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The relationship between seminal plasma lipid peroxidation and extracelluler
antioxidants with some spermatological features in cock semen.

Summary: In this study. we aimed to determine the relationship between MDA levels in seminal
plasma that indicates lipid peroxidation and sperm concentrations of extracellular antioxidants such as
ceruloplasmin and uric acid, with rates of alive and dead spermatozoa and the spermatozoa morphology in
cocks.

24 semen specimens were analysed in this study. These samples were obtained from ten cocks by
cloacal stimulation within 15 days period. MDA, ceruloplasmin and uric acid levels was measured in seminal
plasma and sperm concentration. rates of alive and dead spermatozoa and morphology in semen specimen.
Results were investigated with basic correlation analyses. Statistically significant positive correlation (r=
0,543, p<0.05) was determined between mean seminal plasma ceruloplasmin concentration with
spermatozoon morphology; however no significant correlation between other parameters were determined.

Key words: Seminal plasma, MDA, ceruloplasmin, uric acid. cock.

Ozet: Bu calismada horozlarda seminal plazmadaki lipid peroksidasyonunun gdstergesi olan
malondialdehit (MDA), ekstraseluler antioksidanlardan seruloplazmin ve iirik asit diizeyleri ile sperma
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yogunlugu, oli-canl spermatozoon orani ve toplam anormal spermatozoon oranlari arasindaki iliskinin
saptanmasi amaglanmistir.

Caligmada toplam 24 sperma Ornegi analiz edilmistir. Bu 6rnekler 10 horozdan 3 giin arayla 3 kez
kloakanin masaji yéntemi ile elde edilmistir. Sperma drneklerinde yoZunluk, 6li ve canh spermatozoon orani
ve toplam anormal spermatozoon orani ile seminal plazmalarda MDA, seruloplazmin ve trik asit dizeyleri
belirlenmistir. Sonuglar basit korelasyon analizi ile deerlendinimigtir. Ortalama seminal plazma
seruloplazmin konsantrasyonu ile toplam anormal spermatozoon orani arasinda istatistiksel agidan énemli (=
0,543, p<0.05) pozitif korelasyon bulunurken diger parametreler arasinda istatistiksel dnemde bir iliskiye
rastlanmamuistir.

Anahtar Kelimeler: Seminal plazma, MDA, seruloplazmin. trik asit, horoz

Giris
Hayvanlarda  spermanin  potansiyel  fertilitesinin  deZerlendirilmesinde
spermatozoon morfolojisi ve aktivitesi yaninda, spermanin biyokimyasal olarak
degerlendirilmesi de bliyllk o©nem tagimaktadir. Seminal plazmanin kimyasal

bilesiminde saptanacak bir anormallik, erkek infertilitesinin belirlenmesinde degerli bir
kriterdir (11).

Yasamin devamlih@: icin gerekli oksijenin metabolitleri olan reaktif oksijen
tiirleri, hiicre fonksiyonlarinda bozukluklara neden olmaktadirlar (1). Oksidatif stres,
reaktif oksijen tiirlerinin artigina ve antioksidan koruma mekanizmasinda azalmaya
sebep olarak tireme fonksiyonunun bozulmasina yol agmaktadir (1,13). Padron ve ark.
(19) infertil erkeklerin %25-40"1inda semen 6rneklerinde reaktif oksijen tirlerinin toksik
etkilerinden dolay: sperm kalitesini ve fonksiyonunu bozdugunu bildirmektedirler.

Lipid peroksidasyonunun son driinli olan Malondialdehit (MDA) diizeyi hiicre
membranlarindaki lipidlerde oksidatif dejenerasyonun bir gistergesidir (16). Akut faz
protein olan seruloplazmin, organizmada antioksidan olarak gorev yapmaktadir.
Seruloplazmin serbest oksijen radikallerinin olusumunu ve lipid peroksidasyonunu
engelleyerek, dokularda ve plazmada bulunan oksidanlarin zararlarini engellemektedir
(7,10). Urik asit, insan ve hayvan plazmasindaki en o6nemli suda cozinebilir
antioksidandir. insan seminal plazmasinda yilksek konsantrasyonda Urik asitin
spermatozoonu serbest oksijen radikallerine karsi korudugu bildirilmektedir (14).

Oksidatif stres ve infertilite arasindaki iliski ile ilgili ¢alismalarin daha cok
insanlarda yapildigi gozlenmistir (1-3,14,16,17). Kanathlarda yapilan gesitli
calismalarda (8,22,23) seminal plazma lipid peroksidasyon diizeyleri incelenmis ancak
sperma kalitesi ve fonksiyonunun bir gdstergesi olan toplam morfolojik bozukluk orani
ile oksidatif stres arasindaki iliskinin incelendigi bir calismaya rastlanmamistir. Bu
yiizden bu calismada horozlarda seminal plazma MDA, seruloplazmin ve (rik asit
diizeyleri ile bazi spermatolojik dzellikler arasindaki iliskiyi incelemek amaglanmustir.
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Materyal ve Metot

Bu ¢alismada Nick Brown irki 1 yash 10 horoz kullanilmigtir. Caligma siiresince
horozlar Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Kanath Unitesinde altlikli
bdlmelerde baridirilmis, yem ve su ad libitum olarak verilmistir. 3 giin aralikla 3 kez
kloakal masaj yontemi ile 30 ejakulat toplanmis, 6 ejakulata kloakal igerik karistig igin
degerlendirilmeye alinmamustir. Sperma Grnekleri steril toplama kaplarina alimmus, her
sagimda ortalama 0,4-0,6 ml ejakulat elde edilmistir. Spermatolojik analizler igin
spermanin bir kismi ayrilmis, kalan sperma &rnekleri 5000 devirde 10 dakika santrifiij
edilerek seminal plazmalari elde edilmistir. Seminal plazmada MDA analizi hemen
vapilirken, seruloplazmin ve iirik asit analizleri i¢in 6rnekler -20°C "ye kaldirilmistir.

Seminal plazma lipid peroksidasyonu Yoshoiko ve ark.’min (26) tanimladig:
tiyobarbiitirik asit (TBA) metodu ile olgiilmiistir. TBA ile MDA’nin  reaksiyon
driintintin absorbansi spektrofotometrede (Shimadzu UV-1601) 535 nm’de 6lgtlmustir.

Seminal plazma seruloplazmin diizeyi Sunderman ve Nomoto’ nun (21)
tanimladig1 p-fenilendiamin oksidaz aktivitesi 6lgiimii metodu ile spektrofotometrik
(Shimadzu UV-1601) olarak belirlenmistir. Seminal plazma trik asit diizeyi hazir ticari
test kiti (Cromatest® , Linear Chemicals, Spain) ile prosediiriinde belirtildizi sekilde
yapilmistir.

Spermatozoon yogunlugu havem solusyonu ile 1/200 oraninda sulandirilan
sperma 6rnedinin Thoma laminda sayilmas ile belirlenmistir. Olii spermatozoon orani
ile anormal spermatozoon oraninin belirlenmesi igin ise nigrosin-eosin boyalari
kullanilarak basit boyama teknigi uygulanmistir (24) . Her preparatta 300 spermatoozon
sayllmistir.

Sonuglarn istatistiki degerlendirilmesinde basit korelasyon analizi kullaniimisgtir.

Bulgular

Ortalama seminal plazma MDA, seruloplazmin, tirik asit konsantrasyonlar ile
ortalama spermatozoon yogunlugu, o&lii spermatozoon orani, toplam anormal
spermatozoon oranlari (x+SD) Tablo 1°de, seminal plazma MDA, seruloplazmin, iirik
asit konsantrasyonlar: ile yogunluk, 6lii ve anormal spermatazoon oranlari arasindaki
korelasyonlar Tablo 2’ de gosterilmistir.

MDA ve irik asit konsantrasyonlar1 ile spermatolojik parametreler arasinda
korelasyon yapildiginda istatistiksel olarak énemli bir korelasyon bulunamamistir.

Seruloplazmin konsantrasyonu ile yogunluk ve §lii spermatozoon sayisi arasinda
korelasyon bulunamazken, toplam anormal spermatozoon orani arasinda pozitif
korelasyon (r=0,543 p<0.05) belirlenmistir.

Anormal spermatozoon orani ile 6lii spermatozoon oranmi arasinda da pozitif
korelasyon (r=0,900 p<0.001) saptanmistir.



70

Pmar Alkim ULUTAS - ilker SERIN - Ahmet CEYLAN

Tablol. Horozlarda ortalama seminal plazma MDA. seruloplazmin. iirik asit konsantrasyonlari
(x£SD) ile ortalama spermatozoon yogunlugu. 6lii spermatozoon orani. toplam anormal
spermatozoon oranlari (x=SD).

Table 1. Mcan seminal plasma MDA, ceruloplasmin. uric acid concentrations (x+SD) and mean
spermatozoon density. rates of alive and dead spermatozoa and the spermatozoa
morphology in cocks.

MDA Seruloplazmin Urik asit Spermatoozoon Otii sp. Anor. sp

(xmol/l) (mg/dl) (mg/dl) Yogunlugu Oram orani(%)
(x10*mm?) (%)

n=24 | 11,06£3,06 12.9249.1 10,27+4.79 | 1.06x10°£0.63x10" | 6.61=3.68 | 7.5624.55

Tablo 2. Horozlarda seminal plazma MDA, seruloplazmin. irik asit konsantrasyonlari.
spermatozoon vogunlugu, 6lii sp.orani ve anormal sp. orani arasindaki korelasvon (r).

Table 2. The table of basic corelation in seminal plasma MDA, ceruloplasmin. uric acid
concentrations and density, rates of alive and dead spermatozoa and the spermatozoa
morphology in cocks (r).

\ MDA Ser UA Yog Olii Anorm
\
MDA \\
Ser 0.346 N
\\
UA 0.194 0.75
'\

Yoz -0.208 -0.153 -0.200 T

Olii -0,10 0.266 0,241 0.385

Anorm 0.120 0.543% 0.107 0.367 0.900%*
*: p<0.05
*% 5<0.001

MDA: Malondialdehit, Ser: Seruloplazmin, UA: Urik asit. Yog: Yoguniuk, Olii: Olii ve canli
spermatozoon orant, Anorm: Anormal spermatozoon orant.

Tartisma

Seminal oxidatif stresin erkekte infertilite ile birlikte goriildigti pek cok
calismada bildirilmektedir (1-3,14,16,17). Seminal oksidatif stres, spermada reaktif
oksidasyon trlinlerinin olusumu ile antioksidan koruyucu aktivite arasindaki dengeyi
bozmaktadir. Artan seminal oksidatif stres sonucu ortava g¢ikan, spermatozoon plazma
membranindaki lipid peroksidasyonu; spermatozoon metabolizmasi, motilitesi ve
fertilizasyon kapasitesini bozmaktadir (20). Bu c¢alismada seminal plazma MDA
diizeyleri ile spermatolojik dzellikler arasinda bir korelasyon bulunamamistir. Benzer
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sekilde Nakamura ve ark. (16) vaptiklari ¢alismada subfertil erkek hastalarda seminal
plazma MDA sevivesi ile spermatolojik 6zellikler arasinda bir iliski bulamamislardir.
Ancak fertil gruba gire infertil hastalarda seminal plazma MDA diizeylerinin ylksek
oldugunu bildirmislerdir. Bu c¢alismada seminal plazma MDA dizeyleri ile
spermatolojik ozellikler arasinda korelasyon belirlenememesi; spermatolojik dzelliklerin
(vogunluk, olii/canli spermatozoon orani ve anormal spermatozoon orant) gesitli
kaynaklar (6,12) tarafindan saglikhi horozlarda bildirilen normal sinirlarin igerisinde
olmasiyla iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir. Infertil erkeklerde spermada reaktif
oksijen tirlerinin {iretiminin artmasi sonucu lipid peroksidasyonun gdstergesi olan
MDA dizeyinde artis olustugu bildirilmektedir (1,16). Ordeklerde arsenik
toksikasyonun testikular dokuda MDA seviyesinde ¢nemli oranda artiga ve sperma
kalitesinde azalmaya neden oldugu rapor edilmektedir (8). Surai ve ark. (22) horozlarda
diyete ekledikleri Vitamin E ve selenyumun seminal plazma glutasyon peroksidaz
aktivitesini  arttirdigini ve  lipid peroksidasyonuna karsi koruma sagladigini
bildirmiglerdir. Aksoy ve ark. (2) seminal plazma nitrik oksit seviyesi ile spermatozoon
motilitesi arasinda iliski oldugunu gostermislerdir. Nitekim bu ¢aligmada da anormal
spermatozoon orani yitksek bulunan iki drnekte seminal plazma MDA diizeyinin diger
orneklere gore yitksek oldugu bulunmustur.

Urik asit, suda ¢oziinebilir en @nemli antioksidanlardan biridir. Yapilan
calismalarda insan seminal plazmasinda yitksek duzevde iirik asit konsantrasyonunun
spermatozoonu serbest oksijen radikallerinin hasarindan korudugu bildirilmektedir (14).
Insan ve balik tiirlerinde yapilan cesitli calismalarda seminal plazma trik asit diizeyinin
kan plazmasinin {irik asit dlizevine vakin veya biraz duistik konsantrasyonda bulundugu
bildirilmistir (9,15,25). Ancak horozlarda seminal plazma iirik asit diizeyine ait bir
galismaya rastlanamamistir. Bu calismada ortalama seminal plazma trik asit diizeyi
10.27=4.79 mg/dl bulunmus ve seminal plazma iirik asit konsantrasyonu ile
spermatozoon oOzellikleri arasinda bir korelasyona rastlanmamistir. Yapilan bazi
calismalarda spermatolojik testlerinin oxidatif stresden etkilenmedikleri bildirilmesine
ragmen (4,16). infertil erkeklerde spermada reaktif oksijen tiirlerinin iiretiminin artmasi
sonucu seminal plazma antioksidan kapasitesinin azaldig! bilinmektedir (1,17,18). Bu
calismada da anormal sperma sayisinin yiiksek oldugu belirlenen iki drnekte seminal
plazma tirik asit konsantrasyonlarimin diisiik oldugu gézlenmistir.

Bir akut faz proteini olan seruloplazmin organizmada antioksidan olarak gorev
yaparak serbest oksijen radikallerinin olusumunu ve lipid peroksidasyonunu
engellemektedir (7,10). Cesitli hayvan tiirlerinde yapilan ¢aligmalarda enfeksiyon,
travma ya da inflammasyonu takiben kan plazmasinda diizeylerinin %50 oranina kadar
artti@ bildirilmistir (10). Yapilan literatiir ¢alismasinda seminal plazma seruloplazmin
konsantrasyonunu ile sperm o6zellikleri arasindaki iligkinin incelendigi bir caligmaya
rastlanmamistir. Ancak Blank ve ark. (5) prostatli hastalarda spermada seruloplazmin
diizeyini incelemisler ve hastalarin %38’inde sperma seruloplazmin konsantrasyonunun
artugini;  seruloplazmin  diizeyini  belirlemenin  yanginin  gostergesi  olarak
kullanilabilecegini bildirirken; Orlando ve ark. (18), seminifer tubuler fonksiyonun
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gostergesi olarak seminal plazma seruloplazmin ve transferrin konsantrasyonlarini
inceledikleri bir calismada seruloplazmin diizeyinin seminifer tubuler hasarli hastalarda
normal sinirlar iginde oldudunu ancak seminal plazma transferrin konsantrasyonunun
motilite ve spermatozoon sayist ile iliskili oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alismada
toplam anormal spermatozooan sayist ile seminal plazma seruloplazmin konsantrasyonu
arasinda pozitif bir korelasyon belirlenmistir (r= 0,543 p<0.05). Bu durum Kruse ve ark.
(13) bildirdigi sitokin sentezinin artigtyla iligkili olarak karacigerde seruluplazmin
iiretiminin artmasina bagl olabilecegini akla getirmektedir.

Sonug¢ olarak, horozlarda, seminal plazma seroloplazmin konsantrasyonu ile
toplam anormal spermatozoon orani arasinda pozitif korelasyon saptanmis, diger
parametreler arasinda bir iliski belirlenememistir. Horozlarda daha 6nce benzer bir
calismanin yapilmamis olmasi géz oniine alinarak, yapilacak aragtirmalara 6n c¢alisma
olusturacagi ve elde edilen verilerin referans olarak kullanilabilecegi soyvlenebilir.
Ayrica bu ¢aligmanin gesitli nedenlerle infertil oldugu belirlenen hayvanlarda ve farkli
tiirlerde tekrarlanmasinin yararli olacag: diisiiniilmektedir.
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