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ABSTRACT Nowadays, the fertility of the growing horses is of great importance. The aim of our study is to determine and
compare the level of nitric oxide oxidation products of these animals in serum and seminal plasma. Seven
healthy British horses were used in the study. Blood samples were taken from the vena jugularis. The sera
were removed by centrifugation. Seminal plasmas of ejaculates taken with artificial vagina were separated.
Seminal plasma and serum were obtained and nitrate nitrite values were determined. Nitrate and nitrite
levels of samples were measured by coupling reagent method. Nitrate levels in both semis and seminal
plasma were 6.34 + 2.7 and 4.95 + 1.4, respectively. Nitrite levels were higher than seminal plasma in seminal
plasma (p< 0.05), while nitrite levels in seminal plasma were higher than serum (p< 0.05). As a result,
seminal plasma and serum nitrate-nitrite values in British stallions were used. Presented to the knowledge of
clinical veterinary medicine.
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0z Atlarda Serum ve Seminal Plazmada Nitrat ve Nitrit Diizeyleri

Giinlimiizde yetistiriciligi giderek artan atlarin fertilitesinin 6nemi biiyiiktiir. Calismamizin amaci, bu
hayvanlarin serum ve seminal plazmada nitrik oksit oksidasyon {iriinlerinin seviyesini belirleyip
karsilastirmaktir. Calismada 7 adet saghkh Ingiliz ati kullanildi. Kan érnekleri vena jugularisten usuliine
uygun alindi. Santrifiij edilerek serumlar ¢ikarildi. Suni vajen yardimi ile alinan ejakulatlarinin seminal
plazmalari ayrildi. Seminal plazma ve serum elde edilerek nitrat nitrit degerleri belirlendi. Alinan 6rneklerde
nitrat ve nitrit diizeyleri coupling reaktif ayiraci yontemi ile 6l¢ilildii. Serum ve seminal plazmada Nitrat
diizeyleri sirasiyla 6.34+2.7 ve 4.95 +1.4 iken Nitrit 1.55+0.7 ve 2.02+0.45 olarak belirlendi. Serumda nitrat
seminal plazmadan yiiksek (p< 0.05) iken seminal plazmada nitrit diizeyi serumdan daha yiiksek (p< 0.05)
hesaplandi. Sonug olarak ingiliz aygirlarinda seminal plazma ve serum nitrat-nitrit degerleri kaliteli sperma
hakkinda fikir sahibi olmak i¢in klinik veteriner hekimligin bilgisine sunuldu.

Anahtar Kelimeler: At, Nitrat, Nitrit, Seminal plazma

GIRiS déllenme Kkapasitesi de azalir. Hasarli veya olgunlasmamis
sperma ve semen lokositleri daha fazla ROS tireterek insan
ve aygirda sperm disfonksiyonu sekillendirir (Aitken ve
ark. 1994; Aitken ve ark. 2002). Fizyolojik olarak diisiik
diizeyde ROS fertil insanlarda normal sperma fonksiyonu
ve bogalarda kapasitasyon islemleri i¢in gereksinilir
(O’Flaherty ve ark. 1999). Hidrojen peroksit akrozom
reaksiyonlar icin gereklidir. Spermada DNA hasar yliksek
diizeyde spermadan iiretilen ROS nedeniyle olusur.
Basinda c¢ok az sitoplazmasi bulundugundan antioksidan

Nitrik oksit, endotel kaynakh gevsetici maddeler iginde
onemli rolii vardir. Farkll kimyasal ve fiziksel uyarilara
yanit olarak endotel hiicrelerden salinan lipofilik gazdir.
Hiicrelerde nitrik oksit sentaz enzimi arjinin ve oksijenden
inorganik nitratin oksidasyonu ile NO ortama verilir
(Guyton 2013). NO ortamda oksijen oldugu zaman stiratli
bir sekilde oksidasyona ugrayarak nitrat NOz- ve nitrit
NOs3- haline gelir (Brama1989).

Sperm hiicresi oksijene ihtiyaci olan aerobik organizmadir.
Bu nedenle oksidatif reaksiyonlara bolca maruz kalir ve
mitokondri ROS iiretiminin ana kaynagidir (Koppers ve
ark. 2008). Mitokondrilerinde ATP yoklugu spermada
motilite kaybina neden olur. Ayrica yasayabilirlik ve

ve DNA tamir sistemleri yoktur (Aitken ve ark. 1994;
Gordon 2003; Sigman ve Zini 2009).
Aygir semeninde lipit, protein ve DNA degismesi nedeniyle

ROS hiicreye hasar verir. Spermatozoa membran
lipitlerinde fazla PUFA bulunmasi nedeniyle fazlaca ROS
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liretimi olusmasi bununda peroksidatif hasara duyarl hale
gelmesiyle olumsuz etkilenebilir. Yiikksek miktardaki ROS
aygir spermasinda depolama sirasinda yasam siiresini
azaltic1 olarak gorev yapar (Auric 2005). Epididimis ve
seminal plazma kompleks antioksidan sistemine sahip bir
lipit protein ve DNA hasarini engelleyebilir.

Aygir caudal epididimal sivisi ve seminal plazmanin ana
enzimatik toplayicisi katalazdir (Ball ve ark. 2000). Atlar
spermatozoa'nin GPx ve SOD benzeri aktiviteleri smirl
olmasina ragmen, seminal plazma ytiksek SOD aktivitesine
sahiptir (Baumber ve ark. 2005). Fertil aygirin seminal
plazmasi, infertii olanlara  gore daha  disiik
konsantrasyonda askorbik asit icerir. ilgili radikal
tirlerinden B-karoten, E vitamini ve indirgenmis glutatyon
gibi diger antioksidan molekiilleri rejenere etmek icin
(Halliwel ve ark. 1996), atlarin sogutulmus sperm
membran biitiinliigiini korunmalidir (Aurich ve ark.1997).
At siitli saklanmasi sirasinda sperm sag kalimini
iyilestirmek i¢in seminal plazmanin kismi ¢ikarilmasi
gerekir (Morrell ve ark. 2014). Semen islenmesi sirasinda
kismi seminal plazmanin ¢ikarilmas: oksidatif stres
toplayicilarinin ~ ¢ikarilmasiyla  sonuglanmakta  ve
spermatozoay1l asir1 reaktif oksijen tiirlerinin zararh
etkilerine maruz birakmaktadir (Ball 2008).

Aygirlarda seminal plazma ¢inko eksikligi sadece testis
gelisimini ve spermatogenezi etkilemekle kalmaz ve ayni
zamanda donma sirasinda spermlerin korunmasinda da
rol oynar (Cigakova ve ark.1998; Barrier ve ark. 2002). Gaz
durumunda ve ¢ok kisa yar1 6miirli olarak bulunmasi
nedeniyle nitrik oksidin 6l¢iilmesi zordur. Bununla
birlikte, nitrik oksid lretiminin belirteci olarak
kullanilabilen nitrik oksidin son oksidasyon firiinleri olan
nitrit ve nitrat biyolojik sivilarda kolaylikla 6lgiilebilir
(Moshage 1995).

Bu ¢alismada atlarin serum ve seminal plazmada nitrat-
nitrit diizeyleri belirlenerek karsilastirmak amaglanmistir.

Tablo 1. ingiliz aygirlarinda serum ve seminal plazma
nitrat-nitrit diizeyleri (n: 7)

Table 1. Serum and seminal plasma nitrate-nitrite levels
in British stallions (n : 7)

Serum Seminal p
plazma
Nitrat(mg/L)  6.34+2.7 4.95+1.4 (P<0.05)
Nitrit(mg/L) 1.55+0.7 2.02+0.45 (P<0.05)
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Sekil 1. ingiliz aygirlarinda serum ve seminal plazma
nitrat-nitrit diizeyleri (n: 7)

Figure 1. Serum and seminal plasma nitrate-nitrite levels
in British stallions (n: 7)

MATERYAL ve METOT

Calismada; Karacabey Tarim Isletmesinde bulunan 7 adet
saghkli Ingiliz aygirn kullanildi. Kan 6rnekleri vena
jugularisten usuliine uygun alindi. Santrifiij edilerek
serumlar ¢ikarildi. Suni vajen yardimi ile alinan
ejakulatlarinin seminal plazmalari ayrildi. Seminal plazma
elde etmek icin, toplanan semen hemen 10 dakika boyunca
1000 x g'de santrifiij edildi. Prosediir sperm igermeyen
seminal plazmay1 garantilemek i¢in ilk santrifiijlemenin
siipernatant1 ile tekrarlandi ve analiz edilene kadar
-20°C'de saklandi.

Alinan Orneklerde nitrat nitrit diizeyleri coupling reaktif
ayiract yontemi ile dl¢tildii (Stahr 1977).

istatistiksel analiz

Uzerinde calisilan her bir parametre bakimindan bagimsiz
iki grup ortalamalar1 arasindaki farkin 6nemliligini test
etmek icin T-Testi kullanildi. Veriler, aritmetik
ortalamazstandart sapma (X * SX), deger olarak verildi.
Hesaplamalarda istatistik anlamlilik diizeyi %5 olarak
alind1 ve hesaplamalar i¢in SPSS istatistik paket programi
kullanild1.

BULGULAR

Calismaya ait sonuclar grafik olarak verilmistir. Sekil 1 ve
Tablo 1 de gosterilmistir. Nitrat serumda nitrit diizeyleri
ise seminal plazmada daha yiiksek olarak bulundu.
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TARTISMA ve SONUC

Seminal plazma ejakiilatin 6nemli bir parcasidir ve sperm
fonksiyonel aktivitesi, metabolizmasi, hayatta kalma ve
disi lreme yolu ile tasinmasinda rol oynar. Bununla
birlikte, equin seminal plazmanin sperm motilitesi
tizerindeki zararl etkisi hala tartismaldir (Pickett ve ark.
1975; Braun ve ark. 1994). Ayrica, dondurulmus ¢6ziilmiis
semen  motilitesindeki  azalma, seminal plazma
kriyoprezervasyondan dnce tam olarak ¢ikarilmadiginda
fark edilmistir (Nishikawa 1987) . Eser elementlerin,
antioksidan durumunun ve oksidatif  stresin
degerlendirilmesi, atlarda geleneksel semen
degerlendirmesine destek olabilir.

Nitrik oksit nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan L-
arginin'den sentezlenir. Kurucu NOS'un endotelyal veya
eNOS ve nodral / beyin veya bNOS iki izoformu
olmustur.Her iki enzim de benzersiz genler tarafindan
kodlanir (Sessa ve ark. 1993), kalsiyum / kalmodulin
bagimh ve mevcut bazal kosullar (Moncada ve ark.1991)
altinda bu izoformlar olabilir. Dolayli immiinositokimya
kullanilarak tespit edilebilir. Nitrik oksit sentaz
epididimde, vas deferens'te ve siganin koagiilasyon bezi
gosterilmistir (Channess ve ark.1995)

Nitrik  oksit hem disi hem erkek reprodiktif
fonksiyonlarda ve hiicresel savunma, hiicresel bilgi tasima
gibi cesitli fizyolojik siireglerde énemli rol oynar ( Pourova
2010).

Diistik seviyelerde NO, sperm fonksiyonu i¢cin 6nemlidir
ancak fizyolojik konsantrasyonlar1 asan seviyelerde ise
sperm fonksiyonunun bozulmasi ortaya ¢iktig1 rapor
edilmistir. Fizyolojik diizeylerde, sperm hareketlerinin
devamliligi, akrozamal reaksiyon aktivitesini ve spermde
antiapoptotik etki olusturur (Roessner ve ark. 2010).

Bazi calismalarda, yiikselen NO diizeyinin artan sperm
toksisitesine bagl olarak motilite azalmasi oldugu
bildirilmistir (Roselli ve ark. 1995).
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Memeli sperm fizyolojisinde NO'nun kesin rolii geliskili
goriinmektedir; Diisiik NO seviyeleri yararhdir, yliksek NO
seviyeleri ise zararli gériinmektedir. Spermatozoa ayrica
sperm motilitesi, kapasitans ve fertilizasyon icin ¢ok
onemli olan NO iretimini de uretebilir. Stallionda, NO
lretimi ile erime sonrasi sperm motilitesi ve hizi
arasindaki pozitif korelasyon, kriyoprezervasyon sirasinda
sperm fonksiyonunun siirdiirilmesinde hayati bir rol
oldugunu diisiindiirmektedir. NO'nun, zona baglanmasi
icin hem motiliteyi hem de sperm yeterliligini inhibe eden
normal sperm fonksiyonlari {lizerinde zararh etkileri
oldugu gosterilmistir (Goud ve ark. 2008).

Birka¢ ¢alisma NO konsantrasyonunun manipiilasyonunu
ve sperm fonksiyonu iizerindeki etkisini incelemistir.
Nitrik oksit donérleri genel sperm kalitesini arttirdigl
gosterilmistir (Leal ve ark. 2009). Sodyum nitroprusiiriin,
erime sonrasi sperm hareketliligini iyilestirdigi (Hellstrom
ve ark. 1994), motilite ve canlilif1 iyilestirdigi (Zhang ve
Zheng 1996), sperm membrani oksidatif hasar1 (Hellstrom
ve ark.1994; Zhang ve Zheng 1996 ), inhibe ettigi ve hem
normal hem de astenozoospermik semen orneklerinde
hiicre i¢i cGMP'yi artirdigy belirtilmistir (Zhang ve Zheng
1996). Nitrik oksit dondrlerinin de fare spermindeki
akrozom  reaksiyonunu  dogrudan simile ettigi
gosterilmistir (Herrero ve ark. 1997). Diger hayvan
modellerinde NO  sentezinin inhibisyonu  sperm
motilitesini azaltir ve Kkapasitansin ge¢ evresinde
hiperaktivasyonu azaltir (Yeoman ve ark.1998) ve
akrozom reaksiyonunu inhibe eder (Viggiano ve ark.1996).

Tibbi literatiirdeki mevcut kanitlar, NO dahil, ROS'un
sperm fonksiyonunda énemli oldugunu géstermektedir ve
NO varliginda, Kkonsantrasyonun sperm motilitesi
uzerindeki etkilerini belirledigi goriilmektedir (Roselli ve
ark.1998) . Calismalar NO'nun hem pozitif hem de negatif
etkilerini sperm fonksiyonunda gdstermistir, ancak NO
konsantrasyonu ve NO'ya maruz kalma derecesi arasinda
net bir baglanti saglayamamistir (De Lamirande ve
ark.1997; Ford 2004). NO, sperm fizyolojisinde sperm
hareketliliginin ve kapasitelerinin diizenlenmesinde yer
almasiyla 6nemli rol oynar (Hellstrom ve ark. 1994).

Nitrik oksidin(NO) dusiik konsantrasyonu, fare, hamster
ve insanda spermatozon motilitesinin  arttirdig
belirtilmistir (Yeoman 1998). Baska bir ¢alismada; fare,
insan, bogalarda akrozamal reaktivasyonun arttigl, insan
spermatozoonlarinin hareket yeteneginin arttigi rapor
edilmistir (Helstrom 1994; Sengoku 1998). Seminal
plazma nitrit konsantrasyonu sperm Kkonsantrasyon,
sperm motilitesi, 16kositopermi veya sperm kiiltiirii ile
korelasyon bulunmamistir (Alberto ve ark. 2001).

Memelilerde metabolik araci olarak kesfedilen nitrik oksit
hizla gelisen bir arastirma alani olmustur. Nitrik oksit diiz
kas gevsemesinde (Palmer ve ark. 1987), vazodilatasyon
(Calver ve ark.1993), bagisiklik diizenlenmesi (Nathan ve
Hibbs 1991) ve norotransmisyon olaylarinda rol oynar.
Nitrik oksit serbest radikaldir ama Spermatozoada hasar
olusturan lipit peroksidasyonunu sekillendiren stiperoksit
anyonlarini inaktif hale getirir, hatta lretimini engeller.
Nitrik oksit 6zellikle antioksidanlar tarafindan korunarak
faydal bir isleve sahiptir (Vallance ve Collier 1994).

Yapilan bir c¢alismada seminal plazmada serum
indirgenmis glutatyon ve MDA ve NO konsantrasyonlari
anlamli olarak yiiksek bulundugu, ancak dolasimdaki GHD
ve MDA iizerinde yasin anlamli bir etkisinin olmadigi ve
seminal plazmada konsantrasyonlarini etkileme egilimi
gosterdigi belirtilmistir (Gamal ve ark. 2016). Bizim
calismamizda da farkli olarak nitrat nitrit dilizeyleri

serumda seminal plazmaya gore daha yiiksek
bulunmustur.

At seminal plazmasi esas olarak prostatik sekresyonlardan
elde edilen yiliksek katalaz aktivitesini icerir. Seminal
plazmanin semenden c¢ikarilmasini saglayan semen
kriyoprezervasyonu gibi prosediirler H:02'yi siiplirme
yetenegini azaltabilir ve boylece spermatozoanin oksidatif
strese duyarlihgini arttirabilir (Ball ve ark. 2000). GSH,
canli hiicrelerde yaygin olarak dagitilmis bir tri-peptiddir.
Oksidatif stresin dogrudan ve GSH peroksidazin
kofaktoriiniin zararli etkisinden hiicre korumada 6énemli
bir rol oynar (Atmaca 2004). Kriyoprezervasyon
genisleticisinde GSH'nin dahil edilmesi cesitli tiirlerde
degisken sonuclar vermistir (Anel- Lopez 2012; Camara
2011). Peroksidasyon indiikleyicilerin yoklugunda, taze
sperm hiicrelerinde sadece nispeten az miktarda
peroksidasyon gozlenirken, Kafa zar1 kaybina yol agan
sperm basina ilerleyen donmus ¢6ziilmiis sperm hiicreleri
icin baz1 orta parga peroksidasyona dikkat cekilmistir
(Neild ve ark. 2005).

Viicut sivilarindaki ¢inko ve bakir, reaktif oksijen tiirlerine
karsi hiicre korumasinda yer alir. Seminal plazma ¢inko ve
bakirin anormal konsantrasyonlar1 insan infertilitesi ile
iliskilidir. Bakir, ROS'un sperm fonksiyonu tzerindeki
zararl etkilerini siddetlendirir (Aitken ve ark 2010). Bakir
konsantrasyonunun normal degerlere goére artmasi,
spermatozoa iizerinde, oksidatif siirecleri ve hareketliligi
ve canliligl azaltabilecek glikolizi azaltarak toksik etki
yaratir (Cevk ve ark. 2007). Seminal plazma, kan
serumundan 6 kat daha yiiksek ¢inko icerir ve eski
aygirlarin gelismis semen parametreleri sadece kan
serumundaki yiiksek seviyesini degil, ayni zamanda
seminal plazmada da gecerlidir. Aygirlarin seminal
plazmasinda (Barrier ve ark. 2002) ve domuzu (Telissman
ve ark. 2000) daha yiiksek cinko konsantrasyonlari da
bildirilmistir. Kan serumu ¢inko ve seminal plazma ¢inko
ile anlaml olarak iligkili oldugu gibi, kan serumu ¢inko,
bakir konsantrasyonu ve aygir semen Kalitesi arasinda da
korelasyon saptanmamistir (Danek ve ark. 1999). Seminal
plazma ¢inko konsantrasyonu, sperm yogunlugu veya
motilitesi ile iligkili degildir (Aboushakra ve ark. 1989).
Cinko ve semen hacmi ile sperm konsantrasyonu arasinda
anlamh pozitif korelasyon saptanmistir (Pesch ve
ark.2006). Koglarda, ¢inko ve sperm motilitesi yiizdesi ile
sperm konsantrasyonu arasinda anlamli derecede pozitif
bir korelasyon gosterilmistir (Mahsud ve ark.2013).

Aygir seminal plazma bakir konsantrasyonunda onemli
bireysel varyasyonlar da bildirilistir (Barrier ve ark. 2002).
Seminal plazmanin bakir seviyeleri ile aygirdaki sperma
degiskenleri arasinda korelasyon yoktur (Pesch ve
ark.2006). Kan serumu icinde ¢inko ve bakir
konsantrasyonundaki yasa bagh farkhliklar bulunmustur
(Danek ve ark.1999). Kandaki ¢inko ve bakir
konsantrasyonlar1 ve aygir meni, bireysel aygirlar, diyet
rejimindeki degisiklikler ve ¢cevresel durumla, aygir ¢agi ile
olan iligkilerinden daha fazla olabilir. Kog¢larda bakir,
sperm motilitesi %, sperm Kkonsantrasyonu ve
spermatozoa anormallikleri arasinda anlamli negatif
korelasyon vardir (Mahsud ve ark.2013).

Nitrik oksit (NO) miktar ve bulunma siiresine bagh olarak
fertilite tzerinde farkli etkileri bulunmaktadir. Atlar ise
ekonomik olarak gittikce biiyiikk bir 6neme sahip
olmaktadir. At yetistiriciliginin 6nemine bagh olarak
fertilite Uzerinde hassasiyetle durulmasi gereken bir
konudur. Her parametrenin detayli incelenmesi gerektigini
o6nemle belirtmek gerekmektedir. Nitrik oksit belirteci
olan nitrat nitrit ile ilgili daha fazla arastirmaya ihtiyag
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oldugu goriilmektedir. Calismamiz, bu hayvanlarda cesitli
fizyolojik ve patolojik siireclerde artip azalabilen nitrat ve
nitrit diizeylerini hem serumda hem de seminal plazmada
degerlerini belirleyerek literatiire katki saglayabilecek,
ileride yapilacak ¢alismalara fikir olusturabilecektir.
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