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OZET:

Fertilite potansiyeli ile oksijen toksisitesi ve
serbest radikallerin (reaktif oksijen tiirevleri) iligkisi
bilinmektedir. Yaglar, proteinler, niikleik asitler ve
sekerler gibi tiim hiicresel yapilar reaktif oksijen
tiirevleri icin potansiyel hedeflerdir Reaktif oksijen
radikallerinin sitotoksisitesi iiretilme ve yokedilme
oranlari arasindaki hassas denge sonucu
belirlenmektedir. Bu dengedeki herhangi bir
bozukluk hiicresel zarara neden olmaktadir.
Spermatozoalarin lipid peroksidasyonundan
korunmalart bu hiicrelerin fonksiyonlarmi dogru
bir sekilde yerine getirebilmeleri ve hiicre zarlarinin
devamliligini koruyabilmeleri a¢isindan ¢ok biiyiik
onem tagimaktadir. Bu durum teorik olarak O,-
ve H;0; seviyeleri simirlandirilarak, metal
katalizorlerinin varligi simirlandirarak ve
peroksidasyon basladigr anda
durdurularak saglanabilir. Hiicre ici ve dist koruma
sistemleri (antioksidanlar) bu amacla hizmet eden
ve serbest radikallerin potansiyel toksik etkilerine
karsi hiicreyi koruyan mekanizmalardir.
Spermatozoonlarin oksidatif zarar gérmemesi ya
da miimkiin oldugunca az zarar gdrmesi i¢in
infertilite tedavisinde diyetle antioksidan alimi ya
da antioksidan iceren medyumlarin sperm
hazirlama tekniklerinde kullanimi onerilebilir.

Anahtar Kelimeler: spermatozoon, fertilite, reaktif
oksijen tiirevieri, antioksidanlar

SUMMARY:

Reactive oxygen species and antioxidants in semen

The role of oxygen toxicity and free radical
reactions (reactive oxygen species) in association
wity fertility potential is known. All cellular elements
such as lipids, proteins, nucleic acids and sugars
are known to be the potential targets for these
radicals. Cytotoxicity of reactive oxygen species
is held in check by the delicate balance between
their rates of generation and the rate of their
removal. Any shift in this equilibrium can lead to
cellular damage. The ability of the spermatozoa
to prevent lipid peroxidation is of critical
importance in maintaining proper function and
stability of the cell membrane. Intra and extra-
cellular scavenger systems (antioxidants) serve to
prevent the potential toxic effects of reactive oxygen
species. Therefore dietary and supplement intake
of antioxidants and treating spermatozoa with
solutions containing antioxidants during the
preparation of semen should be advised during
infertility treatment.

Key words: spermatozoa, fertility, reactive oxygen
species, antioxidants

Fertilite potansiyeli ile oksijen toksisitesi
ve serbest radikallerin (reaktif oksijen tiirevleri/
ROT) iliskisi uzun yillardir bilinmektedir.
Mikroorganizmalarin 6zellikle de bakterilerin
istilasina karsi viicudun korunmasinda
notrofiller gorevlidir. Bu hiicrelerin fagositoz
sirasinda asir1 oksijen kullanmasi sonucu reaktif
oksijen radikalleri olusur (1). Bu olay solunum
patlamasi olarak adlandirilir ve ROT {iretiminin
baslica yoludur (2). Yaglar, proteinler, niikleik
asitler ve sekerler gibi tiim hiicresel yapilar
ROT icin potansiyel hedeflerdir (3). Yiiksek
konsantrasyonda ROT iretimi lipit
peroksidasyonu ve bozulmus membran

fonksiyonlarina neden olarak sperm
metabolizmasini dolayistyla morfoloji, motilite,
ve fertiliteyi olumsuz yonde etkileyerek erkek
infertilitesinde 6nemli rol oynamaktadir. (4,5,6).
ROT’nin yaglara zararlari, yag peroksidasyonu
yoluyla gerceklesir (7). Yag peroksidasyonu,
doymamis poli yag asitlerinin oksidatif
bozulmasi olarak tanimlanir. yag
peroksidasyonu spermatozoon fonksiyon
bozukluklarinin en 6nemli nedenlerinden biridir
(1). Sperm hiicreleri de hiicre zar1 fosfolipid
tabakasindaki doymamis yag asitlerinin varlig
nedeniyle, yiiksek oksijen konsantrasyonuna
kars1 oldukca duyarli hiicrelerdir. Doymamais
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yag asitlerinin molekiiler yapisindaki karbon-
karbon ¢ift baglari komsu hidrojen atomundaki
karbon-hidrojen bagini zayiflatarak kirilmaya
yatkin hale getirir. Bunun sonucunda, siiperoksit
radikali, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali
gibi serbest radikaller hiicre membranlar ile
reaksiyona girerek peroksidatif zarara neden
olmaktadirlar (8, 9). ROT’ne maruz
kaldiklarinda spermatozoonlarin doymamais
poli yag asiti icerigi %20°den fazla oranda
diismektedir (10). Membran akiskanligindaki
bu azalma sonucu, fazla miktarda ROT ne
maruz kalan spermatozoonlar, membran
birlesmesi olayina bagli olan fonksiyonlarin
hi¢birini gergeklestiremez (11). Membran
biittinligiiniin bozulmas1 ayni zamanda
hiicrenin elektrolitlere kars1 ge¢irgen olmasina
da neden olur. Kalsiyumun ve kismen sodyum
iyonlarmim hiicre i¢ine alinmasi, hiicrenin enerji
tiretme mekanizmasini bozar ve ATP azligina
neden olur. Intraselliiler kalsiyum iyonlarmndaki
artig ayni zamanda proteazlari ve fosfolipazlari
da aktive ederek proteinlerin ve yaglarin zarar
gormesine neden olur. Serbest radikaller bunun
yanisira enzim inaktivasyonuna neden olarak
DNA’da yapisal hasara neden olur ve bu da
hiicrenin 6limiiyle sonuglanir (4,12,13,14).

ROT’nin sitotoksisitesi, iiretilme ve
yokedilme oranlar1 arasindaki hassas denge
sonucu belirlenmektedir. Bu dengedeki herhangi
bir bozukluk hiicresel zarara neden olmaktadir
(8). Spermatozoalarin lipid peroksidasyonundan
korunmalar1 bu hiicrelerin fonksiyonlarini1 dogru
bir sekilde yerine getirebilmeleri ve hiicre
zarlarinin devamliligin1 koruyabilmeleri
acisindan ¢ok biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu
durum teorik olarak O,- ve H,O, seviyeleri
sinirlandirilarak, metal katalizorlerinin varligi
siirlandirarak ve peroksidasyon basladigi anda
durdurularak saglanabilir. Hiicre i¢i ve dis1
koruma sistemleri (antioksidanlar) bu amacla
hizmet eden ve serbest radikallerin potansiyel
toksik etkilerine karsi hiicreyi koruyan
mekanizmalardir (15,16,17). Antioksidan
koruma mekanizmalar1 primer ve sekonder
koruma mekanizmalar:t olarak
gruplandirilmaktadir. Primer koruma
mekanizmalari antioksidan bilesikleri (E, A ve
C vitamini, glutatyon ve {irik asit) ve
antioksidan enzimleri ( stiperoksit dismutaz,
katalaz, glutatyon peroksidaz) icermektedir.
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Sekonder koruma mekanizmalari ise lipolitik
enzimler, fosfolipazlar, proteolitik enzimler,
proteazlar, peptidazlar, DNA onarim enzimleri,
endoniikleaz, eksoniikleaz ve ligaz
siralanmaktadir (18).

Primer koruma mekanizmalari

1. Antioksidanlar

E vitamini: Dogada bulunan en yaygin
antioksidandir. Tokoferoliin en az sekiz yapisal
izomerini kapsamaktadir. Tiim bunlar i¢inde
en iyi bilinen izomer a-tokoferol, en potansiye!
antioksidan aktivitesine sahiptir. E vitamini
lipofilik 6zelliginden dolay1 lipofilik ¢evre igin
(6rnegin plazma lipoproteinleri) major serbest
radikal zincir blokeridir. Baz1i memeli
dokularinda (6rnegin adrenal bezler, kalp, testis
ve karaciger) yiiksek oranda tokoferol
bulunmaktadir. Dokulardaki bu dagilim ytiksek
lipid ¢oztniirliigiinden kaynaklanmaktadir.
Intraselluler olarak mitokondri ve endoplazmik
retikulum gibi yag bakimindan zengin
membranlarda bulunmaktadir. Bu nedenle
tokoferoliin lipid peroksil ve alkoksil
radikalleriyle reaksiyona girerek membran lipid
peroksidasyonuna karsi antioksidan
aktivitesinin yliksek olmasi beklenir (18). O,-
ve .OH ve lipid peroksil radikallerini daha az
reaktif formlara gevirir ve lipid peroksidasyonu
zincir reaksiyonlarini yikar.

C vitamini (askorbik asit): E vitamini ile
karsilastirildiginda hidrofiliktir ve sulu
ortamlarda E vitaminine gore daha
fonksiyoneldir. Rediikte edici ve antioksidan
bir ajan olarak O,- , .OH ve ¢esitli lipid
hidroperoksitleri ile reaksiyona girer. Ayrica
oksidize olmus E vitamininin tekrar antioksidan
ozelligini geri kazanmasini sagladigindan C
vitamininin major 6zelligi E vitamini radikalini
geri kazandirmasidir. Memeli dokularinda
yaygin olarak bulunmaktadir. Adrenal ve
tikiiriik bezlerinde yiiksek miktarda, karaciger,
dalak, pankreas ve beyinde ise daha az miktarda
bulunmaktadir. Semendeki konsantrasyonu
kandakine gore yaklasik 8 kat daha fazladir.
Diger suda ¢Oziinen vitaminlerle
karsilastirildiginda plasma lipid
peroksidasyonuna kars1 en etkili korumay1
saglar (18). Askorbik asit hem antioksidan hem
de prooksidan olarak c¢alismaktadir. Bir
antioksidan olarak C vitamini, E vitamini ve
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selenyumun antioksidan etkilerini
kullanmalarina yardimci olur. Diger taraftan,
yliksek miktarlarda (~ 1 mM) C vitamini, lipid
peroksidasyonu sirasinda aktive edilmis oksijen
radikallerinin kofaktorlerini tireterek, Fe3+ ya
da Cu2+ gibi gecis metalleri varliginda bir
prooksidan gibi hareket eder. Askorbik asitin
ikili rolii E vitamini gibi diger antioksidanlarin
varliginda daha da artar. Ornegin E vitamini
yetersiz hayvanlarda mikrozomlarin lipid
peroksidasyonu askorbat tarafindan artirilir,
normal kosullarda ise baskilanir. Yiiksek
miktarda sigara i¢enlerin disaridan C vitamini
verildiginde sperm kalitesinin arttigi
gosterilmistir (19,20). C vitamini alimmin E
vitamini, B-karoten ve ¢inko ile birlikte
alinmalidir ¢tinkii sinerjik etkilidirler.
A vitamini: Karotenoidler serbest radikalleri
temizleyebilme kapasiteleri nedseniyle
antioksidanlar olarak tanimlanmaktadirlar.
Serbest radikaller ve diger ROT ile 6zellikle
tek oksijen ile reaksiyona girerek lipidleri
korurlar. b- karoten, ksantin oksidaz sistemi ile
indiiklenen lipid peroksidasyonunu inhibe
ederek etkili bir radikal 6nleyici antioksidan
aktivitesi gostermektedir (18). b- karotenlerin
konjuge c¢ift bagli uzun zincirleri iceren yapisal
dizilimi, onlarin serbest radikaller i¢in ¢ok 1yi
bir koruyucu olmalarina neden olur. Kunert ve
Tappel A vitamini noksani domuzlarda
yaptiklar1 bir ¢aligmada, serbest radikal
olusturan karbon tetrakloride maruz
birakildiklarinda b-karoten uygulanmis
hayvanlarda azalmis lipid peroksidasyonu
belirlemislerdir. b-karoten de C vitamini gibi
hem antioksidan hem de prooksidan olarak
fonksiyon gostermektedir.

Cinko: Spermi ROT nin zararlh etkilerinden
koruyan bir antioksidandir. Semende ¢inko
miktar1 5 mg olup giinliik viicuda alinan ¢inko
oraninin {igte birini igerir. Sperm ¢ekirdegindeki
DNA molekiilii sabit ve saglam bir yap1
olusturabilmek i¢in 6zel bazi1 proteinlerle
cevrilidir. Basarili fertilizasyonun olusabilmesi
icin bu yap1 6nemlidir. Cinko bu yapinin
sabitligini korumasinda ve bozulmasini
onlemede gorevlidir (21).

Glutatyon: Bir tripeptid olan rediikte olmus
glutatyon (GSH), g-glutamil-sistein-glisin,
hemen hemen tiim memeli doku sistemlerinde
bulunan diisiik molekiil agirlikli bir tioldiir.
Hiicrei¢ci konsantrasyonu genellikle ~0.5
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mM’dir fakat bazen 10 mM’a kadar
ylikselebilmektedir. Rediikte olmus glutatyon,
reaktif tiol grubu ve g-glutamil bagiyla
karakterizedir ki bu bag molekiilii peptidaz
saldirisina karst dayanikli olmasini
saglamaktadir. Etkili bir rediiktan olarak GSH
bircok detoksifikasyon olayinda énemli rol
oynamaktadir. Rediikte olmus glutatyon
hidroksil ve karbon radikalleri gibi serbest
radikallerle bir hidrojen atomu vererek
etkilesime girer. Bu reaksiyonlar, serbest radikal
hasarinin 6nemli bir kaynagi olan reaktif .OH’1
notralize ederek koruma saglar(18). Bir¢ok
antioksidan korumada oldugu gibi GSH
seviyeleri, yaslanma gibi c¢esitli fizyolojik
durumlarda degiskenlik gosterebilmektedir.
GSH’1n aminoasitlerinden biyosentezi,
glutamilsistein sentetaz ve GSH sentetaz
tarafindan katalize edilmektedir. Yaglanma ile
birlikte peroksitlerin artmasiyla GSH’a olan
ithtiyac da artmaktadir.

Urik asit: Urik asit piirin metabolizmasinin
son lirlinti olarak bilinmesine karsin biyolojik
bir antioksidan olarak goérev aldigi da
gosterilmistir. OH molekiili ile reaksiyona
girerek oksidatif hasara karsi rol alir. Uratin.
OH’1 etkisizlestirdigi ilk olarak 1960 yilinda
gosterilmistir. Daha sonra oksidatif hasara karsi
koruma sagladigi gosterilerek antioksidan etkisi
onaylanmustir. Urik asitin potansiyel fizyolojik
koruma aktivitesi ilk olarak Ames ve ark.
tarafindan gosterilmistir. Bu ¢alismanin
bulgulari, tiratin ekstraselliiler ve intraselliiler
koruma mekanizmasi olarak ¢alistigini
gostermektedir (18).

2. Antioksidan koruma enzimleri
Siiperoksit dismutaz (SOD): Bu enzim O;-
‘yi H,O,’ye ¢evirir ve hiicrenin ilk savunmasi
olarak adlandirilir ¢iinkii daha fazla serbest
radikal olusmasini engeller. Siiperoksit
dismutazlar metal iyon igerigine bagli olarak
3 ana gruba ayrilir: Cu/Zn SOD, Mn SOD ve
Fe SOD. SOD aktivitesinin bir kismi
ekstraselliiler olarak gerceklesmesine ragmen
aktivitenin bliyiik kismi intraselliiler olarak
mitokondri ve sitosolde gerceklesir (18). SOD
aktivitesi degisik dokularda degiskenlik gosterir.
Bu enzim en fazla karaciger, adrenal bez, bobrek
ve dalakta bulunur.

Katalaz: Primer antioksidan koruma
komponentlerinden biridir ve H202’yi H2O’ya
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cevirir. Stiperoksitten kokenlenen H202
tiretimini katalizleyerek reaktif oksijen
tiirevlerini detoksifiye eder. SOD gibi katalazin
doku dagilimi da olduk¢a genistir. Enzim
aktivitesi farkli dokularda ve ayni1 hiicre iginde
degiskenlik gosterir. Karaciger, bobrekler ve
kirmizi kan hiicrelerinde daha yiiksek
seviyelerde bulunur. Hepatositlerde
peroksizomlarda yiiksek katalaz aktivitesi
goriilmekle birlikte mikrozomlar ve sitosolde
de enzim aktivitesi goriliir (18).

Glutatyon peroksidaz: Enzim aktivitesi sitosol
ve mitokondrial matrixde gerceklesir. H2O2’yi
H20O’ya ayrica organik hidroperoksitleri
H20’ya gevirir. Iki gesit glutatyon peroksidaz
vardir: Selenyuma bagimli ve selenyum
bagimsiz. Enzimin her iki tiirtiniin de
peroksitleri rediikte ederek radikal hasara karsi
koruma sagladig1 gosterilmistir. Iki enzim tiirti
farkli substrat spesifitesi gostermektedir.
Selenyuma bagimli tip sitosolde bulunur ve
H202’nin rediiksiyonu i¢in daha az kapasiteyle
gergeklestirir. Selenyum bagimsiz tip ise
organik hidroperoksitleri tercihli olarak kullanir.
Enzimin lipid peroksidasyonunu inhibe ettikleri
ilk olarak McCay ve ark tarafindan
gosterilmistir(18)

Sekonder koruma mekanizmalari:
Lipolitik enzimler: Hiicreler, hasar gérmiis
ya da degistirilmis membran bilesiklerini
onarmak {izere gorev alan cesitli enzimlerle
donatilmistir. Serbest radikal hasarina kars1 ve
hasar gormiis membran onariminda gorev
alirlar. Hasar gérmiis membranlarin ortadan
kaldirilmas1t membran biitlinliigliniin korunmasi
acisindan ¢ok 6nemlidir. Membran lipidlerinin
peroksidasyonu fosfolipaz A2’nin lipolitik
aktivitesini stimiile eder. Fosfolipidlerin
peroksidize formunun, fosfolipaz A2 nin tercihli
substrat1 oldugu gosterilmistir. fosfolipaz A2’ nin
oksidize lipidleri tercih etmesi membran tamiri
ve detoksifikasyon olay1 i¢in 6nemli bir
fizyolojik olaydir ¢iinkii hiicrelere, lipid
peroksidasyonuna karsit ek koruma
mekanizmasi saglamaktadir. fosfolipaz A2 nin
yasa bagli membran tamirinde gérev almasi
Yu ve ark tarafindan da gosterilmistir. Bu
calismada mikrozomal membranlarda
fosfolipaz A2’nin yasa bagl olarak artmasi
ile ayn1 mikrozomlarin oksidatif olarak hasar
g6rmiis lipid hidroperoksitleri arasinda bir 1lski
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belirlenmistir (18).

Proteolitik enzimler: Oksidatif olarak hasara
ugramis proteinlerin ortadan kaldirilmasinda
gorevlidirler. Boylece degisime ugramis
proteinlerin hiicrede birikimi engellenir (18).
Tim bu antioksidanlara ragmen bazi serbest
radikaller hiicreye zarar verebilirler. Bunun
sonucunda tiim hiicresel yapilar ve DNA
oksidatif hasara ugrar. Radikaller DNA’ya
yakin yerde olugsmussa, purin ve pirimidin
bazlar1 ile reaksiyona girerek mutasyonlara
neden olabilir (8). Yardimla tireme teknikleri
uygulamalarinda kullanmak iizere semenin
yikanmasi islemi sirasinda, spermatozoon
hiicreleri, ¢esitli antioksidanlar i¢eren ve
kendilerini dis ortama kars1 koruyan seminal
plazmadan uzaklagtirilmaktadir. Bu durum,
spermatozoonlarin oksidatif strese kars1 daha
da hassas olmalarina neden olmaktadir (22).
Hiicrenin kendi antioksidanlarimin ¢ok etkili
olmadig1 durumlarda infertilite tedavisinde
diyetle antioksidan alimmin ( E ve C vitamini,
B-karoten, flavonoidler) 6nerilmesi ya da
antioksidan i¢ceren medyumlarin kullanimi
konusunda c¢esitli ¢alismalar yapilmistir.
Dawson ve ark. (1992) askorbik asit
uygulamasini takiben sigara tiryakilerinin sperm
kalitesinde artis belirlemislerdir (19). Lenzi ve
ark. (1993) glutatyon terapisinin infertil
hastalarda etkisini arastirmis ve sperm motilitesi
ve morfolojisi lizerinde pozitif etkisi oldugunu
belirlemislerdir (23). Ayrica Geva ve ark.
antioksidan tedavisi ( E vitamini) ile lipit
peroksidasyon potansiyelinde bir diisiis
oldugunu ve bu sonucunda fertilizasyon
oranlarindaki artisla iliskili oldugunu
belirlemislerdir (24). Yardimla {ireme
tekniklerinde sperm hazirlanirken santrifii
yontemi kullanilmaktadir. Bu yontemin ROT
tiretimini indiikledigini ve bu nedenle de sperm
fonksiyonlar1 tizerine zararli etkisi oldugu
gosterilmistir (25). Yine Parinaud ve ark. (1997)
santrifiigasyon nedeniyle olusan hasarin
antioksidanlar iceren bir medyumun
kullanimryla azabilecegini gostermistir. Boylece
daha fazla motil sperm elde edildigini
gostermislerdir (26). Sonug olarak, infertilite
tedavisinde spermatozoonlarin oksidatif zarar
gormemesi ya da miimkiin oldugunca az zarar
gormesi i¢in diyetle antioksidan alimi ya da
antioksidan igeren medyumlarin sperm
hazirlama tekniklerinde kullanimi 6nerilebilir.
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