan hicrelerinde cesitli dokularda farkh
metabolik olaylara katilip 6nemli bilesiklerin yapilarinda
yer almaktadir (9). Vicutta L-A, arginaz enzimi ile ornitin
ve Ureye katabolize olur. L-A’dan sentezlenen ornitin,
poliamin sentezi igin bir prokursordir. Poliamin
biyosentezinde arginaz baslangic enzimi olup olusan
ornitin, ornitin  dekarboksilaz enzimi ile putresin’e
donismekte, putresin de daha sonra spermin ve
spermidin sentezine katilmaktadir (10).

Kog¢ spermasinin seminal plazmasinda ve basta
epididimis olmak Uzere erkek uUreme sisteminin diger
kisimlarinda gesitli  poliaminler  (putresin, spermin,
spermidin) bulunur. Poliaminler bir hiicrenin biiyimesi ve
farkhlasmasi igin 6nemli olan biyomolekdllerdir. L-A de
poliaminleri etkileyerek sperm motilitesinde artisa neden
olmaktadir (11).

L-A’in bir baska 6nemli rolide, nitrik oksit (NO)
sentezinde bir preklrsér olmasindan kaynaklanmaktadir.
NO icin klasik bir reseptdér bolgesi yoktur. NO,
nonadrenerjik-nonkolinerjik nérotransmisyon siresince
endotelden salinir ve bdylece kaslarda guanilil siklazi
aktive edip, onun HEM grubuna baglanarak hiicre igin
ikincil haberci molekul olarak c¢alisan siklik guanozin
monofosfat (sGMP)'in birikmesine yol agar. sGMP,
miyozin hafif zincir kinazin defosforilasyonuna neden
olur. sGMP seviyelerini artirp vaskuler diz kasta
kalsiyum seviyelerini azaltarak diz kaslarin (korpus
kavernozum) gevsemesini saglar ve buna bagli olarak
ereksiyonda 6nemli bir rol Ustlenir (12, 13).

Bir reaktif oksijen tiri olan NO cgesitli fizyolojik
sistemlerde bulunur ve erkek Ureme sisteminin farkli
organlarini diizenlemede 6nemli bir rol oynar. NO oksijen
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ve farkli kofaktorleri (adenin dinikleotid fosfat, flavin
mononukleotid, flavin adenin dinukleotid) kullanarak NOS
enzimi tarafindan L-A den tirer. Bdyle enzimler kapasite
olmayan spermin kuyruk ve akrosomu Uzerinde bulunur
(14).

Bunlara ilaveten L-A’in antioksidan 6zelligi de
vardir. Hidrojen peroksit (H.O2) ve suiperoksit anyonlarini
(O2) etkili bir sekilde stiptirmektedir (15).

Spermadaki  endojen  antioksidatif  kapasite
spermanin  kisa  sdreli  saklanmasinda  yeterli
gelmemektedir. Reaktif oksijen tirlerinin (ROS) zarar
verici etkisine karsi spermler ve seminal plazma
antioksidatif savunma sistemlerine sahiptir. Ancak,
spermlerin  kugluk  sitoplazmasina bagh  olarak
antioksidatif savunma sistemleri kisithdir. Seminal
plazmada dogal olarak bulunan veya bulunmayan taurin,
hypotaurin, inositol, prolin, superoksit dismutaz, katalaz,
piruvat, glutatyon, ergotiyonin, trehaloz, askorbik asit,
alfa-tokoferol gibi maddelerin antioksidan &zelliklerinden
faydalanma yoluna gidilmistir. Bu amagla cesitli
antioksidanlar sperma sulandiricilarina katilmistir (6, 16,
17).

L-A spermatogenezisin devam ettirilmesinde gerekli
olup, nukleoproteinlerin yapisina girdigi ve spermlerde
onemli bir nlkleoprotein komponenti olusturdugu
bildirilmistir. Spermatogenezisin hem mitoz hem de
mayoz bélunmesi sirasinda ¢ok miktarda nukleoproteine
ihtiyaci vardir. Sperm nikleoproteini ise L-A bakimindan
¢ok  zengindir. L-A'dan yetersiz  beslenmenin,
emilimindeki bozuklugun ve anormal aktivitesinin,
dokulardaki metabolizmanin diizensizligine, dolayisiyla
mitozun bozulmasina neden oldugu belirtiimistir. L-A
spermde laktat jenerasyonunu ve adenozin trifosfatin
oranini arttinr ve sonucta glikolizis oranini yukseltir.
Boylece L-A’in, adenozin trifosfat sentezinden dolayi
sperm motilitesini arttirdid1 bilinmektedir (18-20). L-A
eksikligi ise spermatogeneziste bozukluklara ve
motilitenin azalmasina neden olur. Bu durumla L-A
eksikligi arasinda bir iligki oldugu ileri strtlmustur (21).

Bu calisma, koglarda sulandirici solusyonuna L-A
ilavesinin spermanin kisa sureli saklamasina etkisinin
olup olmadigini incelemek amaciyla yapilmistir.

Gereg ve Yontem

Arastirmada hayvan materyali olarak 2-3
yaslarinda, klinik olarak saghkli, fertilitesi bilinen ve
genital organ muayenelerinde herhangi bir patolojik
bulguya rastlanmayan 6 Akkaraman kog kullanildi.

Calismaya baslamadan énce Firat Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun onayi alindi
(2013/10). Sperma alma c¢alismalari Ureme sezonu
icerisindeki aylari arasinda gerceklestirildi.

Arastirmada kullanilan koglar ¢alisma o6ncesince
hormonal uyarimlarla kizginliga getirilen koyun esliginde
suni vagene alistirildi. Her bir kogtan alinan ejekulat
ornekleri birlegtirilerek ¢aligildi.
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Spermanin Kisa Siireli (+4 °C) Saklanmasi: Alti
kogtan 5 hafta slreyle haftada bir kez sperma 6rnekleri
alindi. Haftalik olarak alinan ejakdlatlar 37 °C’de pooling
yapilip mililitrede 400 milyon motil sperm olacak sekilde
Tris-Yumurta sarisi (Tris 3.63 g, sitrik asit 1.99 g, glukoz
0.5 g, 100 mL igin) sulandiricisiyla sulandirildi ve 6 esit
kisma ayrildi. Kisimlardan biri kontrol olarak tutulurken,
diger kisimlar sirasiyla 0.1 mM, 0.5 mM, 1 mM, 5 mM ve
10 mM L-A ilave edildi.

L-A ilavesinden sonra sulandiriimis sperma
orneklerinin sicakligi 6zel sogutma kabininde +4 °C'ye
indirildi. Bu sicaklikta tutulan sperma 6rneklerinde 0, 12,
24. saatlerde ve daha sonra da 24 saat araliklarla 120.
saate kadar motilite, membran bltiunligu ve arginaz
aktivitesi analizleri yapildi.

Sperm Motilitesi ve Hipoozmotik Swelling (HOS)
Test: Sperm motilitesini belirlerken dncelikle sicaklidi 37
°C’ye ayarlanmis mikroskobun isitma tablasinda lam
Uzerine 0.5 mL tris sulandiricisi ve Uzerine 3 yL sperma
konularak sulandirildi. Uzerine lamel kapatilarak Faz-
kontrast mikroskop altinda 400’lik blylitmede motilite 3
farkl sahada ylzde olarak belirlendi (22).

Sperm plazma membran bitinligunin belirlenmesi
icin HOS testi kullanildi. Sismis ve kivrilmis kuyruga
sahip saglam spermlerin orani yizde olarak ifade edildi
(23).

Arginaz Enzim  Aktivitesinin  Belirlenmesi:
Sperma ornekleri 15.000 g'de 13 dakika sogutmali
santrifijle +4 °C’'de santrifiij edildi. Elde edilen seminal
plazmalar, arginaz aktivitesi tayin edilinceye kadar —20
°C’de saklandi. Seminal plazma arginaz aktivitesi Gayer
ve Dabich (24)in bildirdigi thiosemicarbazide-diacetyl-
monoxime-urea (TDMU) metodunun bir
modifikasyonuyla spektrofotometrik olarak belirlendi.
Protein yogunlugu ise Lowry ve ark. (25)'nin bildirdigi
metotla tespit edildi. Sonuglar daha sonra U/mg protein
olarak verildi.

istatistiksel Analiz: Calismada elde edilen veriler
ortalama ve standart hata (+SEM) degerleri olarak
sunuldu. Verilerin istatistiki kargilastirmalari igin SPSS
(22.0, Chicago, IL, USA) istatistik programi kullanildi.
P<0.05 degeri istatistiki agidan énemli kabul edildi.

Verilerin normal dagilim gdsterip gdstermediklerini
tespit etmek icin Shapiro-Wilk normallik analizi yapildi.
Verilerin normal dagilim goésterdigi belirlendikten sonra
kontrol ve L-A ilave edilen gruplar arasindaki farkhlklar
tek yonli varyans analizi (ANOVA) ve post hoc Tukey-
HSD testi ile karsilastirildi. Ayni grup igerisinde zamana
bagli farkhliklarin tesbitinde, tekrarli dlgimler icin tek
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yonli varyans analizi (ANOVA) ve ikili karsilastirmalarda
ise bagimli t testi uygulandi.

Bulgular

Sogutma kabininde +4 °C’de kontrol ve farkl doz L-
A katilan sulandirilmis sperma 6rneklerinin zamana gore
ortalama (+*SEM) motilite degerleri Tablo 1'de
gorulmektedir. L-A’in 0.1 mM, 0.5 mM, 1 mM ve 5 mM’lik
dozlarinin tim zaman dilimlerinde kontrol grubuyla
karsilastirldiginda motilite Uzerine 6nemli bir etkisinin
olmadigi gorilmustir. Ancak 10 mM L-A ilavesi 24.
saatten itibaren kontrol grubuna gére motiliteyi énemli
derecede azalttigi tespit edilmistir (P<0.05). Tim
gruplarda grup ici zamana goére motilitede belirli bir
azalma tespit edilmistir. Kontrol, L-A’in 0.1 mM, 0.5 mM,
1 mM ve 5 mM gruplari kendi icerisinde zamana gore
kargilastirildiginda, 48. saatten itibaren dnemli azalmalar
g6zlenmistir (P<0.05). Ancak L-A 10 mM grubunda
motilitede 12. saatten itibaren azalmalar belirlendi
(P<0.01).

Sogutma kabininde +4 °C’de kontrol ve L-A ilave
edilen sperma O&rneklerinin  zamana gbére ortalama
(xSEM) HOS test degerleri Tablo 2'de verildi.

Spermaya 10 mM L-A ilavesinin 72. saatten itibaren
hem kontrol hem de diger L-A gruplarina gére HOS
degerlerini 6nemli diizeyde azalttigi (P<0.05) belirlendi.
Kontrol grubunda 0., 12., 24., 48. saatler ile 72., 96., 120.
saatlerdeki HOS testi degerleri arasinda fark 6nemli
bulundu (P<0.01). L-A 0.1 ve 0.5 mM gruplarinda 0., 12.,
24., 48. ve 72. saatlerdeki HOS testi degerleri ile hem 96.
hem de 120. saatler arasinda ve 96. saat ile de 120.
saatler arasindaki farkhlklar énemliydi (P<0.05). L-A
1 mM grubunda 0., 12., 24. saatler ile 48., 72., 96., 120.
saatlerdeki, 48. ile 72., 96., 120. saatlerdeki ve 72. ile
120. saatlerdeki HOS testi de@erleri arasindaki farklliklar
onemli bulundu (P<0.05). L-A 5 mM grubunda 0. ile 48.,
72., 96., 120. saatlerdeki, 12., 24. ile 72., 96., 120.
saatlerdeki ve 48. ile 120. saatlerdeki HOS testi degerleri
arasinda farkliliklar 6nemli bulundu (P<0.05). 10 mM L-A
ilave edilen grupta 0., 12., 24., 48. saatleri ile 72., 96.,
120. saatler arasindaki fark ©nemli bulunmustur
(P<0.05).

Calismada kontrol ve farkli doz L-A ilave edilen
sperma oOrneklerinin zamana goére ortalama (+SEM)
arginaz enzim aktivite degerleri Tablo 3’te verildi. L-A 0.5
mM grubu 24. saatte 10 mM gurubuna goére, 96. saatte
ise hem 5 mM hem de 10 mM grubuna goére arginaz
aktivitesinde o6nemli artisa neden olmustur (P<0.05).
Ancak 10 mM L-A ilave edilen grubun 72. saatteki
arginaz aktivitesinde kontrol grubuna goére azalma
gOrulmistur (P<0.05).
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Tablo 1. Koglarda sulandirici solusyonuna L-Arjinin ilave edilen ve kontrol grubu spermalarinin +4 °C’de zamana bagl
ortalama (+SEM) motilite degerleri

Zaman (saat)

Gruplar 0. 12. 24. 48. 72. 96. 120. P degeri
Kontrol 90.0£0.0*  90.0£0.0"*  90.0£0.0"* 72.0+4.9"®®  58.0£5.8° 34.0+5.1% 10.0+£3.2° 0.001
L-A

0.1mM 90.0£0.0  90.0:0.0"  90.0:0.0"  82.0:+2.0"  56.0+4.0° 32.0#5.8" 10.0#3.2°°  0.004
L-A a Aa Aa Ab c d Ae

0.5 mM 90.0+0.0 90.0+0.0 90.0+0.0 80.0+5.5 52.0+6.6° 28.0+5.8° 10.0+3.2 0.003
L-A a Aa Aa Ab c d ABe

1mM 90.0+0.0 90.0+0.0 90.0+0.0 78.0+£3.7 50.0+10.5° 24.0+6.0° 8.0+3.7 0.005
L-A

5 mM 90.0£0.0  90.00.0"*  90.0:0.0" 74.0:2.5®  52.0£8.0° 18.0#3.7° 4.0:+2.4"*  0.006
IibAmM 88.0+2.0°  86.0+2.4°% 78.0£2.0°° 64.0+2.5%  40.0£3.2° 20.0+5.5°  0.0£0.0% 0.000
P degeri 0.439 0.047 0.030 0.028 0.527 0.248 0.05

A8: Her bir zaman diliminde gruplar arasindaki énemli farkligi géstermektedir.
abedel Horpir grupta zaman dilimleri arasindaki 6nemli farkliligi géstermektedir.

Tablo 2. Koglarda sulandirici solusyonuna L-Arjinin ilave edilen ve kontrol grubu spermalarinin +4 °C’de zamana bagl
ortalama (+SEM) HOS testi degerleri

Zaman (saat)

Gruplar 0. 12. 24, 48, 72. 96. 120. P degeri
Kontrol 78.4+3.1%  77.843.1%°  79.2¢3.8%° 74.0+3.9° 66.2£3.4°™ 58.0+4.2°% 52.0+2.9% 0.022
L-A 80.8+3.2° 75.0+2.4% 78.6+3.1% 72.6+1.7°  68.6£2.6%  62.2+2.3%" 52.6+1.1% 0.028
0.1 mM

L-A 79.4+4.3°  72.0+2.8% 76.4+4.5* 71.8£3.0° 68.4+0.7%  62.6+1.1°® 53.4+1.2% 0.049
0.5 mM

L-A 78.2+4.0° 74.8+2.3%  77.4+3.4% 71.2424°  654+1.5%  60.0+2.5°° 52.2+0.9% 0.043
1mM

L-A 79.243.6° 76.0+2.7° 754431 71.0+3.3" 68.4+1.3% 62.4+2.25° 56.8+1.2% 0.014
5mM

L-A 77.241.6° 75.4+2.2% 73.8+2.8° 73.8#2.9° 524426 504435 46.6+3.1" 0.040
10 mM

P degeri 0.954 0.860 0.885 0.963 0.090 0.023 0.011

AB: Gruplar aras! farkliligi gostermektedir.
¢4 Herbir grupta zaman dilimleri arasindaki énemli farkligi géstermektedir.

Tablo 3. Koglarda sulandirici solusyonuna L-Arjinin ilave edilen ve kontrol grubu spermalarinin +4 °C’de zamana bagl
ortalama (xSEM) seminal plazma arginaz enzim aktivite degerleri

Zaman (saat)

Gruplar 0. 12. 24. 48. 72. 96. 120. P degeri
Kontrol 0.30£0.05 0.29+0.06 0.32+0.04*° 0.34+0.04  0.40£0.08°  0.31x0.03"*  0.15+0.04 0.601
L-A

0.1mM 0.280.03 0.26+0.02 0.27+0.03"® 0.40+0.05 0.37+0.06"° 0.2840.05"®  0.15+0.02 0.156
L-A

05 mM 0.29:0.03  0.27+0.04  0.44:0.03°  0.40+0.05 0.37+0.05"°  0.42+0.06°  0.14+0.02 0.526
L-A

1 mM 0.32:0.04 0.32+0.04 0.39:0.05"> 0.33x0.06 0.29+0.03"°  0.34+0.05">  0.18+0.05 0.748
L-A

5 mM 0.39:0.09 0.33+0.03 0.35:0.05"> 0.34+0.05 0.31+0.05"°  0.23+0.05"  0.12+0.01 0.871
L-A

10 mM 0.35:0.03 0.35:0.03  0.26+0.03"  0.32+0.04  0.21+0.02"  0.20:0.03"  0.080.01 0.576
P degeri 0.666 0.558 0.06 0.832 0.046 0.035 0.392

A B: Herbir zaman diliminde gruplar arasindaki 6nemli farkliligi géstermektedir.
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Tartisma

Arginaz enziminin ko¢ Ureme sisteminin tim
kisimlarinda farkli seviyelerde oldugu ve Uretranin
mukozal katlarinda >60 IU/mg protein, seminal sivi ve
bulboliretral bezde ise en az 9-10 ile 20-31 IU/mg
protein arginaz aktivitesinin oldugu bildirilmektedir (26).
Memelilerde prostat, testis ve seminal plazmada, boga
(27) ve koclarda ise (28) ureme sisteminin diger
kisimlarinda ve epididimal spermlerde arginaz enzimi
bulunmaktadir. L-A teke spermasinin fizyolojisinde ve
hiicre metabolizmasinin arttirimasinda 6nemli bir rol
oynadigi, ayrica L-A’'in ve alfa-tokoferol'un lipit
peroksidasyona kargl koruyucu etkiye sahip oldugunu
bildiriimektedir (29). Bir aminoasit olan L-A’in lipit
peroksidasyonu o6nledigi ve antioksidan savunma
mekanizmasini destekledigi bu etkisini de NO araciligiyla
ve ROS’un azaltiimasiyla ortaya koydugu bildiriimektedir
(30).

Antioksidanlarin dusuk dozlarda kullaniimalarinda
olusacak sperm uzerindeki koruyucu etkinligi, yuksek
dozda kullanildiklarinda (31), sperm metabolizmasi igin
gerekli olan serbest radikal olusumunu
engelleyebilecegini dusindurerek, olasi antioksidatif
etkilerini durduracadi ve toksik etkilere neden olacagi
kanisini dogurmaktadir (32).

Farkli konsantrasyonlarda L-A ilave edilerek
inkibasyona birakilan ko¢ sperma odrneklerinde
biraktiklarinda L-A'in digslk konsantrasyonlarinin sperm
motilitesini az etkiledigi, yliksek konsantrasyonlarinin ise
motiliteyi 6nemli derecede azalttigi belirtiimektedir (33).
O'Flaherty ve ark. (34) L-A farkh dozlarini boga
spermasina katarak inklibasyona biraktiklarini ve
kontrolle kiyasladiklarinda 10 mM ve asagi dozlarinin
motiliteye herhangi bir etkisinin olmadigi, ancak 10
mM’dan yiksek dozlarinin sperm motilitesini azalttigini
bildirmektedirler. NO, oksijen ve farkli kofaktorleri (adenin
dinlikleotid fosfat, flavin mononukleotid, flavin adenin
dinukleotid) kullanarak NOS enzimi tarafindan L-A’den
turer. L-A’in yiksek konsantrasyonlari muhtemelen NOfin
asiri Uretimi dolayisiyla sperm toksisitesine neden olur.
Peroksidasyon  sonucunda  toksik  peroksidasyon
anyonlarinin  peroksinitrittere ~ déntgtmleri,  sperm
motilitesinde azalmaya neden olmaktadir (14).

Ratnasooriya ve Dharmasiri (35) spermaya farkli
dozlarda katilan L-A’'in  motilite Gzerine etkisini
inceledikleri calismada doz yukseldikge motilitenin
distigunu  belirtmiglerdir. Morales ve ark. (36)
astenospermili hastalardan elde edilen 10 sperma
ornegine L-A ilave edildiginde sperm motilitesinin arttig
belirlenmistir. Carvalho ve ark. (37) farkh dozlarda 0, 2,
5, 10, 20 mM L-A ilave edilerek farkli slrelerde
inkiibasyona biraktiklari aygir spermalarinda 20 mM L-A
ilave edilen grupta motiliteyi en dustuk bulduklarini
belirtmislerdir. Bu c¢alismada farkh oranlarda L-A (0.1,
0.5, 1, 5, 10 mM) ilave edildikten sonra +4 °C’de tutulan
sperma o6rneklerinde 10 mM ilave edilen grubun sperm
motilitesini 12. saatten itibaren kontrol ve diger L-A
dozlarinin ilave edildigi gruplara goére 6nemli derecede
dislirdiga, diger dozlarinin olumlu ya da olumsuz etkileri

Kog¢ Spermasinin Kisa Sureli Saklanabilirligi ...

Haziran 2017

g6zlenmemistir. L-A 10 mM grubunda sperm motilitesinin
12. saatten sonra 6nemli derecede dusus gostermesi bu
oranin fizyolojik sinirlarin Ustiinde olmasi ve toksik etki
yapmasindan kaynaklanmis olabilir. Bu ¢alismadan elde
edilen bulgular Morales ve ark. (36)nin tespit ettikleri
sonuglar disinda, diger arastirmacinin (33, 34) sonuglari
ile benzerlik goéstermektedir. Morales ve ark. (36)nin
bulgulari ile mevcut calismada elde edilen sonuglar
arasindaki celiski, c¢alismalarda kullanilan tirlerin
farkhihgina ve sulandiricinin etkisine baglh olabilir.

Bazi ¢alismalarda spermaya karnitin, glutamin (38)
albimin ve sistein (39) gibi aminoasitler katilarak
kriyoprezervasyon esnasinda spermde meydana gelen
motilite kayiplari ve membran bozukluklari énlenmeye
calisilmis ve bu maddelerin koruyucu etkilerinin oldugu
One surulmustur. Yapilan calismada farklh oranlarda L-A
ilave edilen +4 °C’de tutulan sperma 6rneklerinde, sperm
membran bdtinliklerinde meydana gelen kayip L-A 10
mM grubunda kontrol ve diger gruplara gore 72. saatte
6nemli bulunmustur. Buna karsin L-A’in diger oranlarinin
sperm membran butunlidld Uzerine olumlu ya da
olumsuz etkisi gézlenmemistir. L-A’in farkhi oranlarinin
kisa slreli saklanan spermalarin membran butinlGgu
uzerine etkileri ile ilgili bir bagka calismaya
rastlanmamigtir. 10 mM L-A katilan grupta 48. saatten
sonra membran bitinliginde gbézlenen bu olumsuz etki,
bu dozun spermler (zerindeki toksisitesinden
kaynaklanabilecegi dislnulmektedir.

Arginaz aktivitesinin kog¢ Ureme sisteminin tim
kisimlarinda farkli seviyelerde oldugu tespit edilmistir.
Epididimal spermlerde (28) testis dokusunda (40),
seminal sivi ve bulbouretral bezde arginaz enziminin belli
seviyelerde oldugu belirtilmistir (26). Gur ve ark. (41) kog
seminal plazmasinda arginaz aktivitesini 0.61 U/mg
protein, Turk ve ark. (42), teke seminal plazmasinda
arginaz aktivitesini 0.9 U/mg protein olarak bulduklarini,
her iki calismada da arginaz aktivitesiyle sperm motilitesi
arasinda pozitif bir iligki oldugu belirtilmistir. Bu
calismada spermaya 10 mM L-A eklenen grubun seminal
plazma arginaz aktivitesi kontrol ve diger gruplara gére 0
ve 12. saat haric genel anlamda daha dusuk tespit
edilmesine ragmen sadece 72. saatteki deger, kontrol
grubuna goére anlamh bulunmustur. Arginaz enzimi ile
sperm motilitesi arasinda pozitif bir iliski oldugunun
belirtildigi calismalar (41, 42) ile mevcut calismada L-A
10 mM grubunda elde edilen bulgular arasinda benzerlik
gérulmustur. Cunkd bu calismada kisa sureli saklama
boyunca 10 mM L-A eklenen grubun sperm motilitesi ve
seminal plazma arginaz aktivitesi digmdistir. L-A ilave
edilerek kisa sureli saklama sonucu arginaz aktivitesini
belirleyen bir bagka ¢alismaya rastlanmamasina ragmen,
bu galismada 10 mM L-A ilavesini miteakip seminal
plazma arginaz aktivitesinde meydana gelen dlsUs,
spermaya katillan L-A’in ylksek oranda olmasi ve
arginazin da bu yuksek miktarla reaksiyona girmesi igin
cok fazla tiketiimesine bagh olabilir.

Sonug olarak, spermaya 10 mM L-A ilavesinin kisa
sureli saklama esnasinda sperma kalitesine zarar verdigi
kanaatine variimistir.
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