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Öz 

Bu çalışmada, koç spermasının 5°C’de kısa süreli saklanması sırasında sulandırıcıya eklenen riosiguatın 
sperm fonksiyonları üzerindeki etkileri araştırılmıştır. Çalışmada üreme mevsiminde sekiz sağlıklı Tuj 
koçundan elde edilen ejakülatlar pooling yapılıp, 400×10⁶ sperm/mL yoğunluğa ayarlanarak beş eşit 
gruba ayrılmıştır. Deney grupları; kontrol (0 µM), 0.5 µM, 5 µM, 50 µM ve 250 µM riosiguat içerecek 
şekilde hazırlanmış ve örnekler 5 °C’de 72 saat süreyle saklanmıştır. Spermatolojik değerlendirmeler 
0. ve 72. saatlerde total motilite, canlılık, plazma membran bütünlüğü, anormal spermatozoon oranı 
ve DNA bütünlüğü açısından gerçekleştirilmiştir. Elde edilen bulgular, riosiguatın sperm fonksiyonları 
üzerinde doza bağlı bifazik etki gösterdiğini ortaya koymuştur. Özellikle 0.5 ve 5 µM riosiguat içeren 
gruplarda 72. saatte total motilite ve canlılık oranlarının daha iyi korunduğu, plazma membran 
bütünlüğünün ise kontrol grubuna kıyasla anlamlı düzeyde yüksek olduğu belirlenmiştir (P<0.05). 
Ayrıca, 72. saatte DNA bütünlüğü, kontrol grubuna kıyasla riociguat ile tedavi edilen tüm gruplarda 
önemli ölçüde daha yüksekti (P<0.05). Buna karşın, yüksek doz riosiguat (250 µM) uygulamasında 
spermatozoona ait baş ve kuyruk anomalilerinin arttığı gözlenmiştir. Sonuç olarak, riosiguatın düşük 
dozlarda (özellikle 0.5 ve 5 µM) koç spermasının kısa süreli soğukta saklanması sırasında motilite, 
membran fonksiyonu ve DNA bütünlüğünü koruyucu etki gösterdiği; ancak yüksek dozlarda morfolojik 
bozukluk riskini artırabileceği belirlenmiştir. Bu bulgular, riosiguatın uygun dozlarda kullanıldığında 
sperm sulandırıcılarına potansiyel bir katkı maddesi olabileceğini göstermektedir. 

Anahtar Kelimeler: DNA, koç, riosiguat, sperma 

 

 
Effects of Riociguat on Sperm Motility, Membrane Function and DNA Integrity in Chilled  
Stored Ram Sperm 

Abstract 

This study aimed to investigate the effects of riociguat supplementation in semen extender on sperm 
functional parameters during short-term storage of ram semen at 5°C. Semen samples were collected 
from eight healthy, sexually mature Tuj rams during the breeding season, pooled, and diluted to a final 
concentration of 400×10⁶ sperm/mL. The samples were divided into five equal groups: control (0 µM), 
0.5 µM, 5 µM, 50 µM and 250 µM riociguat. All groups were stored at 5 °C for 72 hours, and sperm 
evaluations were performed at 0 and 72 hours. Spermatological assessments included total motility, 
viability, plasma membrane integrity, abnormal spermatozoa rates, and DNA integrity. The results 
demonstrated that riociguat exerted a dose-dependent biphasic effect on sperm quality. At 72 hours, 
sperm samples supplemented with 0.5 and 5 µM riociguat showed significantly higher total motility 
and viability compared to the control group (P<0.05). Plasma membrane integrity was also better 
preserved in these low-dose groups, with the highest values observed in the 5 µM riociguat group. 
Moreover, DNA integrity at 72 hours was significantly higher in all riociguat-treated groups compared 
to the control (P<0.05). Conversely, high-dose riociguat supplementation (250 µM) resulted in an 
increased incidence of sperm head and tail abnormalities, indicating potential detrimental effects at 
excessive concentrations. These findings suggest that while physiological activation of the NO–sGC–
cGMP pathway by low-dose riociguat supports mitochondrial function and cellular homeostasis, 
excessive stimulation may disrupt sperm morphology and function. In conclusion, low-dose riociguat 
supplementation, particularly at 0.5 and 5 µM, effectively preserves motility, membrane integrity, and 
DNA integrity of ram sperm during short-term chilled storage. However, higher doses may negatively 
affect sperm morphology. Riociguat may represent a novel additive for semen extenders, provided 
that optimal dose ranges are carefully determined. 

Key Words: DNA, ram, riociguat, semen 
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GİRİŞ 

Suni tohumlama, genetik ilerlemeyi ve üreme verimliliğini ar-
tırmak için koyun yetiştirme programlarında yaygın olarak 
kullanılmaktadır. Koç spermasının 4–5 °C'de kısa süreli sak-
lanması, özellikle kriyoprezervasyonun mümkün olmadığı 
veya spermanın hemen kullanılması amaçlandığında pratik 
ve ekonomik bir yaklaşım olmaya devam etmektedir. Sperma 
metabolizması önemli ölçüde yavaşlar ve 24-72 saat boyunca 
kabul edilebilir fertilite seviyeleri korunabilir. Ancak, bu sı-
caklığa düşerken soğuk şoku riskine karşı kademeli bir so-
ğutma yapılmalıdır. Bununla birlikte, kısa süreli saklama ha-
reketliliğin azalması, membran bütünlüğünün bozulması, mi-
tokondriyal fonksiyon bozukluğu ve oksidatif stresin artması 
ile karakterize edilen sperm kalitesinde bir düşüşe sebep ola-
bilir ve sonuçta döl verimini azaltabilir (1-3). Bu kısa süreli 
saklama sırasında en önemli sınırlayıcı faktörlerden biri, re-
aktif oksijen türleri (ROS) üretimi ile antioksidan savunma 
mekanizmaları arasındaki dengesizliktir. Fizyolojik düzeyler-
deki ROS, spermlerin kapasitasyonu ve sinyal iletimi için ge-
rekli olsa da, muhafaza sırasında aşırı ROS üretimi, sperma-
tozoonlarda lipit peroksidasyonuna, protein oksidasyonuna 
ve DNA hasarına yol açar (4). Spermatozoonlar, yüksek çoklu 
doymamış yağ asidi içeriği ve sınırlı sitoplazmik antioksidan 
kapasitesi nedeniyle bu etkilere karşı özellikle savunmasızdır. 
Koç spermasında, yüksek malondialdehit (MDA) seviyeleri ve 
glutatyon (GSH) gibi antioksidan rezervlerinin azalması, kısa 
süreli saklama sırasında hareketliliğin ve membran bütünlü-
ğünün azalmasıyla kendini gösterir (5-8).  

Spermanın ömrünü uzatmak için kullanılan sulandırıcı-
lara, enerji kaynağı, tamponlama maddeleri, soğuk şokundan 
korumak için madde ve antibiyotikler eklenir. İlaveten ferti-
litenin korunması için son yıllarda yapılan çalışmalar; sulan-
dırıcılara eklenen C vitamini, E vitamini veya sistein gibi anti-
oksidanların saklama süresini uzattığını göstermektedir 
(1,7,9). 

Riosiguat, klinik olarak onaylanmış, öncelikle pulmoner 
arteriyel hipertansiyon tedavisinde kullanılan bir çözünür gu-
anilat siklaz (sGC) uyarıcısıdır. Bu bileşik, nitrik oksit (NO)-
sGC-siklik guanosin monofosfat (cGMP) sinyal yolunu güçlen-
direrek vazodilatasyonu, hücre korumasını ve doku perfüz-
yonunu iyileştirir. Son zamanlarda yapılan çalışmalar, rio-
siguatın ROS üretimini azaltarak ve mitokondriyal fonksiyonu 
destekleyerek üreme ve sinir dokularında antioksidan ve an-
tiapoptotik etkiler gösterdiğini ortaya koymuştur (10-12).  

Bu çalışmanın amacı, koç spermasına riosiguat ilave 
edilip 4–5 °C'de depolandıktan sonra sperma motilitesine, 
membran potansiyeline, canlılık oranlarına, sperm morfolo-
jisine ve DNA bütünlüğüne olan etkisini ortaya koymaktır.  

 

MATERYAL VE METOT 

Penisilin (penisilin G potasyum, 1.000.000 IU) ve streptomi-
sin (kristalize streptomisin sülfat, 1 g) I.E. Ulagay Co. (İstan-
bul, TR) firmasından temin edildi. Diff-Quick hızlı boyama seti 
Gündüz-Kimya Co. (İstanbul, TR) firmasından satın alındı. Ri-
osiguat (CAS: 625115-55-1), Tris (hidroksimetil) aminome-
tan, fruktoz, glikoz, sitrik asit, eozin, nigrosin ve sodyum sit-
rat Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, ABD) tarafından teda-
rik edildi. 

Hayvanlar ve Sulandırıcı Hazırlama 

Çalışmamızda üreme mevsiminde (Ağustos-Eylül 2025) daha 
önceden fertilitesi bilinen, tabi aşım için kullanılan ve genel 
durumu iyi olan sekiz adet sağlıklı, cinsel olgunluğa erişmiş 
Tuj koçu (~2 yaşında) kullanıldı. Hayvanlar, tek tip yönetim 
ve beslenme koşulları altında Atatürk Üniversitesi Hayvancı-
lık Araştırma ve Uygulama Merkezinde barındırıldı. Sperma 
suni vajina kullanılarak üç hafta boyunca haftada iki kez 
sperm toplandı ve toplam 48 ejakülat elde edildi. Daha sonra 
alınan spermalar 1:1 oranında sulandırılıp %70 ve üzeri total 
motiliteye sahip ve yoğunluğu 2x109/mL ve üzeri olan sper-
malar kullanıldı. Spermalar pooling yapılıp son yoğunluğu 
400x106/mL olacak şekilde sulandırılıp 5 eşit hacme bölüne-
rek deney grupları oluşturuldu. 

Riosiguat üretici firmanın tarifine uygun şekilde çözdü-
rüldükten sonra deney grupları son hacimde 0 µM (Kontrol), 
0.5 µM, 5 µM, 50 µM ve 250 µM olacak şekilde ayarlandı. 
Daha sonra 5 °C'lik bir soğutma dolabına yerleştirildi. Sulan-
dırılmış sperma gruplarının 5 °C' ye soğutulduktan sonra, ör-
nekler bu sıcaklıkta saklandı ve spermatolojik incelemeler 0. 
ve 72. saatlerde gerçekleştirildi (Şekil 1).  

 

 
Şekil 1. Koçlardan sperma alma, işleme ve spermada yapılan analiz-
ler [Deney tasarımının şematik gösterimi, yapay zeka (ChatGPT, 
OpenAI) kullanılarak oluşturulmuştur (18).]. 

Sperm Analizi 

Motilite (TM) oranı için, sperma örnekleri seyreltilip 5 mik-
roskop sahasında 40x objektif kullanılarak ışık mikroskobu 
(Zeiss, Almanya) ile incelendi. Sonuçlar yüzde olarak belirtildi 
(13).  

Canlılık oranı için soğutulmuş spermadan 50 µL sperma 
alınıp 1:1 oranında tris tampon çözeltisi (Tris hidroksil ami-
nometan; 3.63 gr + fruktoz; 0.50 gr + sitrik asit; 1.99 gr, 100 
mL distile su içerisinde çözdürüldü) ile yeniden sulandırıldı. 
Spermadan bir damla lam üzerine damlatılıp ardından, 3 
damla eozin-nigrosin boyası (%1.67 eozin + %10 nigrosin + 
0.1 M sodyum sitrat + 100 mL distile su) karışımın üzerine 
damlatıldı ve karıştırıldı. Tris tamponlu soğutulmuş sperma 
boyama çözeltisinden smearlar hazırlandı ve 5-10 saniye ku-
rutuldu. Smearlar, ışık mikroskobu (Nikon, E100, JPN) ile 40× 
objektifi kullanılarak incelendi. Her smearda toplam 400 
spermatozoon incelendi ve baş kısmı pembe renkli olan sper-
matozoonlar ölü, boyanmayanlar ya da yarı boya alanlar ise 
canlı olarak kabul edildi (Şekil 2). Oranlar yüzde olarak ifade 
edildi (14).  

 

 
Şekil 2. Koç spermasında canlılık analizi görüntüsü (a: ölü spermato-
zoon ve b: canlı spermatozoon). 
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Şekil 4. Koç spermasında DNA bütün-
lüğü görüntüsü (Zeiss Axioscope A1, 
skala 20 µm. yeşil spermatozoon: 
DNA bütünlüğü korunmuş, kırmızı 
spermatozoon: DNA hasarına sahip).  

 

Plazma membran bütünlüğünün belirlenmesinde hi-
poosmotik swelling test (HOST) yapıldı. Kısaca: soğutulmuş 
spermadan 100 µL, 37 °C'de 400 µL tris tampon çözeltisi ile 
yeniden sulandırıldı. Daha sonra, bu spermadan 50 µL alındı 
ve 500 µL hipotonik çözelti (0.49 g sitrik asit + 0.9 g fruktoz + 
100 mL distile su) ile karıştırıldı (14). Ardından 37 °C'de 60 
dakika süreyle inkübatörde inkübe edildi. İnkübasyondan 
sonra, karışımdan 30 µL alındı ve 400 adet spermatozoon, 
ışık mikroskobunda 40× objektif ile incelendi. Şişmiş ve kıvrıl-
mış kuyruğu olan sağlam spermatozoon oranı yüzde olarak 
ifade edildi (15). 

Anormal spermatozoon oranı HOS test amacıyla Tris 
buffer ile seyreltilen sperma örneklerinden 75 µL alınıp 
sürme frotiler hazırlandı ve 5-10 dakikada havada kurutuldu. 
Boyama amacıyla Diff-Quik boyama setinin A, B ve C solüs-
yonlarına sırasıyla 30 saniye, 20 saniye ve 30 saniye daldırılıp 
çıkartılarak boyandı. Boyanan frotiler distile su ile yaklaşık bir 
dakika yıkandı ve havada kurutuldu. Hazırlanan frotiler ışık 
mikroskobunun 40× objektifi ile incelendi. Her bir froti için 
toplam 200 spermatozoon incelenerek anormal şekilli (Şekil 
3) spermatozoonların oranları hesaplandı (14). Veriler yüzde 
olarak ifade edilmiştir. 

 

Şekil 3. Koç spermasında anomali analizi görüntüsü (a: baş anoma-
lisi, b: normal morfoloji ve c: kuyruk anomalisi). 

 
DNA bütünlüğü oranı için spermatozoon DNA bütünlü-

ğünün yüzdesini belirlemek için akridin turuncu floresan bo-
yama kullanıldı. Kısaca, 10 μL sperma numunesi bir lama froti 
çekildi ve havada kurumaya bırakıldı. Frotiyi iki saat boyunca 
sabitlemek için Carnoy çözeltisi (1:3 asetik asit ve metanol) 
kullanıldı. Distile su ile yıkandıktan sonra, lamlar oda sıcaklı-
ğında taze hazırlanmış akridin turuncu çözeltisi (10 mL %0.1 
akridin turuncu, 40 mL 0.1 mol/L sitrik asit ve 2.5 mL 0.3 
mol/L Na2HPO4 distile su içinde) kullanılarak karanlık or-
tamda on dakika boyandı (16). Boyanan lameller distile su ile 
yıkandı. Her numuneden rastgele 200 spermatozoon seçildi 
ve Zeiss Axioscope A1 floresan mikroskobunda 40x objektif 
kullanılarak incelendi. Sonuçlar yüzde olarak ifade edildi ve 
kırmızı floresan spermatozoon DNA hasarlı olarak kabul edi-
lirken yeşil floresan veren spermatozoon sağlam olarak ifade 
edildi (16, 17) (Şekil 4). 

 

İstatistiksel Analiz 

Tüm istatistiksel analizler SPSS (Sürüm 27.0, Inc, Chicago, IL, 
ABD) kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Değerler ortalama ± 
standart hata (SEM) olarak sunulmuştur. Spermatolojik ince-
lemeler açısından zaman dilimleri (2 zaman dilimi) ve gruplar 
(5 grup) arasında bir etkileşim olup olmadığını belirlemek 
için, tekrarlanan ölçümler için Bonferroni düzeltmesi ile iki 
yönlü varyans analizi kullanılmıştır. Etkileşimin belirlenmesi 
sonrasında, her gruptaki zaman noktalarını karşılaştırmak 
için Bonferroni düzeltmesi ile nonparametrik Wilcoxon testi 
ve aynı zaman noktasındaki grupları karşılaştırmak için Bon-
ferroni düzeltmesi ile nonparametrik Mann–Whitney U testi 
kullanılmıştır. İstatistiksel olarak P<0.05’e sahip olan tüm pa-
rametreler anlamlı kabul edilmiştir. 

 

BULGULAR 

Aynı zaman dilimindeki gruplar arasında ve aynı grup içindeki 
farklı zamandaki total motilite ve canlılık bulguları Tablo 1’de 
verilmiştir. Çalışmamızda aynı zaman dilimi içerisinde total 
motilite değerlerinde gruplar arası farklılıkların 72. saatlerde 
ortaya çıktığı görüldü, 0.5 ve 5 µM riosiguat içeren grubun 
oranları diğer gruplara göre daha yüksekti (P<0.05). Grup içe-
risinde zamana bağlı motilite kayıpları yine 0.5 ve 5 µM rio-
siguat içeren grupta olmuştur (P<0.05). Canlılık oranlarında 
grup içerisinde zamana bağlı canlılık oranları 5 µM riosiguat 
içeren grupta korunurken diğer gruplarda zamana bağlı daha 
düşüktü (P<0.05). 
 
Tablo 1. Koç sperması sulandırıcısına Riosiguat içeren/içermeyen grup-

lardaki 5 oC’de ki 0. ve 72. saatlarde total motilite ve spermatozoon 
canlılık oranları (ortalama ± standart hata) 

Grup 
TM (%) Canlılık (%) 

0. Saat 72. Saat 0. Saat 72. Saat 

K 74.67±1.65Aab 64.67±2.04Ba 94.67±1.02Aa 89.50±1.82Ba 

0.5 77.93±1.38Ab 75.17±1.83Ab 95.50±1.41Aa 91.67±0.88Ba 

5 75.33±1.74Aab 74.67±1.69Ab 94.00±1.15Aa 92.17±0.48Aa 

50 77.79±0.71Aab 73.00±0.86Bb 96.33±0.49Aa 93.00±0.58Ba 

250 70.00±1.07Aa 66.67±1.31Ba 95.83±0.87Aa 92.83±0.48Ba 

* A, B: Aynı grup içindeki zamana bağlı değerlerin istatistiksel olarak farklılığını 
gösterir (P<0.05). * a, b: Aynı zaman içindeki gruplar arası değerlerin istatistiksel 
olarak farklılığını gösterir (P<0.05). 

 

Aynı zaman diliminde gruplar arası ve aynı grup içinde 
farklı zamandaki anormal baş ve kuyruğa sahip spermato-
zoon oranları Tablo 2’de verilmiştir. Baş anomalilerine ait bo-
zuklukların aynı zaman dilimindeki gruplar arası 72. saatlerde 
ortaya çıktığı görülmüş, kontrol grubu ve 250 µM riosiguat 
içeren grubun oranları diğer gruplara göre daha yüksek ol-
duğu belirlenmiştir (P<0.05). Kuyruk anomalileri incelendi-
ğinde zamana bağlı değişim 0.5, 5 ve 250 µM riosiguat içeren 
gruplarda görülmüş (P<0.05), aynı zaman dilimde ki gruplar 
arası farklılıklar sadece 72. saatlerde olup diğer gruplara na-
zaran 250 µM riosiguat içeren grup daha yüksekti (P<0.05). 

Aynı zaman diliminde gruplar arası ve aynı grup içinde 
farklı zamandaki plazma membran bütünlüğü oranları ve 
DNA bütünlüğü oranları Tablo 3’de verilmiştir. Aynı grup 
içinde farklı zaman dilimine göre değişim tüm gruplarda daha 
(P<0.05). Aynı zaman dilimleri incelendiğinde 0. saatlerde 
kontrol grubuna göre bu oranlar tüm riosiguat grupları daha 
yüksekti (P<0.05). Öte yandan 72. saatlerde ise plazma 
membran bütünlüğünde en yüksek oran istatistiksel olarak 5 
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µM riosiguat içeren gruba aitti (P<0.05). DNA bütünlüğünde 
0.5 µM riosiguat içeren grup hariç tüm gruplarda plazma 
membran bütünlüğü oranlarında zamana bağlı düşüş istatis-
tiksel olarak önemlidir (P<0.05). Çalışmamızda aynı zaman 
dilimi içerisinde DNA bütünlüğü oranlarında gruplar arası 
farklılıkların 72. saatlerde ortaya çıktığı görülmüş kontrol 
grubuna göre tüm riosiguat gruplarında ki oranlar daha yük-
sekti (P<0.05). 

 
Tablo 2. Koç sperması sulandırıcısına Riosiguat içeren/ içermeyen 
gruplardaki 5 oC’de ki 0. ve 72. saatlarde anormal başa sahip ve 

anormal kuyruğa sahip spermatozoon oranları (ortalama ± standart 
hata) 

Grup 
Baş (%) Kuyruk (%) 

0. Saat 72. Saat 0. Saat 72. Saat 

K 3.50±0.67Aa 4.83±0.40Aa 7.83±0.48Aa 9.33±0.49Aab 

0.5 2.17±0.54Aa 3.17±0.31Ab 6.33±0.33Aa 8.50±0.50Ba 

5 3.17±0.54Aa 3.33±0.21Ab 6.67±0.76Aa 8.17±0.31Aa 

50 3.00±0.26Aa 3.33±0.21Ab 6.67±0.80Aa 9.17±0.31Bab 

250 2.50±0.22Aa 4.67±0.33Ba 6.33±0.33Aa 10.83±0.60Bb 

* A, B: Aynı grup içindeki zamana bağlı değerlerin istatistiksel olarak farklılığını 
gösterir (P<0.05). * a, b: Aynı zaman içindeki gruplar arası değerlerin istatistiksel 
olarak farklılığını gösterir (P<0.05). 

 
 

Tablo 3. Koç sperması sulandırıcısına Riosiguat içeren/ içermeyen 
gruplardaki 5 oC’de ki 0. ve 72. saatlarde plazma membran bütünlüğü 

ve DNA bütünlüğü oranları (ortalama ± standart hata) 

Grup 
Plazma Membran  

Bütünlüğü (%) 
DNA  

Bütünlüğü (%)  

0. Saat 72. Saat 0. Saat 72. Saat 

K 49.67±2.88Aa 42.00±3.09Ba 96.67±1.48Aa 87.17±0.48Ba 

0.5 68.83±1.01Ab 40.67±3.18Ba 95.00±1.75Aa 93.67±0.33Ab 

5 69.00±2.25Ab 52.00±4.51Bb 97.33±1.48Aa 94.17±0.95Bb 

50 67.17±3.74Ab 44.50±2.90Bab 97.50±1.31Aa 94.00±1.32Bb 

250 68.67±3.19Ab 45.17±3.19Bab 97.17±1.01Aa 95.00±0.58Bb 

* A, B: Aynı grup içindeki zamana bağlı değerlerin istatistiksel olarak farklılığını 
gösterir (P<0.05). * a, b: Aynı zaman içindeki gruplar arası değerlerin istatistiksel 
olarak farklılığını gösterir (P<0.05). 

 

TARTIŞMA VE SONUÇ 

Bu çalışmada, koç spermasının 5 °C’de kısa süreli saklanması 
sırasında sulandırıcıya eklenen riosiguatın sperm fonksiyon-
ları üzerindeki etkileri ilk kez kapsamlı biçimde değerlendiril-
miştir. Bulgularımız, riosiguatın doza bağlı çift yönlü (bifazik) 
bir etki sergilediğini ve özellikle 0.5–5 µM aralığında sperm 
motilitesi, canlılık, plazma membran bütünlüğü ve DNA bü-
tünlüğünün korunmasında belirgin avantaj sağladığını ortaya 
koymuştur. Buna karşılık, yüksek doz (250 µM) uygulamala-
rında morfolojik anomalilerin artması ve bazı fonksiyonel pa-
rametrelerde bozulma eğilimi gözlenmiştir. 

Kısa süreli soğukta saklama sırasında spermatozoon-
larda görülen fonksiyon kaybının temel nedenleri; mitokond-
riyal disfonksiyon, membran lipit peroksidasyonu ve DNA ha-
sarı ile ilişkili oksidatif stres artışıdır (1,2,4). Çalışmamızda 
kontrol grubunda 72. saatte motilite, plazma membran bü-
tünlüğü ve DNA bütünlüğünde belirgin düşüşler görülmesi, 

literatürle uyumlu olarak soğuk depolamanın sperm hücre-
leri üzerinde kümülatif stres oluşturduğunu doğrulamaktadır 
(1,6,9). 

Riosiguatın düşük dozlarda gözlenen koruyucu etkileri, 
büyük olasılıkla çözünür guanilat siklaz (sGC) aktivasyonu yo-
luyla cGMP düzeylerinin artırılması ve buna bağlı olarak mi-
tokondriyal fonksiyonun desteklenmesi ile ilişkilidir. NO–
sGC–cGMP yolunun sperm motilitesi, enerji metabolizması 
ve hücresel homeostaz üzerinde düzenleyici rol oynadığı 
daha önce bildirilmiştir (8,10,11). Düşük doz riosiguat uygu-
lamalarında total motilitenin korunması ve membran bütün-
lüğünün daha yüksek seyretmesi, bu sinyal yolunun fizyolojik 
düzeyde aktive edilmesinin sperm hücrelerinde enerji üreti-
mini ve membran stabilitesini desteklediğini düşündürmek-
tedir. 

DNA bütünlüğü açısından elde edilen sonuçlar da bu 
mekanizmayı destekler niteliktedir. Özellikle 72. saatte tüm 
riosiguat gruplarında DNA bütünlüğünün kontrol grubuna kı-
yasla daha yüksek bulunması, riosiguatın oksidatif DNA hasa-
rını sınırlayıcı bir etki gösterdiğini düşündürmektedir. sGC ak-
tivasyonu ile ilişkili antiapoptotik ve hücre koruyucu etkiler, 
testiküler iskemi-reperfüzyon ve nörolojik hasar modelle-
rinde daha önce rapor edilmiştir (10,12). Mevcut çalışma, bu 
hücre koruyucu etkinin spermatozoonlar için de geçerli ola-
bileceğini ortaya koymaktadır. 

Bununla birlikte, yüksek doz (250 µM) riosiguat gru-
bunda baş ve kuyruk anomalilerinin artması dikkat çekicidir. 
Bu durum, aşırı cGMP üretiminin sperm fizyolojisinde redük-
tif stres veya metabolik dengesizlik oluşturabileceğini düşün-
dürmektedir. Spermatozoonlar, fizyolojik düzeylerde reaktif 
oksijen türlerine (ROS) bağımlı hücrelerdir ve aşırı antioksi-
dan veya sinyal baskılanması durumunda kapasitasyon, 
membran akışkanlığı ve flagellar hareket olumsuz etkilene-
bilmektedir (4,5). Benzer şekilde, literatürde yüksek doz an-
tioksidan uygulamalarının sperm motilitesini ve morfolojisini 
olumsuz etkileyebildiği bildirilmiştir (6,7). Bu bulgu, riosigua-
tın sperm sulandırıcılarında dar bir terapötik pencereye sa-
hip olabileceğini göstermektedir. 

Genel olarak değerlendirildiğinde, çalışmamız riosigua-
tın koç spermasının kısa süreli saklanmasında doz-bağımlı 
olarak faydalı veya zararlı etkiler gösterebileceğini açıkça or-
taya koymaktadır. Özellikle 0.5–5 µM aralığının, fonksiyonel 
ve yapısal parametreler açısından en dengeli sonuçları ver-
diği görülmüştür. 

Sonuç olarak bu çalışma, riosiguatın koç spermasının 5 
°C’de kısa süreli saklanması sırasında sperm kalitesini doza 
bağlı olarak etkilediğini ortaya koymaktadır. Düşük doz rio-
siguat (özellikle 5 µM), motilite, canlılık, plazma membran 
bütünlüğü ve DNA bütünlüğünün korunmasında belirgin üs-
tünlük sağlamış; buna karşın yüksek doz uygulamalar morfo-
lojik bozukluk riskini artırmıştır. Bu bulgular, riosiguatın uy-
gun dozlarda kullanıldığında sperm sulandırıcılarına yenilikçi 
ve hedefe yönelik bir katkı maddesi olabileceğini, ancak kli-
nik ve saha uygulamaları öncesinde doz optimizasyonu ve 
fertilite sonuçlarının mutlaka değerlendirilmesi gerektiğini 
göstermektedir. Riosiguat'ın in vivo fertilite ve moleküler 
mekanizmaları üzerindeki etkilerini ayrıntılı olarak incelemek 
için gelecekteki çalışmalar önerilmektedir. 
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