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Bu ¢alismada, kog spermasinin 5°C’de kisa sireli saklanmasi sirasinda sulandiriciya eklenen riosiguatin
sperm fonksiyonlari Gizerindeki etkileri arastiriimistir. Calismada Greme mevsiminde sekiz saglkh Tuj
kocundan elde edilen ejakiilatlar pooling yapilip, 400x10° sperm/mL yogunluga ayarlanarak bes esit
gruba ayrilmistir. Deney gruplari; kontrol (0 uM), 0.5 uM, 5 uM, 50 uM ve 250 uM riosiguat icerecek
sekilde hazirlanmis ve 6rnekler 5 °C’de 72 saat slireyle saklanmistir. Spermatolojik degerlendirmeler
0. ve 72. saatlerde total motilite, canlilik, plazma membran butiinligl, anormal spermatozoon orani
ve DNA bitlnlGgh agisindan gergeklestirilmistir. Elde edilen bulgular, riosiguatin sperm fonksiyonlari
izerinde doza bagl bifazik etki gosterdigini ortaya koymustur. Ozellikle 0.5 ve 5 uM riosiguat iceren
gruplarda 72. saatte total motilite ve canlilik oranlarinin daha iyi korundugu, plazma membran
bUtlnligiinin ise kontrol grubuna kiyasla anlaml dizeyde yiiksek oldugu belirlenmistir (P<0.05).
Ayrica, 72. saatte DNA bitinlGgl, kontrol grubuna kiyasla riociguat ile tedavi edilen tim gruplarda
o6nemli 6lglide daha ylksekti (P<0.05). Buna karsin, yiiksek doz riosiguat (250 uM) uygulamasinda
spermatozoona ait bas ve kuyruk anomalilerinin arttigi gbzlenmistir. Sonug olarak, riosiguatin disik
dozlarda (6zellikle 0.5 ve 5 uM) kog spermasinin kisa sireli sogukta saklanmasi sirasinda motilite,
membran fonksiyonu ve DNA bitinlGgiini koruyucu etki gosterdigi; ancak yiksek dozlarda morfolojik
bozukluk riskini artirabilecegi belirlenmistir. Bu bulgular, riosiguatin uygun dozlarda kullanildiginda
sperm sulandiricilarina potansiyel bir katki maddesi olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: DNA, kog, 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 400x108 sperm/mL. The samples were divided into five equal groups: control (0 pM),
0.5 uM, 5 uM, 50 uM and 250 pM 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 uM 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 uM 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 uM) 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 uM, 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.
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GIRIS

Suni tohumlama, genetik ilerlemeyi ve treme verimliligini ar-
tirmak icin koyun yetistirme programlarinda yaygin olarak
kullaniimaktadir. Ko¢ spermasinin 4-5 °C'de kisa siireli sak-
lanmasi, Ozellikle kriyoprezervasyonun miimkin olmadig
veya spermanin hemen kullanilmasi amaglandiginda pratik
ve ekonomik bir yaklasim olmaya devam etmektedir. Sperma
metabolizmasi 6nemli 6lglide yavaslar ve 24-72 saat boyunca
kabul edilebilir fertilite seviyeleri korunabilir. Ancak, bu si-
cakhga duserken soguk soku riskine karsi kademeli bir so-
gutma yapilmalidir. Bununla birlikte, kisa streli saklama ha-
reketliligin azalmasi, membran biitinlGginin bozulmasi, mi-
tokondriyal fonksiyon bozuklugu ve oksidatif stresin artmasi
ile karakterize edilen sperm kalitesinde bir diisiise sebep ola-
bilir ve sonugta dol verimini azaltabilir (1-3). Bu kisa streli
saklama sirasinda en 6nemli sinirlayici faktérlerden biri, re-
aktif oksijen tlrleri (ROS) Uretimi ile antioksidan savunma
mekanizmalari arasindaki dengesizliktir. Fizyolojik dizeyler-
deki ROS, spermlerin kapasitasyonu ve sinyal iletimi i¢in ge-
rekli olsa da, muhafaza sirasinda asir ROS Uretimi, sperma-
tozoonlarda lipit peroksidasyonuna, protein oksidasyonuna
ve DNA hasarina yol agar (4). Spermatozoonlar, yliksek ¢coklu
doymamis yag asidi igerigi ve sinirl sitoplazmik antioksidan
kapasitesi nedeniyle bu etkilere karsi 6zellikle savunmasizdir.
Kog spermasinda, yiksek malondialdehit (MDA) seviyeleri ve
glutatyon (GSH) gibi antioksidan rezervlerinin azalmasi, kisa
slireli saklama sirasinda hareketliligin ve membran biitlinli-
glnin azalmasiyla kendini gosterir (5-8).

Spermanin 6mrini uzatmak icin kullanilan sulandirici-
lara, enerji kaynagi, tamponlama maddeleri, soguk sokundan
korumak icin madde ve antibiyotikler eklenir. ilaveten ferti-
litenin korunmasi igin son yillarda yapilan g¢alismalar; sulan-
diricilara eklenen C vitamini, E vitamini veya sistein gibi anti-
oksidanlarin saklama siresini uzattigini gostermektedir
(2,7,9).

Riosiguat, klinik olarak onaylanmis, éncelikle pulmoner
arteriyel hipertansiyon tedavisinde kullanilan bir ¢6ziinur gu-
anilat siklaz (sGC) uyaricisidir. Bu bilesik, nitrik oksit (NO)-
sGC-siklik guanosin monofosfat (cGMP) sinyal yolunu giiglen-
direrek vazodilatasyonu, hiicre korumasini ve doku perfiiz-
yonunu iyilestirir. Son zamanlarda yapilan calismalar, rio-
siguatin ROS lretimini azaltarak ve mitokondriyal fonksiyonu
destekleyerek tireme ve sinir dokularinda antioksidan ve an-
tiapoptotik etkiler gosterdigini ortaya koymustur (10-12).

Bu galismanin amaci, kog¢ spermasina riosiguat ilave
edilip 4-5 °C'de depolandiktan sonra sperma motilitesine,
membran potansiyeline, canlilik oranlarina, sperm morfolo-
jisine ve DNA butlinlGglne olan etkisini ortaya koymaktir.

MATERYAL VE METOT

Penisilin (penisilin G potasyum, 1.000.000 IU) ve streptomi-
sin (kristalize streptomisin siilfat, 1 g) I.E. Ulagay Co. (istan-
bul, TR) firmasindan temin edildi. Diff-Quick hizli boyama seti
Giindiiz-Kimya Co. (istanbul, TR) firmasindan satin alind. 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) tarafindan teda-
rik edildi.

Riosiguat'in Sogukta Saklanan Kog Spermasinda Motilite, Membran ...

Hayvanlar ve Sulandirici Hazirlama

GCalismamizda lireme mevsiminde (Agustos-Eyliil 2025) daha
onceden fertilitesi bilinen, tabi asim icin kullanilan ve genel
durumu iyi olan sekiz adet saglikli, cinsel olgunluga erismis
Tuj kogu (~2 yasinda) kullanildi. Hayvanlar, tek tip yénetim
ve beslenme kosullari altinda Atatiirk Universitesi Hayvanci-
lik Arastirma ve Uygulama Merkezinde barindirildi. Sperma
suni vajina kullanilarak G¢ hafta boyunca haftada iki kez
sperm toplandi ve toplam 48 ejakiilat elde edildi. Daha sonra
alinan spermalar 1:1 oraninda sulandirilip %70 ve Uzeri total
motiliteye sahip ve yogunlugu 2x10°/mL ve (izeri olan sper-
malar kullanildi. Spermalar pooling yapilip son yogunlugu
400x10°%/mL olacak sekilde sulandirilip 5 esit hacme béliine-
rek deney gruplari olusturuldu.

Riosiguat Uretici firmanin tarifine uygun sekilde ¢6zdii-
raldikten sonra deney gruplari son hacimde 0 uM (Kontrol),
0.5 uM, 5 uM, 50 uM ve 250 uM olacak sekilde ayarlandi.
Daha sonra 5 °C'lik bir sogutma dolabina yerlestirildi. Sulan-
diriimis sperma gruplarinin 5 °C' ye sogutulduktan sonra, 6r-
nekler bu sicaklikta saklandi ve spermatolojik incelemeler 0.
ve 72. saatlerde gergeklestirildi (Sekil 1).

5 Esit Gruba Bolme
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Koglardan Sperma Alma

Motilite Canlilik DNA Biitiinliigi

72 IR D 2w S

$ek|I 1. Koglardan sperma alma, isleme ve spermada yapilan analiz-
ler [Deney tasariminin sematik gosterimi, yapay zeka (ChatGPT,
OpenAl) kullanilarak olusturulmugtur (18).].

Membran Biitiinliigii Anormal Sperm
Orani

Sperm Analizi

Motilite (TM) orani igin, sperma ornekleri seyreltilip 5 mik-
roskop sahasinda 40x objektif kullanilarak 151tk mikroskobu
(Zeiss, Almanya) ile incelendi. Sonuglar yiizde olarak belirtildi
(13).

Canlilik orani igin sogutulmus spermadan 50 pL sperma
alinip 1:1 oraninda tris tampon ¢ozeltisi (Tris hidroksil ami-
nometan; 3.63 gr + fruktoz; 0.50 gr + sitrik asit; 1.99 gr, 100
mL distile su igerisinde ¢ozdirilda) ile yeniden sulandirildi.
Spermadan bir damla lam (zerine damlatilip ardindan, 3
damla eozin-nigrosin boyasi (%1.67 eozin + %10 nigrosin +
0.1 M sodyum sitrat + 100 mL distile su) karisimin {izerine
damlatildi ve karistirildi. Tris tamponlu sogutulmus sperma
boyama ¢ozeltisinden smearlar hazirlandi ve 5-10 saniye ku-
rutuldu. Smearlar, 151tk mikroskobu (Nikon, E100, JPN) ile 40x
objektifi kullanilarak incelendi. Her smearda toplam 400
spermatozoon incelendi ve bas kismi pembe renkli olan sper-
matozoonlar 6li, boyanmayanlar ya da yari boya alanlar ise
canli olarak kabul edildi (Sekil 2). Oranlar yiizde olarak ifade
edildi (14).
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Sekil 2. Kog spermasinda canlilik analizi gériintiisii (a: 61U spermato-
zoon ve b: canli spermatozoon).
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Plazma membran butlinlGglinin belirlenmesinde hi-
poosmotik swelling test (HOST) yapildi. Kisaca: sogutulmus
spermadan 100 pL, 37 °C'de 400 pl tris tampon ¢ozeltisi ile
yeniden sulandirildi. Daha sonra, bu spermadan 50 pL alindi
ve 500 pL hipotonik ¢ozelti (0.49 g sitrik asit + 0.9 g fruktoz +
100 mL distile su) ile kanistirildi (14). Ardindan 37 °C'de 60
dakika sireyle inkiibatérde inkiibe edildi. inkiibasyondan
sonra, karisimdan 30 plL alindi ve 400 adet spermatozoon,
1stk mikroskobunda 40x objektif ile incelendi. Sismis ve kivril-
mis kuyrugu olan saglam spermatozoon orani ylizde olarak
ifade edildi (15).

Anormal spermatozoon orani HOS test amaciyla Tris
buffer ile seyreltilen sperma 6rneklerinden 75 pL alinip
stirme frotiler hazirlandi ve 5-10 dakikada havada kurutuldu.
Boyama amaciyla Diff-Quik boyama setinin A, B ve C solis-
yonlarina sirasiyla 30 saniye, 20 saniye ve 30 saniye daldirilip
¢ikartilarak boyandi. Boyanan frotiler distile su ile yaklagsik bir
dakika yikandi ve havada kurutuldu. Hazirlanan frotiler 151k
mikroskobunun 40x objektifi ile incelendi. Her bir froti icin
toplam 200 spermatozoon incelenerek anormal sekilli (Sekil
3) spermatozoonlarin oranlari hesaplandi (14). Veriler yizde
olarak ifade edilmistir.

Sekil 3. Kog spermasinda anomali analizi goriintisi (a: bag anoma-
lisi, b: normal morfoloji ve c: kuyruk anomalisi).

DNA butinlGgl orani icin spermatozoon DNA bitinli-
glnin yuzdesini belirlemek icin akridin turuncu floresan bo-
yama kullanildi. Kisaca, 10 L sperma numunesi bir lama froti
cekildi ve havada kurumaya birakildi. Frotiyi iki saat boyunca
sabitlemek igin Carnoy ¢ozeltisi (1:3 asetik asit ve metanol)
kullanildi. Distile su ile yikandiktan sonra, lamlar oda sicakli-
ginda taze hazirlanmis akridin turuncu ¢ozeltisi (10 mL %0.1
akridin turuncu, 40 mL 0.1 mol/L sitrik asit ve 2.5 mL 0.3
mol/L Na;HPOs distile su icinde) kullanilarak karanhk or-
tamda on dakika boyandi (16). Boyanan lameller distile suile
yikandi. Her numuneden rastgele 200 spermatozoon segildi
ve Zeiss Axioscope Al floresan mikroskobunda 40x objektif
kullanilarak incelendi. Sonuglar yilizde olarak ifade edildi ve
kirmizi floresan spermatozoon DNA hasarli olarak kabul edi-
lirken yesil floresan veren spermatozoon saglam olarak ifade
edildi (16, 17) (Sekil 4).

Sekil 4. Kog spermasinda DNA butiin-
gl gorintlsi (Zeiss Axioscope Al,
skala 20 um. yesil spermatozoon:
DNA bitlinligu korunmus, kirmizi
spermatozoon: DNA hasarina sahip).
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istatistiksel Analiz

TUm istatistiksel analizler SPSS (Siirim 27.0, Inc, Chicago, IL,
ABD) kullanilarak gerceklestirilmistir. Degerler ortalama *
standart hata (SEM) olarak sunulmustur. Spermatolojik ince-
lemeler agisindan zaman dilimleri (2 zaman dilimi) ve gruplar
(5 grup) arasinda bir etkilesim olup olmadigini belirlemek
icin, tekrarlanan olglimler igin Bonferroni dizeltmesi ile iki
yonli varyans analizi kullanilmistir. Etkilesimin belirlenmesi
sonrasinda, her gruptaki zaman noktalarini karsilastirmak
icin Bonferroni diizeltmesi ile nonparametrik Wilcoxon testi
ve ayni zaman noktasindaki gruplari karsilastirmak icin Bon-
ferroni diizeltmesi ile nonparametrik Mann—Whitney U testi
kullaniimistir. istatistiksel olarak P<0.05’e sahip olan tiim pa-
rametreler anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR

Ayni zaman dilimindeki gruplar arasinda ve ayni grup icindeki
farkl zamandaki total motilite ve canlilik bulgulari Tablo 1’de
verilmistir. Calismamizda ayni zaman dilimi icerisinde total
motilite degerlerinde gruplar arasi farkliliklarin 72. saatlerde
ortaya c¢iktigl gortlda, 0.5 ve 5 pM riosiguat iceren grubun
oranlari diger gruplara gore daha yliksekti (P<0.05). Grup ice-
risinde zamana bagli motilite kayiplari yine 0.5 ve 5 uM rio-
siguat iceren grupta olmustur (P<0.05). Canlilik oranlarinda
grup icerisinde zamana bagh canlilik oranlari 5 uM riosiguat
iceren grupta korunurken diger gruplarda zamana bagli daha
disikta (P<0.05).

Tablo 1. Ko¢ spermasi sulandiricisina Riosiguat iceren/icermeyen grup-
lardaki 5 °C'de ki 0. ve 72. saatlarde total motilite ve spermatozoon
canlilik oranlari (ortalama + standart hata)

™ (%) Canlilik (%)

Grup

0. Saat 72. Saat 0. Saat 72. Saat
K 74.67+1.65*°  64.67+2.04% 94.67+1.02**  89.50+1.82°
0.5 77.93+1.38*°  75.17+1.83"®  95,50+1.41*°  91.67+0.88"
5 75.33+1.74*°  74.67+1.69"°  94.00+1.15*°  92.17+0.48"
50 77.79£0.71%®  73.00£0.86%®  96.33+0.49**  93.00+0.58°°
250 70.00£1.07%*  66.67+1.31%  95.83+0.87**  92.83+0.48°%

* A, B: Ayni grup igindeki zamana bagli degerlerin istatistiksel olarak farkhhgini
gOsterir (P<0.05). * a, b: Ayni zaman igindeki gruplar arasi degerlerin istatistiksel
olarak farkliligini gésterir (P<0.05).

Ayni zaman diliminde gruplar arasi ve ayni grup icinde
farkli zamandaki anormal bas ve kuyruga sahip spermato-
zoon oranlari Tablo 2’de verilmistir. Bas anomalilerine ait bo-
zukluklarin ayni zaman dilimindeki gruplar arasi 72. saatlerde
ortaya ciktigl gorilmis, kontrol grubu ve 250 UM riosiguat
iceren grubun oranlar diger gruplara goére daha yiiksek ol-
dugu belirlenmistir (P<0.05). Kuyruk anomalileri incelendi-
ginde zamana bagli degisim 0.5, 5 ve 250 uM riosiguat iceren
gruplarda gorilmis (P<0.05), ayni zaman dilimde ki gruplar
arasi farkliliklar sadece 72. saatlerde olup diger gruplara na-
zaran 250 uM riosiguat iceren grup daha yuksekti (P<0.05).

Ayni zaman diliminde gruplar arasi ve ayni grup iginde
farkli zamandaki plazma membran bitinligl oranlar ve
DNA butunlGglu oranlar Tablo 3’de verilmistir. Ayni grup
icinde farkli zaman dilimine gore degisim tiim gruplarda daha
(P<0.05). Ayni zaman dilimleri incelendiginde 0. saatlerde
kontrol grubuna gore bu oranlar tim riosiguat gruplari daha
yiiksekti (P<0.05). Ote yandan 72. saatlerde ise plazma
membran bitinliglinde en yuksek oran istatistiksel olarak 5
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LM riosiguat iceren gruba aitti (P<0.05). DNA bitlnluginde
0.5 uM riosiguat iceren grup hari¢ tim gruplarda plazma
membran bitiinlGgi oranlarinda zamana bagl diisUs istatis-
tiksel olarak 6nemlidir (P<0.05). Calismamizda ayni zaman
dilimi igerisinde DNA bitunligu oranlarinda gruplar arasi
farkhliklarin 72. saatlerde ortaya ciktigr gorilmis kontrol
grubuna gore tim riosiguat gruplarinda ki oranlar daha yuk-
sekti (P<0.05).

Tablo 2. Kog spermasi sulandiricisina Riosiguat iceren/ icermeyen
gruplardaki 5 °C’de ki 0. ve 72. saatlarde anormal basa sahip ve
anormal kuyruga sahip spermatozoon oranlari (ortalama * standart

hata)
Bas (%) Kuyruk (%)

Grup

0. Saat 72. Saat 0. Saat 72. Saat
K 3.50£0.67%  4.83:0.40"  7.83:0.48%  9.33+0.49%
0.5 2.17+0.54%  3.17+0.31%  6.33:0.33% 8.50+0.50°2
5 3.17$0.54%  3.33:0.21%°  6.67:0.76 8.17+0.31%
50 3.00£0.26*  3.33:021%  6.67:0.80%  9.17+0.31%%
250 2.50£0.22%  4.67+0.33%  6.33:0.33%  10.83£0.60%

* A, B: Ayni grup igindeki zamana bagl degerlerin istatistiksel olarak farkliligini
gosterir (P<0.05). * a, b: Ayni zaman igindeki gruplar arasi degerlerin istatistiksel
olarak farkliligini gosterir (P<0.05).

Tablo 3. Kog spermasi sulandiricisina Riosiguat iceren/ icermeyen
gruplardaki 5 °C’de ki 0. ve 72. saatlarde plazma membran butlinltgu
ve DNA bitunliigli oranlari (ortalama # standart hata)

Grup Plazma Membran DA
Biitiinliigii (%) Bitiinluigii (%)

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

K 49.67+2.88% 42.00£3.09%  96.67+1.48%  87.17+0.48%
0.5 68.83+1.01"*  40.67+3.18%  95.00+1.75"*  93.67+0.33*°
5 69.00+2.25"°  52.00+4.51%°  97.33+1.48"*  94.17+0.95%
50 67.17+3.74"°  44.50+2.90%® 97.50+1.31"*  94.00+1.32%
250 68.67+3.19"°  45.17+3.19%®  97.17+1.01"*  95.00+0.58%°

* A, B: Ayni grup icindeki zamana bagh degerlerin istatistiksel olarak farklihgini
gosterir (P<0.05). * a, b: Ayni zaman igindeki gruplar arasi degerlerin istatistiksel
olarak farkhligini gosterir (P<0.05).

TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada, kog spermasinin 5 °C’'de kisa sireli saklanmasi
sirasinda sulandiriciya eklenen riosiguatin sperm fonksiyon-
lari Uzerindeki etkileri ilk kez kapsamli bicimde degerlendiril-
mistir. Bulgularimiz, riosiguatin doza bagh ¢ift yonlu (bifazik)
bir etki sergiledigini ve 6zellikle 0.5-5 uM araliginda sperm
motilitesi, canlilk, plazma membran bitinligli ve DNA bi-
tinligunin korunmasinda belirgin avantaj sagladigini ortaya
koymustur. Buna karsilik, yiuksek doz (250 uM) uygulamala-
rinda morfolojik anomalilerin artmasi ve bazi fonksiyonel pa-
rametrelerde bozulma egilimi gdzlenmistir.

Kisa sireli sogukta saklama sirasinda spermatozoon-
larda gorilen fonksiyon kaybinin temel nedenleri; mitokond-
riyal disfonksiyon, membran lipit peroksidasyonu ve DNA ha-
sari ile iligkili oksidatif stres artisidir (1,2,4). Calismamizda
kontrol grubunda 72. saatte motilite, plazma membran bu-
tinligu ve DNA bitinligiunde belirgin disisler gorilmesi,

literatlirle uyumlu olarak soguk depolamanin sperm hiicre-
leri Gzerinde kiimulatif stres olusturdugunu dogrulamaktadir
(1,6,9).

Riosiguatin disiik dozlarda gozlenen koruyucu etkileri,
buyik olasilikla ¢6ziiniir guanilat siklaz (sGC) aktivasyonu yo-
luyla cGMP diizeylerinin artiriilmasi ve buna bagh olarak mi-
tokondriyal fonksiyonun desteklenmesi ile iligkilidir. NO—
sGC—cGMP yolunun sperm motilitesi, enerji metabolizmasi
ve hiicresel homeostaz Uzerinde diizenleyici rol oynadigi
daha 6nce bildirilmistir (8,10,11). Dusuk doz riosiguat uygu-
lamalarinda total motilitenin korunmasi ve membran bitiin-
IGglinln daha ylksek seyretmesi, bu sinyal yolunun fizyolojik
diizeyde aktive edilmesinin sperm hiicrelerinde eneriji Ureti-
mini ve membran stabilitesini destekledigini diisindiirmek-
tedir.

DNA bitunligu agisindan elde edilen sonuglar da bu
mekanizmay destekler niteliktedir. Ozellikle 72. saatte tiim
riosiguat gruplarinda DNA bitinliginin kontrol grubuna ki-
yasla daha yuksek bulunmasi, riosiguatin oksidatif DNA hasa-
rini sinirlayici bir etki gésterdigini diisindirmektedir. sGC ak-
tivasyonu ile iliskili antiapoptotik ve hiicre koruyucu etkiler,
testikiiler iskemi-reperfiizyon ve norolojik hasar modelle-
rinde daha 6nce rapor edilmistir (10,12). Mevcut ¢alisma, bu
hiicre koruyucu etkinin spermatozoonlar i¢in de gegerli ola-
bilecegini ortaya koymaktadir.

Bununla birlikte, yiuksek doz (250 uM) riosiguat gru-
bunda bas ve kuyruk anomalilerinin artmasi dikkat gekicidir.
Bu durum, asiri cGMP (retiminin sperm fizyolojisinde rediik-
tif stres veya metabolik dengesizlik olusturabilecegini diisiin-
dirmektedir. Spermatozoonlar, fizyolojik duzeylerde reaktif
oksijen tirlerine (ROS) bagimh hiicrelerdir ve asin antioksi-
dan veya sinyal baskilanmasi durumunda kapasitasyon,
membran akiskanligi ve flagellar hareket olumsuz etkilene-
bilmektedir (4,5). Benzer sekilde, literatiirde yiiksek doz an-
tioksidan uygulamalarinin sperm motilitesini ve morfolojisini
olumsuz etkileyebildigi bildirilmistir (6,7). Bu bulgu, riosigua-
tin sperm sulandiricilarinda dar bir terapotik pencereye sa-
hip olabilecegini gostermektedir.

Genel olarak degerlendirildiginde, ¢calismamiz riosigua-
tin ko¢ spermasinin kisa sireli saklanmasinda doz-bagimli
olarak faydali veya zararl etkiler gosterebilecegini agik¢a or-
taya koymaktadir. Ozellikle 0.5-5 uM araliginin, fonksiyonel
ve yapisal parametreler acisindan en dengeli sonuglari ver-
digi gorilmustdar.

Sonug olarak bu ¢alisma, riosiguatin kog¢ spermasinin 5
°C’'de kisa siireli saklanmasi sirasinda sperm kalitesini doza
bagh olarak etkiledigini ortaya koymaktadir. Diisiik doz rio-
siguat (ozellikle 5 uM), motilite, canlilk, plazma membran
biitinligl ve DNA btinliginin korunmasinda belirgin Us-
tunlak saglamis; buna karsin yliksek doz uygulamalar morfo-
lojik bozukluk riskini artirmistir. Bu bulgular, riosiguatin uy-
gun dozlarda kullanildiginda sperm sulandiricilarina yenilikgi
ve hedefe yonelik bir katki maddesi olabilecegini, ancak kli-
nik ve saha uygulamalar 6ncesinde doz optimizasyonu ve
fertilite sonuglarinin mutlaka degerlendirilmesi gerektigini
gostermektedir. Riosiguat'in in vivo fertilite ve molekiiler
mekanizmalari lzerindeki etkilerini ayrintili olarak incelemek
icin gelecekteki ¢calismalar 6nerilmektedir.
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