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1. OZET

Bu ¢alisma, L-arjinin’in koglarda bazi iireme parametreleri ve spermanin
saklanabilirligi iizerine etkisini belirlemek amaciyla yapilmistir.

Calismanin 1. asamasinda 7 hafta boyunca giin asir1 5 mg/kg dozunda
L-arjinin enjeksiyonlarmi miiteakip koglarin ereksiyon siireleri, spermatolojik
Ozellikleri ve seminal plazma arginaz aktiviteleri incelendi. Calismanin
2. asamasinda ise sperma orneklerine 0,1, 0,5, 1, 5 ve 10 mM dozlarinda in vitro
L-arjinin ilave edildikten sonra ornekler kisa ve uzun siireli saklama iglemlerine
tabi tutuldu.

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, L-arjinin’in i.m. enjeksiyonlar
ereksiyon siiresi (3. haftadan sonra p<0,01) ve anormal spermatozoon oraninda
(sadece 2. haftada p<0,01) 6nemli azalmalara yol agarken, kitle hareketi (p<0,01),
motilite (p<0,05, p<0,01), yogunluk (3, 5, 6. haftalarda p<0,01) ve membran
biitiinliiglinde ise (3. haftadan sonra p<0,05, p<0,01) 6nemli artislar sagladi.

+4 °C’de kisa siireli saklanan ornekler degerlendirildiginde, 10 mM
L-arjinin ilavesinin sperma Orneklerinin motilitesini 12. saatten sonra, membran
biitiinligiinii de 48. saatten sonra azalttigi (p<0,05), ancak 0,5 mM L-arjinin
ilavesinin 24 ve 96. saatlerdeki arginaz aktivitesini arttirdigi, 10 mM’lik ilavesinin
ise 24, 72 ve 96. saatlerde azalttig1 gozlendi.

Dondurulup ¢6zdiiriilen spermanin motilitesi 0,5 mM L-arjinin ilave edilen
grupta kontrol grubuna gore yiiksek, 10 mM grubunda diisiik olarak tespit
edilirken, membran biitiinliigli ise 0,5 mM grubunda yiiksek bulundu (p<0,01).
Seminal plazma arginaz aktivitesi yoniinden 10 mM L-arjinin ilave edilmis

sperma Orneklerinde 6nemli bir azalma (p<0,01) gozlendi.



Sonug olarak, i.m. L-arjinin uygulamalar1 koglarin ereksiyon siiresini
kisaltmakta ve spermanin kalite parametrelerinde artis saglamaktadir. Spermaya
in vitro katilan L-arjinin’in 10 mM’lik dozunun gerek kisa siireli gerekse uzun
siireli saklama esnasinda spermanin kalitesine zarar verdigi, ancak 0,5 mM’lik doz
ilavesinin ise saklama esnasinda spermaya faydali olacagi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: L-arjinin, Spermatolojik Ozellikler, Saklanabilirlik,

Kog.



2. ABSTRACT

Effect of L_arginine on spermatological characteristics and semen
storability in rams

This study was conducted to determine the effect of L-arginine on some
reproductive parameters and semen storability in rams.

In the experiment 1, erection time, spermatological characteristics and
seminal plasma arginase activities of rams were examined after injection of
L-arginine at 5 mg / kg dose every other day for 7 weeks. In the experiment 2, the
semen samples were subjected to short and long term storage process after in vitro
addition of L-arginine at the doses of 0.1, 0.5, 1, 5 and 10 mM to samples.

When compared with the control group, i.m. L-arginine injections
provided significant reductions in erection time (after the 3" week, p<0.01) and
abnormal spermatozoon rate (only at the 2" week, p<0.01), but significant
increments in mass activity (p<0.01), motility (p<0.05, p<0.01), concentration (at
3 5" 6" weeks, p<0.01) and membrane integrity (after the 3™ week, p<0.05,
p<0.01).

When the samples stored in short term at + 4 °C were evaluated, it was
observed that the addition of 10 mM L-arginine to semen samples decreased the
motility after the 12" h and membrane integrity after the 48" h (p<0.05), but the
addition of 0.5 mM L-arginine increased the arginase activity at the 24" and 96" h
and its 10 mM addition decreased this activity at the 24", 72" and 96" h.

The motility of frozen - thawed semen was determined to be high in group
added with 0.5 mM L-arginine and to be low in 10 mM group while the

membrane integrity was found significantly high in the 0.5 mM group (p<0.01).



A significant reduction was observed in semen samples supplemented with
10 mM L-arginine in terms of arginase activity (p<0.01).

In conclusion, i.m. application of L-arginine provides a shortening in the
erection time and an increment in semen quality parameters of rams. It was
concluded that the in vitro addition of 10 mM L-arginine to semen damages
spermatozoon quality during both short- and long-term storage, but the addition of
0.5 mM dose to semen would be useful during storage.

Key words: L-arginine, spermatological characteristics, storability, ram.



3. GIRIS

Koyun yetistiriciligi hayvansal iiretim (et, siit, yiin ve deri) yoOniinden
iilkemiz ekonomisinde énemli bir yer tutmaktadir. Ulkemiz, 32.186.000 civarinda
koyun varhigi (1) ile hayvancilik sektoriinde 6nemli bir yere sahiptir. Ancak,
verim agisindan istenen diizeye heniiz ulasilamamaistir.

Son yillarda, hizli niifus artisina karsilik sayilar1 azalan koyunlarimizin
1slah edilmesi ve verimlerinin arttirilmasi kaginilmaz bir zorunluluktur. Ancak,
1slah calismalarindaki yetersizlikler, dol verimi diisiikliigii, bakim ve besleme
sartlarinin yetersiz olmast ve erken kuzu kesimi gibi nedenlerden dolay1
koyunculukta yeterli gelisme saglanamamistir.  Koyunculuk  alaninda
biyoteknolojik yontemlerden faydalanilarak verimi arttirmak ve yiiksek verimli
yavrular elde edip wrklarin devamliligini saglamak i¢in suni tohumlama, Ostrus
senkronizasyonu, embriyo nakli, embriyolarin dondurulmasi, ikizlik oraninin
arttirtlmasi, embriyoda veya spermada cinsiyet tayini gibi bir takim yontemler
gittikce yaygm bir sekilde kullanilmaktadir. Gilinlimiizde kullanilan bu
tekniklerden en ekonomik, hizli ve etkili olan1 suni tohumlamadir. Dogal agima
nispetle suni tohumlama yontemi istlin genotipik yap1 ve verim Ozelliklerine
sahip koglarin spermasiyla kisa sirede daha fazla sayida hayvanin
tohumlanmasini saglar. Evcil hayvanlarda suni tohumlama alanindaki ilk bilimsel
caligma Italyan Fizyolog Lazzaro Spallanzani tarafindan 1780 yilinda kdpekler
tizerinde denenmis ve basarili sonuglar alinmistir (2). Bu arastirmaci, 1776 yilinda
kopek, aygir ve insan spermasini kar igerisinde sakladiginda spermatozoonlarin
Olmedigini ancak motilitenin gegici olarak kayboldugunu, bu spermalarin

sicakliginin tekrar yiikseltilmesi durumunda ise hareketlerin yeniden baslayarak



spermatozoonlarin normal duruma geldiklerini gézlemlemistir. Koyunlarda ise ilk
basarili suni tohumlama uygulamalar1 1899 yilinda Rus bilim insan1 E. I. lvanof
tarafindan yapilmistir (3).

Saha sartlarinda yapilan ilk suni tohumlama uygulamalarinda, sperma
alindiktan hemen sonra disi genital kanala verilirdi. Ancak, taze spermanin
bolgesel olarak tasinma zorluklarinin bulunmasi, fertilitesinin 2-3 giinle siirh
olmast ve alman ejakiilatla fazla sayida hayvanin tohumlanmasinin istenmesi
arastirmacilart spermanin daha uzun siireli saklanmasina yonlendirmistir (4).
Spermanin saklanmasindaki temel yaklasim spermatozoonlarin metabolizmasini
yavaglatmak ve hareket enerjilerini azaltarak yasam siirelerini uzatmaktir. Yapilan
arastirmalar sonucunda spermanin saklanmasi igin iki yontem gelistirilmistir.
Bunlardan  birincisi,  spermanin  sicakligm1  disiirmek  vasitasiyla
spermatozoonlarin metabolizmasin1 yavaslatarak sivi sekilde kisa siireli
saklamasi, ikincisi ise 0°C’den daha diisiik sicakliklarda spermanin dondurularak
uzun stireli saklamas1 yontemidir.

Spermanin saklanmasi sirasinda, spermatozoon motilitesi ve membran
biitiinliigiinde degisen diizeylerde kayiplar ve DNA kirikli spermatozoon oraninda
artiglar bunlarin sonucu olarakta fertilite oranlarinda diismeler yasanmaktadir (5).

Kog spermasi diger tiirlere nazaran dondurulmaya kars1 oldukg¢a hassastir.
Bu durumun temel nedeni, spermatozoon membranimnin 6nemli bir kismini
doymamis yag asitlerinin (fosfolipitler) olusturmasidir. Buna bagli olarak
spermanin dondurulmasi sirasinda yapilan sogutma islemleri spermatozoon

membraninin geriye doniisiimsiiz s1vi fazdan jel fazina gegcmesine neden olmakta



ve membran i¢i enzimlerin kinetiginde degisimlere yol agarak, ¢6zdiirme sonrasi
canliliginin azalmasina sebep oldugu goriilmektedir (6, 7).

Proteinlerin yapi taslari olan aminoasitler hiicreleri yapilandirir, dokulari
onarir ve enzimlerin olusturulmasindan sorumludur. Proteinlerin pargalanarak
aminoaside doniisiimii aminoasitlerin viicuttaki ilk islevleridir. Bu doniisiimden
sonra aminoasitler bulabildikleri her yerde nitrojen ile birleserek viicudun
kullanabilecegi binlerce gesit protein formunu alirlar. Viicutta uygun bir protein
sentezi elde edebilmek igin, biitiin aminoasitlerin mutlaka ayn1 zamanda ve dogru
miktarlarda bulunmalar1 gereklidir. Eger bir aminoasit kullaniliyorsa, viicut i¢in

en uygun olan L- formlarmin kullanilmas1 gerekmektedir (8).

3.1. L-arjinin Nedir?

Ik olarak Hedin tarafindan 1895'te bulunmus olan arjinin, pozitif yiiklii
R gruplu bir aminoasittir. D ve L arjinin olarak var olan iki formdan, proteinlerde
bulunani L-arjinin’dir. L-arjinin, dogada bulunan proteinlerin yapisini olusturan
20 aminoasitten biridir (Sekil 1). Sembolik kisaltmast Arg veya R olan bu
aminoasidin  molekill agirhign 210,66 g/mol ve molekil formiili

C6H14N402.HC| 'dir (9)

NH O
H
NH-

Sekil 1. L-arjinin’in Kimyasal Yapis1



3.2. L-arjinin’in Sentezi, Metabolik Yollari ve Fonksiyonlari

Viicutta L-arjinin (2 amino 5 guadinovalerik asit) farkli kimyasal yollarla
sentezlenir. Bunlar sitriillinden L-arjinin sentezi (ince bagirsak, bdbrek ve
karacigerde), glutamattan L-arjinin sentezi ve proteinlerin yikimindan L-arjinin
olusumu seklindedir (10, 11).

L-arjinin, enterositler tarafindan ince bagirsak lumeninden alinarak aktif
transportla emilir. Kiiclik bir kismi enterositlerde metabolize olur ve burada
protein sentezinde kullanilir. Metabolize olmamis kisim ise portal dolasimla
karacigere tasinarak bir miktar daha metabolize olur. Karacigerde metabolize
olmamis L-arjinin, sistemik dolasima gecerek cesitli dokulara dagilir ve farkl
metabolik olaylara katilir. Glomeruler filtrasyona ugrayan L-arjinin’in biiylik
kismi1 reabsorbe olur (12). L-arjinin oral yolla alindiktan yaklasik 1-2 saat sonra
plazmada en yiiksek diizeyine ulasir (13).

Viicutta L-arjinin, arginazla ornitin ve {ireye katabolize olur. L-arjinin,
hayvan hiicrelerinde cesitli dokularda farkli metabolik olaylara katilip 6nemli
bilesiklerin yapilarinda yer alir. Hem protein sentezi, hem de glukoz ve glikojen
olusumu, nitrik oksit (NO), ornitin ve lire sentezi, kreatin, agmatin, glutamat,
prolin ve poliaminlerin biyosentezinin yani sira bazi hormonlarin (insiilin,
prolaktin, glukagon, biiyiime hormonu) sentezi ve antidiiiretik hormonun (ADH)
yapisinda yer alir (8, 14, 15).

L-arjinin prokiirsorii olan sitrulin’in sentezinin viicutta nemli bir kisminin
ince bagirsaktaki epitel hiicrelerde emildigi bildirilmistir (16).

L-arjinin, nitrik oksit sentaz araciligiyla sitrulin ve NO’ye, arginaz

dekarboksilaz araciligiyla L-agmatin’e, glisinamidinotrasferaz araciligiyla



guadinoasetat’a doniisiir. Sonra guadinoasetat N-metiltransferaz araciliiyla
kreatin’e, arginaz araciligiyla L-ornitin’e doniisiip tire agia ¢ikartir. L-ornitin ise
prolin ve glutama’ta dontistir (17).

L-arjininden sentezlenen ornitin, poliamin sentezi i¢in bir prokiirsordiir.
Poliamin ise hiicre proliferasyonu i¢in gereklidir. Kog¢ spermasmin seminal
plazmasinda ve basta epididimis olmak iizere erkek ilireme sisteminin diger
kisimlarinda ¢esitli  poliaminler bulunur. Poliaminler (putresin, spermin,
spermidin) hiicre biiylimesi ve farklilagmasi i¢in 6nemli olan biyomolekiillerdir.
Poliamin biyosentezinde arginaz baslangi¢ enzimi olup olusan ornitin, ornitin
dekarboksilaz enzimi ile putresin’e doniismekte, putresin de daha sonra spermin
ve spermidin sentezine katilmaktadir (18, 19). L-arjinin de poliaminleri
etkileyerek spermatozoon motilitesinde artisina neden olmaktadir (20).

Tim viicut gbéz Oniinde bulunduruldugunda, L-arjinin sentezi bobrek-
bagirsak ekseninde gerceklesir. Bu bolgelerde, glutamin ve glutamattan sitriilin
iireten ince bagirsak epitel hiicreleri bobrek proksimal tiibiil hiicreleriyle isbirligi
igindedir. Bobrek hiicreleri, sitriilin’1 dongiiden ¢ikarip L-arjinine ¢evirir. Sonug
olarak, bagirsak ya da bobrek fonksiyonlarinin zayiflamasi endojen L-arjinin
sentezini azaltir ve besinle alinmasi gereken miktar1 artirir (21).

L-arjinin, viicutta iretilebilir ve dogrudan gidayla alinmasi gerekmez.
Ancak, biyosentetik dongiide yeterli miktarda L-arjinin {iretilemez ve bir kismi
beslenme yoluyla almmalidir. Iyi beslenmeyen ve bazi fiziksel sorunlar1 olan
bireylere L-arjinin i¢eren gidalar tiiketmeleri 6nerilir. L-arjinin’in yetiskinlerdeki

giinliik aliminin 3-6 g arasinda oldugu belirtilmistir (22).



Domuzlarda kullanilan 2 g/kg dozundaki L-arjinin’in tolere edilebildigi ve
herhangi bir yan etkisinin olmadig: bildirilmektedir (23). Siganarda L-arjinin’in
agizdan alimda akut toksik degerinin (LD50) 16 g/kg oldugu rapor edilmistir (24).
Tsubuku ve ark. (25) yaptiklar1 ¢alismada Spraque-Dawley siganlarin diyetlerine
13 hafta boyunca %1,25, %2,5 ve %5 L-arjinin kattiklarinda herhangi bir yan etki
olusmadigini belirtmislerdir.

Besinsel bir kaynak olarak L-arjinin’in uzun dénemli etkilerinin olusumu
istendiginde oral yol tercih edilmelidir. Ciinkii bu yolla yar1 émrii intravendz veya
intraarteryel uygulamaya gore daha uzundur. Giinde 30 g’lik ilavelerin normal
bireylerde ¢ok iyi tolere edilebildigi gézlenmistir. Duruma gore, 3-30 g arasindaki
dozlarin kullanilmasinda herhangi bir sakinca olmadig1 ancak 40 g’dan daha fazla
alinmasinda gesitli yan etkilerin olustugu belirtilmistir (26).

Yiiksek doz oral L-arjinin-HCl uygulamasmin lizin, histidin gibi
bagirsaktaki diger aminoasitlerin emilimini bozarak asir1 NO tiretimi diare, bulanti
ve gastrointestinal rahatsizliklar olusturdugu bildirilmistir (27).

Shao ve Hachocck (28) yaptiklart ¢alismada insanlara intravenoz
(¢ocuk 0,5 g, yetiskin 30 g) ve oral (9 g) uygulanan L-arjinin-HCI’nin uzun siireli
kullanimlarda herhangi bir yan etkisinin olmadigini belirtmiglerdir.

L-arjinin ¢esitli gidalarda bulunur. Hayvansal kaynakli olarak, siit ve siit
tirtinlerinde (yogurt, peynir alti suyu proteinli igecekleri, beyaz peynir), sigir,
tavuk ve hindi etinde, deniz iriinlerinde (istakoz, karides, salyangoz, tuna)
degisen miktarlarda bulunur. Bitkisel kaynakli olarak ise yiiksek kaliteli bitkisel
proteinlerde (soya) yliksek oranda L-arjinin bulunur. Ayrica tahillarda, bugday

tohumu ve ununda, esmer bugday, yulaf unu ve kabuklu yemislerde (hindistan
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cevizi, ceviz, kaju, badem, findik, fistik), ¢ekirdek ve bezelyede bulunur (29, 30).
Ancak, ¢ogu memelinin siitiinde (inek, insan, domuz) L-arjinin oranmi distiktiir.
Mateo ve ark. (31) yaptiklart bir ¢alismada normal diyetlerdeki L-arjinin’in
domuzlarin biiyiime ve lireme performansi i¢in yetersiz oldugunu bulmuslardir.

Yeterli protein alimi yapan saglikli yetiskinlerde, beslenme ile yapilan
ginlik L-arjinin alimi fizyolojik ihtiyaglar1 karsilamada yeterlidir. Ancak,
gelismeleri i¢in yiiksek miktarlarda aminoasit gereksinimi olan biiylime
donemindeki c¢ocuklar ve gencler i¢in L-arjinin esansiyeldir. Ayrica, cesitli
performans gerektiren yara, yanik, akut renal yetmezlik, viicut kiitlesinin ve
vaskiiler hemodinamigin korunmasi, sepsis, pulmoner hipertansiyon, intersitisyel
sistit, HIV, AIDS, hiicre proliferasyonu ve farklilasmasi gibi durumlarda da
L-arjinin’in disaridan besin destekleri veya intravendz uygulama seklinde alindig:
bildirilmektedir (32, 33, 34).

L-arjinin aliminin ¢esitli performans artirict etkilerinin  oldugu da
gozlemlenmistir. Viicutta dolasan NO seviyesindeki artisa neden olma 6zellikleri
sonucunda egzersiz kapasitesini artirma gibi ergojenik etkiler, bliylime hormonu
salgisimi tetikleyici Ozelliginden otiirii kas protein sentezini artiric1 etkisi gibi
yararlari da bunlardan bazilaridir (35).

L-arjinin’in antioksidan ozelligi de vardir. Hidrojen peroksit (H,O;) ve
stiperoksit anyonlarin1 (O7) etkili bir sekilde siipiirmektedir. LDL (diistik
yogunluklu lipoprotein) kolesteroliin aterogenez patogenezinde ¢ok 6nemli olan
okside-LDL’ye oksidasyonunu inhibe eder. Sonugta okside-LDL olusumunu

inhibe eden L-arjinin, antiaterojenik etkiye de sahiptir (36, 37).
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Teke spermasinin fizyolojisinde ve hiicre metabolizmasinin arttirilmasinda
L-arjinin 6nemli bir rol oynar. Srivastava ve ark. (38) teke spermasi iizerinde
L-arjinin’in ve alfa-tokoferol’un lipid peroksidasyona kars1 koruyucu etkiye sahip
oldugunu bildirmislerdir.

L-arjinin ilavelerinin basta kardiyovaskiiler sistem olmak {izere immun,
endokrin ve kas iskelet sistemleri lizerinde olumlu etkileri vardir. Ayrica,
L-arjinin’in lirogenital sistem tizerindeki etkileri de ¢cok fazladir. Hem erkek hem
de kadinlarda sekstiel fonksiyonda etkilidir. Kadinlarda NO {iizerinden klitoral ve
vajinal kan akimini arttirarak orgazmi kolaylastirir. Erkeklerde ise genital
bolgedeki kan akimini artirmak suretiyle ereksiyon ve libido artisina sebep
olmaktadir (39).

In vivo ve in vitro calismalar L-arjinin/NO yolunun aktivasyonundan
sonra penis ereksiyonunun olustugunu kanitlamistir. Erektil disfonksiyonu olan
hastalarda L-arjinin ilavelerinin seksiiel islevlerde diizelmeye neden oldugu
goriilmustiir. Giiniimiizde erektil disfonksiyonlarin, erkek infertilitesinin,
spermatozoon sayisinin azligi (oligozoospermi) ve spermatozoon motilitesinin
normalden diisiik olmasi (astenospermi) durumlarinin tedavilerinde L-arjinin

ilaveleri umut verici olarak kullanilmaya baslanmistir (40, 41, 42).

3.3. Koclarda Ureme Organlar:
Koglarda genital organlarin farklilasmasi gebeligin yaklasik 35. giinii
baslamakta ve testisler fGtiiste 50. ile 60. gilinler civarinda olusmaktadir

(43, 44, 45).
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Koglarda iireme organlari, primer cinsiyet organlari, erkek eklenti bezleri,
kanallar ve dis genital organlar olmak iizere 4 grup halinde degerlendirilebilir.
Testisler primer tireme organlaridir. Erkek kuzularda testisler dogumda skrotuma
inmis durumdadir. Testisler spermatozoon fiiretimi ve hormon salgilanmasini
saglayarak iireme fonksiyonu ve davranislarini diizenler. Bu organlar, kivrimli
kanallarin bulundugu kese tarzinda organlardir. Bu kanallarda spermatogenezis
gerceklesir. Kanallar igerisinde spermatogenezisin devamliligiyla birlikte,
spermatogoniumdan tamamen gelisimini tamamlamis spermatozoonlara kadar her
asamada hiicreler bulunur. Spermatozoon gelisimi bu kanalciklarin duvarinda
baslar ve gelisim boyunca kanal lumenine dogru ilerlemeye devam eder. Bu
duvarlar arasindaki Sertoli hiicreleri spermatozoon gelisimi esnasinda bu
hiicrelerin beslenmesini ve gelisimini desteklemektedir. Kanal lumenine ulasan
spermatozoonlar sivi basinci etkisiyle kanal boyunca hareket ederek epididimise
geger (43, 44).

Epididimis, testis {izerinde bulunan ve spermatozoon olgunlagsmasinin
meydana geldigi kanallardan olusur. Epididimiste olgunlasmaya ugramayan
spermatozoon fertilizasyon yetenegine sahip degildir. Bunun yaninda epididimis
spermatozoonlarin depolanmasi1 goérevini de iistlenmektedir. Spermatozoonlarin
normal olarak epididimisten gogii ortalama 13 giin stirmektedir (43).

Sertoli hiicrelerinden ayrilarak tubulus seminiferus liimenine gecen
spermatozoonlar rete testis araciligi ile epididimise tasiirlar. Spermatozoonlar
epididimal go¢ sirasinda sitoplazmik damlaciklarin1 kaybeder, olgunlasir ve

motilite yetenegini de bu gegis esnasinda kazanirlar (43).
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Koglarda eklenti bezleri olarak vesikula seminalis, prostat ve cowper bezi
bulunmaktadir. Sperma seminal plazma ve spermatozoonlardan olusur. Seminal
plazma ise epididimis, duktus deferens, vesikula seminalis, prostat ve cowper
bezlerinin salgilar1 bulunur. Bu sivilar, ejakiilat miktarinda artis saglayarak
spermatozoonlarin disi ve erkek iireme kanallarinda hareket kabiliyetini
arttirir (43).

Ko¢ seminal plazmasinda  sitrik  asit, ergotiyonin, fruktoz,
gliserilfosforilkolin, sorbitol vardir. Bunlarin disinda az miktarlarda da askorbik
asit, amino asitler, peptitler, proteinler, lipitler, yag asitleri ve enzimler bulunur.
Seminal plazma, ko¢ spermalarinin motilitesini ve yasama kabiliyetini arttirir.
Seminal plazma, belirli bir derecede spermatozoonlarin soguk sokuna maruz
kalma riskini azaltir ve membran hasarlarini 6nler (46, 47).

Medeiros ve ark. (48) spermanin sulandirilmasi veya dondurma islemi
sirasinda hipertonik ortama maruz kaldigini ve seminal plazmanin membranlardan
uzaklasabildigini ve seminal plazmadaki koruyucu maddelerin ¢ogunlukla
proteinler oldugunu bildirmislerdir.

Spermatozoon olusumunu ve motilitesini arttiran L-arjinin ise seminal

plazmada bulunur (40, 49).

3.4. Ko¢larda Spermatogenezis
Spermatogenezis dogumdan sonra yaklasitk 80 ile 90 ginliikkken
baslamakta ve 140-150 giin oldugunda ise spermatozoonlar ejakiilatta

goriilebilmektedir (44, 45).
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Koglarda spermatogenezis beslenme ve bakim sartlarina bagli olarak
ortalama 4. ayda baslamaktadir (50). Spermatogenezis koglarda 46-49 giin kadar
siirmektedir. Bu siireci 11k, yas, sicaklik, nem, bakim ve giin 1s18inin uzunlugu
gibi ¢evre faktorlerinin etkiledigi ve bu faktorlerin de spermatolojik 6zelliklerde
biiyiik varyasyonlar olusturdugu bildirilmektedir (51).

Koglarda spermatogenezis yil boyu devam etmekle birlikte, giin 1s181nin
azalmaya baglamasi epifizden (pineal bezden) melatonin salgisinin arttirmakta bu
da sekstiel aktiviteyi onemli 6lgiide uyarmaktadir. Erkek kuzularin ilk damizlikta
kullanilma yasi, erken gelisen irklarda 7-8 ay, gec gelisenler (baz1 merinos tiirleri

gibi) i¢in 16-20 ay civari olarak bildirilmektedir (50, 51).

3.5. L-arjinin’in Spermatogenezis Uzerine Etkisi

Spermatogenezis iizerinde ¢ok degisik etkenler rol oynamaktadir. Ancak
biitiin bu faktorleri ortaya ¢ikarmak ve 6zellikle spermatogenezis iizerinde ters
etki yapan nedenleri bulmak ¢ok zor ve cogu zaman olanak disi1 oldugundan,
tedavi biiytlik bir sorun olmaya devam etmektedir. Sebebi saptanamayan infertilite
vakalarinda hormonlar, androjenler, ilag ve vitaminler uygulanmakta, ancak
bunlardan alinan sonucglar da ¢cogu zaman yetersiz kalmaktadir. Bunlara ilave
olarak, son yillarda alternatif uygulamalar igerisinde L-arjinin takviyesi de
kullanilmaya baslanmis ve insanlarda yapilan L-arjinin uygulamalarindan oldukga
olumlu sonuglar alindigina dair yayinlar yapilmaya baslanmistir.

L-arjinin ise spermatogenezisin devam ettirilmesinde gerekli olup,
niikleoproteinlerin ~ yapisina  girdigi ve spermatozoonlarda Onemli bir

niikleoprotein komponenti olusturdugu bildirilmistir. Spermatogenezisin hem
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mitoz hem de mayoz béliinmesi sirasinda ¢ok miktarda niikleoproteine ihtiyaci
vardir. Spermatozoon niikleoproteini ise L-arjinin bakimindan ¢ok zengindir (52).

L-arjininden yetersiz beslenmenin, emilimindeki bozuklugun ve anormal
aktivitesinin dokulardaki metabolizmanin diizensizligine, dolayisiyla mitozun
bozulmasina neden oldugu belirtilmistir (49). L-arjinin’in, adenozin trifosfat
(ATP) sentezinden dolayr sperm motilitesini arttirdigi bilinmektedir (49,53,54).
Eksikligi ise spermatogeneziste bozukluklara ve motilitenin azalmasina
neden olur. Bu durumla L-arjinin eksikligi arasinda bir iliski oldugu ileri

stiriilmiistiir (55).

3.6. L-arjinin’in Seminal Plazma Arginaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Arginaz enziminin kog¢ iireme sisteminin tim kisimlarinda farkl
seviyelerde oldugu tespit edilmistir. Uretranin mukozal katlarinda >60 IU/mg
protein, seminal sivi ve bulbotiretral bezde ise en az 9-10 ile 20-31 1U/mg protein
arginaz aktivitesinin oldugu bildirilmistir (56).

Memelilerde prostat, testis ve seminal plazmada, boga (57) ve koglarda ise
(58) iireme sisteminin diger kisimlarinda ve epididimal spermatozoonlarda
arginaz enzimi bulunmustur.

Porembska ve ark. (59) gergeklestirdigi ¢alismada boga testis dokusunda
arginaz enzim aktivitesinin 0,43 U/g oldugu gozlenmistir. Giinaydin ve ark. (60)
kog testis dokusunda yaptiklar1 calismada arginaz enzim aktivitesinin varligini
kanitlamis ve enzim aktivitesini gram dokuda 1,0 iinite bulmuslardir.

Gir ve Kandemir (61) koglarda spermatolojik 6zellikler ile seminal

plazma arginaz aktivitesi arasindaki iliskiyi belirlemek icin yaptiklar1 bir
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calismada ortalama sperma hacmini, kitle hareketini, spermatozoon yogunlugunu,
motilitesini, anormal spermatozoon oranini ve seminal plazma arginaz aktivitesini
strastyla 0,98 + 0,02 ml, 2,72 + 0,23, 1,22 + 0,19 x 10%ml, 60,37 + 4,34%,
5,08 £ 0,52% ve 0,61 £ 0,20 U/mg protein olarak bulmuslardir.

Tiirk ve ark. (62) tekelerde spermatolojik Ozellikler ile seminal plazma
arginaz aktivitesi arasindaki iliskiyi belirlemek i¢in yapmis olduklar1 calismada da
sperma hacmini, sperma pH’sini, kitle hareketini, spermatozoon yogunlugunu,
motilitesini, anormal spermatozoon oranini ve seminal plazma arginaz aktivitesini
stirastyla 0,9 = 0,0 ml, 74 = 0,1, 2,4 + 0,2, 1,6 + 0,3 x 109/m1, 69,1 + 3,3%,
10,2 +£0,7% ve 0,9 £ 0,1 U/mg protein olarak bulduklarin1 belirtmislerdir.

Eskiocak ve ark. (63) spektrofotometrik yontemle olgtiikleri seminal
plazma arginaz aktivitesi ile stresli insanlarda sperm motilitesi ile arasinda negatif
bir iliski oldugunu tespit etmislerdir. Stresli olan ve olmayan insanlarda
spermatozoon yogunlugu, motilite ve seminal plazma arginaz aktivitesi sirasiyla
41,28 + 3,70 ve 77,62 + 7,13 x 10%mL, 8,79 + 1,66 ve 20,86 + 1,63%, 0,12 + 0,01

ve 0,22 + 0,01 U/ml olarak bulunmustur.

3.7. L-arjinin’in NO ve Erektil Disfonksiyon Uzerine Etkisi

L-arjinin’in temel rolii, NO sentezinde bir prekiirsor olmasindan
kaynaklanmaktadir. L-arjinin endotel hiicrelerinde NO araciligi ile trombotik
aktiviteyi, vazokonstriksiyonu ve diiz kas hiicre proliferasyonunu diizenleyerek
yangi ve lezyon olusumunu inhibe eder (64, 65).

NO igin klasik bir reseptor bolgesi yoktur. Guanilil siklazin hem grubuna

baglanarak hiicre icin ikincil haberci molekiil olarak calisan siklik guanozin
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monofosfat (sGMP)’1n birikmesine yol agar. sGMP, miyozin hafif zincir kinazin
defosforilasyonuna neden olur (66).

NO, nonadrenerjik-nonkolinerjik norotransmisyon siiresince endotelden
salimir ve boylece kaslarda guanilil siklazi aktive ederek, SGMP seviyelerini
artirip vaskiiler diiz kasta kalsiyum seviyelerini azaltarak diiz kaslarin (korpus
kavernozum) gevsemesini saglar ve buna bagh olarak ereksiyonda énemli bir rol
ustlenir (66, 67).

Chen ve ark. (40) 6 hafta boyunca diizenli olarak giinliik oral 5 gr L-arjinin
alan 29 erektil disfonksiyonlu erkegin siire¢ sonunda 9 kiside erektil
disfonksiyonun diizeldigini gdzlemlemislerdir.

Klotz ve ark. (68) L-arjinin’in erektil disfonksiyon {izerine etkisini
belirlemek amaciyla yaptiklar1 calismada 2 hafta siireyle giinde 3 kez 500 mg
L-arjinin kullanan hastalarin % 40'inda, geri kalanlarin ise 6 hafta boyunca
kullanmaya devam ettiklerinde % 31'inde erektil disfonksiyonun diizeldigini
belirtmislerdir.

Shah (69) giinliik olarak 1,5 gr L-arjinin uyguladigi hastalarinda ise erektil
disfonksiyon tizerinde herhangi bir etkisinin olmadigin1 gézlemistir.

Sukardi ve ark. (70) tavsanlarda yaptiklar1 ¢alismada L-arjinin’in 100, 200
ve 300 mg/kg farkli dozlarim1 4 hafta boyunca uygulamislardir. Tavsanlara
200 mg/kg uygulanan L-arjinin’in NO konsantrasyonunu arttirdigr ve bu artigin
kontrole gore spermatozoon sayisinda % 25,5 oraninda bir artisa neden oldugunu
ve NO konsantrasyonu ile L-arjinin tiiketimi arasinda onemli bir pozitif iliski

(r = 0,624) oldugu 6ne siiriilmiistiir. NO konsantrasyonu ile spermatozoon sayisi

18



arasinda pozitif bir iliski (r = 0,584), motilitesi ile de negatif bir iliski (r = -0,775)

tespit edilmistir.

3.8. Parenteral ve Oral L-arjinin Uygulamalarinin Spermatolojik
Ozellikler Uzerine Etkisi

3.8.1. Sperma Miktari

Koglarda sperma iiretimi 18 ayliktan 4 yasina kadar gittik¢e artmakta olup,
bir ejakiilattaki miktar 0,5 — 2,0 ml arasinda degismekle birlikte, ortalama
1 ml civarindadir (71, 72).

Ejakiilat miktar1 yoniinden koglarda bireysel farklilik goriilebildigi gibi
ayn1 bireyin degisik ejakiilatlar1 arasinda da farklilik goriilebilmektedir. Genel
olarak yas, mevsim, beslenme, sperma alan kisinin teknik becerisi, sperma alma
yontemi, sperma alma siklig1, kocun mizaci ve kondisyonuna bagli olarak sperma
miktar1 degisebilmektedir (73, 74).

Wu ve ark. (23) diyetlerine 30 giin boyunca % 1’lik L-arjinin-HCI katilan
domuzlarin sperma hacminde herhangi bir degisikligin gozlenmedigini ancak
motilitetede % 8, yogunlukta da % 18 oraninda artis saglandigini bildirmislerdir.
Ayrica seminal sividaki  L-arjinin, prolin, ornitin ve poliaminlerin
konsantrasyonunun kontrol grubuna goére sirasiyla % 43, % 41, % 56 ve % 63

oraninda motiliteyi arttigin1 belirtmislerdir.

3.8.2. Spermatozoon Motilitesi ve Yogunlugu

L-arjinin, fosforik asit seklinde, ATP’nin yeniden sentezinde rol oynayarak

normal spermatozoon motilitesi i¢in enerji maddesi saglanmasinda yardimci
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olmaktadir. Ayrica L-arjinin, Kkallikrein-kinin sisteminin yapisin1 olusturan
peptidlerin en 6nemli komponenti olmasindan dolay1r spermatozoon motilitesinde
onemli rol oynamaktadir (52, 75). Ancak L-arjinin’in yiiksek konsantrasyonlarinin
motilite lizerinde ters etkiye sahip oldugu ileri siiriilmektedir (76, 77).

L-arjininuygulanan tavsan ve tekelerin spermatozoon motilitesinde 6nemli
artiglar sagladigr bildirilmis olup, bu olumlu etkinin spermatozoonlardaki ATP
diizeylerinin L-arjinin’e bagl olarak yiikselmesi ve dolayisiyla glikolizis oraninin
artmasiyla iligkili oldugu belirtilmistir (54, 78).

Spermatozoonlarin hareket bi¢imleri ve hizlarmin hayvan tiirlerine gore
degerlendirilmesi gerektigini bildiren Tekin (77), kog¢ ve teke ejakiilatlarinda
spermatozoon motilitesinin % 90 civarinda oldugunu belirtmektedir. Buna karsin,
Merinos, Daglic ve Ramli¢ 1rklarinda yaptiklar1 ¢alismalarinda motilite oranini,
sirastyla % 84,78, % 75,15 ve % 76,17 olarak bildirmektedir.

Spermanin  viskozitesi,  ejakiilatin  akigkanligmi  ve  kivamim
gostermektedir. Gokgen ve ark. (74) kog spermasinda seminal plazma miktarinin
az, buna karsilik spermatozoon sayisinin yiiksek olmasindan dolayr akigkanligin
az oldugunu bildirmektedir. Spermanin kivami yOniinden muayene edilmesi
ejakiilattaki spermatozoon yogunlugu hakkinda bir fikir vermesi bakimindan
Onem tasimaktadir.

Spermanin kullanilmasinda ve degerlendirilmesinde ejakiilat miktar1 ve
spermatozoon motilitesinin yani sira, ¢cok dnemli bir diger spermatolojik 6zellik
olan spermatozoon yogunlugu, tohumlama dozunun ayarlanmasinda ve spermanin

sulandirilmasinda ¢ok bilyiik 6nem tasimaktadir (72, 74, 79). Evans ve Maxwell
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(73) iyi kalitede bir ko¢ spermasinda 3,5 — 6,0 x 10° /ml spermatozoon olmasi
gerektigini bildirmislerdir.

Akkaraman koglarda spermatolojik ozelliklerin  mevsimsel olarak
degistigini kaydeden Tiirk ve Demirci (80), ortalama olarak sperma miktar1 (ml),
spermatozoon motilitesi (%), spermatozoon yogunlugu (10°/ml) ve anormal
spermatozoon oranini (%) sirasiyla ilkbahar da 0,81+0,0, 72,76+1,17, 2,53+0,05,
6,82+0,17, yaz 0,73+0,04, 67,32+0,96, 2,33+0,07, 8,96+0,50, sonbahar 1,06+0,02,
83,32+0,88, 3,11+0,05, 4,61+0,20 ve kis aylarinda ise 0,71+0,08, 67,21+2,54,
2,23£0,10, 6,59+0,14 olarak bulmuslardir.

Holt ve Albanesi (81) yaptiklari caligmada yetiskin erkeklere 9 giin
boyunca L-arjinin’den eksik diyet uygulandiklarinda spermatozoon sayisinda
yaklasik % 90 azalma ve immotil spermatozoon oraninda ise % 10 artig oldugunu
gbzlemislerdir.

Sukardi ve ark. (70) oral 200 mg/kg L-arjinin uygulanan tavsanlarda
spermatozoon sayisinin kontrole gore % 25,5 oraninda arttigin1 ve optimum dozun
bu oldugunu bulmuslardir.

Aydin ve ark. (79) L-arjinin uyguladiklari oligospermi ve astenospermili
siganlarda uygulamay1 miiteakip spermatozoon sayr ve motilitesinde artiglarin
gozlendigi belirtilmistir.

Scibona ve ark. (82) insanlara L-arjinin’i oral yolla vererek yaptiklari
calismada L-arjinin uygulamasinin herhangi bir yan etki olusturmaksizin

spermatozoon say1 ve motilitesinde artisa neden oldugunu bildirmislerdir.
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Yapilan diger bir ¢alismada spermatozoon motilitesi diisiik olan 12 erkegin
diyetlerine 0,001 M ve 0,004 M L-arjinin eklendiginde motilitenin 0,004 M
tilketen erkeklerde daha fazla arttigi (% 81,6 + 9,96) gozlenmistir (83).

Schachter ve ark. (49) 178 oligopermili insana 2 ay siireli L-arjinin
uygulamak suretiyle 111 vakada (%62,3) spermatozoon sayi ve motilitesinde
onemli derecede artis, 21 vakada (%12,3) ise hafif bir artis oldugunu
bulmuslardir.

Schachter ve ark. (84) L-arjinin uygulamalarinin sadece spermatogeneziste
artisa neden olmadigi ayni zamanda bir fosforik asit gibi rol alan L-arjinin’in
normal spermatozoon motilitesi i¢in gerekli bir enerji kaynagi oldugunu
belirtmislerdir. Ayn1 ¢calismada oligospermi ve astenospermili 141 hastaya giinliik
oral yolla 4 mg L-arjinin su igerisinde verildiginde, spermatozoon motilite ve
yogunlugunda 83 hastada onemli derecede, 24 hastada orta derecede bir artisin
olurken, 34 hastada ise herhangi bir iyilesmenin olmadigi vurgulanmastir.

Ratnasooriya ve ark. (75) yapmis olduklari ¢alismada oral olarak 10 sigana
100 mg/kg, 12 sigana ise 200 mg/kg dozunda L-arjinin uygulamiglardir. L-arjinin
uygulamalarinin epididimal spermatozoon sayisinda ve motilitesinde p<0,01
diizeyinde onemli bir artisa sebep oldugunu belirtmislerdir. Ayrica doza bagl
olarak L-arjinin’in yiiksek motiliteye sahip spermatozoonlarin motilitesini inhibe
ettigi belirtilmistir.

Tanimura (85) yaptiklar1 ¢alismada infertil insanlarda 6-8 hafta oral yolla
0,5 g/giin dozunda uygulanan L-arjinin-HCI’'nin spermatozoon say1r ve

motilitesinde artisa neden oldugunu gostermislerdir.
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3.8.3. Anormal Spermatozoon Orani

Anormal yapili pek ¢ok spermatozoonun fertilizasyon yeteneginin
olmamasi1 ve baz1 kalitsal kusurlar1 tasimasi bakimindan spermatozoonun
morfolojik yapisinin incelenmesi ve anormal sekilli spermatozoon oranlarinin
belirlenmesi spermatolojik muayene agisindan onem arz etmektedir (79). Evans
ve Maxwell (73) %20’den fazla anormal spermatozoon oranina sahip spermalarin
suni tohumlama amaciyla kullanilmamasi gerektigini bildirmektedir.

Ratnasooriya ve ark. (75), 100 ve 200 mg/kg dozunda oral L-arjinin
uygulamalarinin siganlarin spermatozoon morfolojisinde herhangi bir degisiklige
neden olmadigini iddia etmislerdir.

Schachter ve ark. (84) diyetteki L-arjinin eksikliginin spermatozoonlarin
morfolojik yapisinda anormaliye sebep oldugunu ileri siirmiistiir. Ote yandan,
L-arjinin metabolizmasinda gorevli olan arginaz enziminin kog (61) ve tekelerin
(62) seminal plazmasindaki diizeyleri ile anormal spermatozoon oranlari arasinda

negatif bir iligkinin oldugu da bildirilmektedir.

3.9. Saklama Esnasinda L-arjinin’in Sperma Uzerine Olan Etkisi

3.9.1. Kisa Siireli (+4°C) Saklama Esnasindaki Etkisi

Morales ve ark. (86) yapmis olduklar1 ¢alismada astenospermli goéniilli
erkeklerden 10 sperma Ornegi aldiklarini, bu sperma Orneklerine L-arginin’i
in vitro ilave ederek spermatolojik Ozelliklerin etkisine baktiklar1 ¢alismada
spermatozoon motilitesinin arttigini belirtmislerdir.

Hassanpour ve ark. (87) yaptiklart c¢alismada koglarin  kauda

epididimisinden aldiklar1 sperma oOrneklerini her bir Ornekte 40 milyon
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spermatozoon ve 200 ul hacim olusturacak sekilde 5 gruba bdlmiislerdir. Bir
grubu kontrol olarak ayirip diger gruplara L-arjinin’in farkli dozlarim
(0,001, 0,01, 0,1 ve 1 mM) katarak inkubasyona birakmiglardir. L-arjinin’in
diistik (0,001, 0,01 ve 0,1 mM) konsantrasyonlarinin spermatozoon motilitesini az
etkiledigini, yiiksek konsantrasyonlarinin (1 mM) ise motiliteyi énemli diizeyde
(p<0,05) azalttigini belirtmislerdir.

O’Flaherty ve ark. (88) 1,25 mM‘dan 30 mM’a kadar degisen
konsantrasyonlardaki  L-arjinin’i boga spermasina ekleyip inkiibasyona
birakmiglardir. Kontrolle kiyaslandiginda 10 mM ve daha diisiik dozlarinin
motiliteye herhangi bir etkisinin olmadigini, ancak 10 mM’dan daha yiiksek
dozlarda ise motilitenin azaldigini belirtmislerdir.

Ratnasooriya ve ark. (75) yapmis olduklar1 ¢alismada in vitro olarak
spermaya katilan L-arjininin farkli dozlarimin motilite {izerine etkisini
inceledikleri ¢alismada kontrol grubunda %80,37, 100 gr/ml L-arjinin uygulanan
grupta %48,85, 250 gr/ml uygulanan grupta % 36,14, 750 gr/ml
uygulananlarda ise % 14,83 oraninda motilite bulmuslardir. Kontrol grubuyla
uygulama gruplart karsilagtirildiginda  p<0,01 diizeyinde fark oldugu
gozlemlenmistir.

Carvalho ve ark. (89), 3 aygirin her birinden 3’er ejekulat topladiklarini ve
bu spermalara farkl: dozlarda (0, 2, 5, 10, 20 mM) L-arjinin katarak 38 °C’de
0, 60, 120, 300 dakika inkubasyona biraktiklar1 ¢alismalarinda, spermalarin total
motilitesinin 0, 2, S mM ile 10 mM karsilastirildiginda, 10 mM dozda azaldigini

20 mM dozda ise bu azalmanin daha da arttigin1 bulmuslardir.
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Srivastava ve ark. (55), tekelerden elde edilen epididimal spermaya
L-arjinin katarak spermatozoon membran biitiinliigii lizerine etkisini inceledikleri
caligmada L-arjinin’in spermatozoon membran biitiinliiglinii korudugunu, bu
etkisini de L-arjinin’in antioksidan 6zelligiyle NOS enzimini inhibe ederek ve
plazma membranini lipit peroksidasyona karsi koruyarak ortaya koydugunu

belirtmislerdir.

3.9.2. Uzun Siireli (Dondurarak) Saklama Uzerine Etkisi

Siddique ve Atreja (90) yapmis olduklari ¢alismada Murrah Bufalo
bogalarindan alinan spermalarin bir kismi L-arjinin icermeyen, diger bir kismi da
1 mM L-arjinin igeren sulandiricilarla sulandirildiktan sonra dondurulup
¢cozdiriildiigiinic. ve ¢O6zim sonu motilitelerini sirasiyla % 32,33+1,45,
% 38,33+1,66 olarak bildirmislerdir. Ote yandan, ¢dziim sonu spermatozoon
membran biitlinligiiniin kontrol grubunda % 30,01+0,6, L-arjinin ilave edilen
grupta 1se  %43,16+0,72 olarak bulundugunu, dolayisiyla L-arjinin’in
dondurulmus-¢6zdiiriilmiis spermatozoonlarin membran biitiinligi ve motiliteleri
tizerine koruyucu bir etkiye sahip oldugunu belirtmislerdir.

Srivastava ve ark. (55) spermalara kattiklar1 farkli dozlardaki L-arjinin’in
dondurup ¢dzdiiriildiikten sonra membran biitiinliigii {izerine etkisine baktiklari
calismada soguk soku, radyasyon gibi nedenlerle olusan lipit peroksidasyon
sonucu spermatozoon membranindaki yag asit kompozisyonunun degistigini,
dolayisiyla membranin yap1 ve fonksiyonunun bozuldugunu belirtmislerdir. Bu

calismada 20 mM L-arjinin ilave edilen grupta en yiiksek diizeyde lipit
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peroksidasyonun olustugu ve membran biitiinliigiiniin 6nemli derecede etkilendigi
gozlemlenmistir.

Yapilan literatiir incelemesinde, L-arjinin ile ilgili bilimsel caligmalarin
hayvanlara gore insanlar lizerinde daha fazla yogunlastigi, bu ¢alismalarda da
verilme sekli olarak daha ¢ok oral uygulama yolunun tercih edildigi ve erkek
iireme sistemi ile spermatolojik Ozellikler iizerine olumlu sonuglarinin oldugu
bildirilmistir. Ancak erkek hayvanlarda parenteral L-arjinin uygulamalarinin
spermatolojik parametreler lizerine etkisi ile ilgili daha az sayida calisma
bulunmaktadir.  Ote  yandan, giiniimiizde halen ko¢  spermasinin
dondurulabilmesindeki problemlerin tam anlamiyla asilamamasindan dolay1
dondurma oncesi sulandiricilara koruyucu o6zellikleri olan pek cok farkli katki
maddeleri katilmaktadir. Bu durumlar g6z 6niinde bulundurularak mevcut ¢alisma
hem i.m. L-arjinin enjeksiyonunun koglarin ereksiyon siiresi, seminal plazma
arginaz aktivitesi ve bazi spermatolojik 6zellikleri (miktar, kitle hareketi, motilite,
yogunluk, anormal spermatozoon orani ve plazma membran biitiinliigii) hem de
in vitro olarak spermaya degisik dozlarda L-arjinin katilmasinin spermanin kisa ve
uzun streli saklanabilirligi tizerine etkisinin olup olmadigimni arastirmak

amaciyla yapildi.
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4. GEREC ve YONTEM

4.1. Gerec

Arastirmada hayvan materyali olarak 2-3 yaslarinda, klinik olarak saglikli,
fertilitesi bilinen ve genital organ muayenesi sonucunda herhangi bir patolojik
bulguya rastlanmayan 12 adet Akkaraman irki ko¢ ve 1 adet koyun kullanildi.
Koglar galisma siiresince Firat Universitesi Hayvan Hastanesi Hospitalizasyon

Unitesinde barmndirildi.

4.2. Yontem

Calismaya baslamadan once Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu’nun onayr alindi (2013/10). Deneysel uygulamalar siiresince
hayvanlara konsantre ve kaliteli kaba yem verildi. igme suyu ise ad libitum olarak
saglandi. Caligmadan 2 ay once koglarda antiparaziter sagaltim yapildi.

Sperma alma galismalar1 tireme sezonu igerisindeki Eyliil 2014-Ocak 2015
aylar1 arasinda gergeklestirildi. Analizler Firat Universitesi Hayvan Hastanesi
Délerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dalindaki Androloji Laboratuvar’inda
gerceklestirildi. Calismada hayvanlarin  kontrol ve deneme grubuna ayrilmasi
icin ereksiyon siiresi ve spermatolojik Ozelliklerine bakildi ve 2 grupta dengeli
olacak sekilde hayvanlar gruplara dagitildi.

Calisma iki asamali olarak yiiritiildii. Birinci asamada koglara in vivo kas
i¢ci L-arjinin uygulamas1 yapildiktan sonra spermatolojik 6zellikleri ve seminal
plazma arginaz diizeyleri incelendi. ikinci asamada ise spermaya in vitro L-arjinin

katildiktan sonra kisa ve uzun siireli saklama islemi uygulandi.
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4.2.1. Suni Vajenin Hazirlanmasi

Sert kauguk silindirin i¢ine boru seklinde ince kauguk astar ¢ekildikten
sonra her iki ucu suni vajen silindirinin dis yiizeyine dogru geri katlanarak lastik
bantlarla iyice tutturuldu. Bu suretle suni vajen silindiri ile suni vajen i¢ lastigi
arasinda kapal1 bir bdlme olustu. I¢ astar1 gecirilmis suni vajen silindirinin bir
ucuna lastik huni takilarak bantlarla sikica tespit edildi. Bu lastik huninin agikta
kalan dar ucuna da dereceli sperma toplama kadehi tutturuldu. Hazirlanan suni
vajende tabii vajinada bulunmasi gereken ii¢ ozellik olan sicaklik, basing,

kayganlik saglandi.

4.2.2. Koclarin Suni Vajene Alstirilmasi ve Spermanin Alinmasi

Calismaya baslamadan 6nce, koclardan ayr1 bir padokta tutulup hormonal
uygulamalarla (PGF,0. Dinoprost, Dinolytic, Pfizer, 4ml) kizginhiga getirilen
koyun kullanilarak 2 ay siireyle koglarin libidosu uyarildi ve suni vajene sperma
vermeleri saglandi. Alisim silirecinden sonra calisma siiresince her bir kogtan
alinan sperma Ornekleri 1. asama i¢in ayr1 ayri, 2. asama i¢in de pooling

yapilarak ¢alisildi.

4.2.3. Koc¢larin Ereksiyon Siiresinin Belirlenmesi

Sperma alinmadan once koglar koyunun yanina getirildi ve cinsel olarak
uyarilmalar1 saglandi. Ko¢ bu esnada disiyi koklayip flehmen hareketi gosterdi.
Flehmen hareketinden sonra koca hileli atlatmalar yaptirilarak cinsel uyarimin

derecesi arttirildi ve peniste tam bir ereksiyon olusmast saglandi. Ereksiyon
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siiresi, kogun koyunun yanina gelisinden ereksiyon olusuncaya kadarki siire

olarak belirlendi ve “saniye” olarak kaydedildi.

4.2.4. In vivo L-arjinin uygulanmasi (1. Asama)

Kontrol grubunda kullanilmak iizere 6 bas koga spermatogenezis siiresince
(7 hafta), giin asir1 1 ml plasebo serum fizyolojik kas i¢i uygulandi. Deneme
grubundaki 6 bas koga ise 7 hafta boyunca giin asirt 5 mg/kg dozunda L-arjinin
kas ici enjekte edildi. Enjeksiyonlar devam ederken her bir kogtan haftada 1 kez
sperma oOrnekleri alindi. Sperma alma isleminden 6nce kontrol ve deneme
grubundaki her bir kocun ereksiyon siireleri belirlendi. Sperma toplama tiiplerine
alman Ornekler gerekli muayenelerin yapilmasi i¢in laboratuvara gotiiriilerek
37 °C’ye ayarlanmis benmariye yerlestirildi. Alman her bir ejakiilatin, rutin
spermatolojik 6zellikleri (sperma miktari, kitle hareketi, spermatozoon motilite ve
yogunlugu, anormal spermatozoon orani, sperma pH’s1) ile plazma membran

biitlinliigii ve arginaz enzim aktivitesi belirlendi.

4.2.4.1. Rutin Sperma Muayeneleri
4.2.4.1.1. Miktar
Sperma hacmi, dereceli sperma toplama kadehi {izerindeki 6l¢ii ¢izgilerine

gore okunarak “ml” olarak kaydedildi.

4.2.4.1.2. Kitle Hareketi (Mass-Aktivite)
Sicaklign 37 °C’ye ayarlanmis 1sitma tablasina yerlestirilen lam {izerine

kiigiik bir damla taze sperma konuldu. Lam iizerine lamel kapatilmadan faz
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kontrast mikroskopta 10x10’luk biiyiitmede kitle hareketi incelendi.
Degerlendirme, giiclii hareketlere sahip spermatozoonlarin olusturdugu, kaynama
veya dalgalarin girisimi seklindeki hareketlerin olus derecesi goz Oniine alindu.

ti¢ farkli saha incelenerek 0 ile 5 arasinda bir puan verildi (4, 43).

4.2.4.1.3. Motilite

Oncelikle sicakligi 37 °C’ye ayarlanmis mikroskobun 1sitma tablasina
temiz bir lam yerlestirilerek 1sitild1. Sonra lam iizerine 0,5 ml tris sulandiricist ve
lizerine 3ul taze sperma konularak sulandirildi. Uzerine 45° egimle lamel
kapatildi. Faz-kontrast mikroskop altinda 10x40’lik biiyiitmede motilite belirlendi.
Degerlendirme, ileri yonde ve giiclii hareket eden spermatozoonlarin, hareketsiz
ve diger hareket bicimlerini gosterenlere orani seklinde, en az 3 farkli sahada

motilite oranlarimin ortalamas: almarak yapildi ve % 0-100 arasinda deger

verilerek kaydedildi (4, 43).

4.2.4.1.4. Yogunluk

Spermatozoon yogunlugu hemositometrik yontem kullanilarak belirlendi
(4, 91). Bu amagla eritrosit sayiminda kullanilan pipetin 0,5 ¢izgisine kadar
sperma, 101 ¢izgisine kadar da % 2’lik eosin soliisyonu ¢ekilerek 1:200 oraninda
sulandirma gerceklestirildi. Daha sonra pipetin her iki ucu parmakla kapatilip
yatay konumda 30 cm’lik mesafede 100 defa siddetle ileri geri sallanarak karigim
saglandi. Bu islemi takiben ilk 5 damla pipetten disar1 atildi. Daha 6nceden
hazirlanmis Thoma lami iizerine sayim alanini ortecek sekilde sulandirilmig

sperma konuldu. Thoma lami iizerinde spermatozoonlarin pasif hareketlerinin
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durmasi i¢in 5 dakika beklendi. Spermatozoonlarin sayimi 10x40’hik biliylitmede
Thoma laminda, koselerdeki 4 ve ortadaki herhangi bir orta biiyiikliikteki kare
olmak tizere toplam 5 orta biiyiikliikteki karede (toplam 80 kiiciik kare) bulunan
spermatozoonlar sayildi. Yogunlugun hesaplanmasi asagidaki formiilden

yararlanilarak yapildi.

Sayilan
spermatozoon
Spermatozoon sayis1 Toplam Thoma Sulandirma
Yogunlugu = e X Kigcik X Lammm X Oram X 1000
(Say1 /ml) Sayilan Kare Sayist ~ Derinligi (200)
kiiglik kare (400) (10)
sayisl

4.2.4.1.5. Morfolojik Muayene (Anormal Spermatozoon Orani)

Sperma numunelerindeki anormal spermatozoon oranini tayin etmek igin
Cini mirekkebi kullanilarak frotiler hazirlandi. Spermatozoonlarin tek tek
goriilebilmesi i¢in tlip i¢indeki 1 ml sodyum sitrat icerisine 1 damla sperma
numunesi damlatilarak sulandirildi. Isitma tablasi iizerindeki lama sulandirilmig
spermadan bir damla konuldu. Uzerine de 1-2 damla Cini miirekkebi damlatilarak
karistm saglandi. lkinci bir lam yardimiyla siirme froti cekilip kisa siirede
kurutuldu.

Her bir frotiden 400 spermatozoon mikroskobun 40‘lik objektifinde

incelendi. Anormal sekilli olanlarin oran1 % olarak ifade edildi (4, 43).
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4.2.4.2. pH Degerinin Olciimii
Sperma numunelerinin pH degerleri, daha once kalibre edilen dijital

pH metre kullanilarak o6l¢iildii.

4.2.4.3. Hipoozmotik Swelling (HOS) Test

Spermatozoon plazma membran Dbiitiinliiglinin  belirlenmesi  i¢in
Hipoozmotik Swelling (HOS) test kullanildi. HOS test’in yapilmasi i¢in, 100 ul
sperma, 900 pl 100 mOsmol fruktoz soliisyonu ile karistirilarak 37 °C’deki su
banyosunda 30 dakika bekletildi. Bu karisimdan yapilan frotiden, faz kontrast
mikroskobun 10x40 biiyiitmesinde 200 adet spermatozoon incelendi. Sismis ve

kivrilmis kuyruga sahip saglam spermatozoonlarin orani yiizde (%) olarak ifade

edildi (92).

4.2.4.4. Arginaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

4.2.4.4.1. Seminal Plazmanin Elde Edilmesi

Sperma &rnekleri 15000 g’de 13 dakika sogutmali santrifiijle (+4 °C’de)
santrifiij edildi. Elde edilen seminal plazmalar, arginaz aktivitesi tayin edilinceye

kadar -20 °C’de saklandi.

4.2.4.4.2. Arginaz Aktivitesinin Tayini

Seminal plazma arginaz aktivitesi Gayer ve Dabich’in (93) belirttigi
Thiosemicarbazide-Diacetyl-Monoxime-Urea (TDMU) metodunun bir
modifikasyonu kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlendi. Olgiimler iki kez

tekrarlandi. Bu islem igin 0,1 ml seminal plazma 1/20 oraninda 1 mM MnCl; ile
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sulandirildi ve 55 °C’de 12 dakika siireyle preinkiibe edilerek enzim kaynagi
olarak kullanildi. 0,3 ml enzim kaynag igeren tiipler 0,3 ml L-arjinin (120 mM,
pH 9,5) ve 0,4 ml karbonat buffer (200 mM, pH 9,5) 37 °C’de 10 dakika siireyle
inkiibe edildi. inkiibasyon periyodunun sonunda, tiiplere 3 ml asit ayraci ilave
edildi. Reaksiyon durdurularak, daha sonra 10 dakika kaynar su banyosunda
tutulan tiiplere 2 ml renk ayraci ilave edildi. Tiipler daha sonra kaynar su
banyosundan alinip sogutulup 520 nm’de absorbanslar1 kaydedildi.

Protein yogunlugu Lowry ve ark. (94)’nin metodu kullanilarak belirlendi.
Kisaca 1 ml alkali bakir ayraci iceren tiiplere 0,1 ml siipernatant 6rnekler ilave
edilerek karistirilip oda sicakliginda 10 dakika siireyle inkiibe edildi. Daha sonra
Folin ve Ciocalteunun fenol ayraci tiiplere ilave edilip karistirildi. 55 °C’de
5 dakika siireyle inkiibe edildi. Orneklerin absorbansi Shidmadzu UV 240
spektrofotometre kullanilarak 650 nm’de kaydedildi. Sonuglar daha sonra U/mg

protein olarak verildi.

4.2.5. In Vitro L-arjinin Uygulanmasi (2.Asama)

Calismanin 1. asamast bitirildikten sonra kocglar 1 hafta siireyle
dinlendirildi. Bu arada calismada kullandigimiz L-arjinin dozlar1 (10mM, 5 mM,
ImM, 0,5mM, 0,1mM) 6n ¢alisma sonucunda belirlendi. Daha sonra ¢alismanin
1. asamasinda kullanilan 6 kogtan 5 hafta siireyle haftada bir kez sperma 6rnekleri
alind1. Haftalik olarak alinan ejakiilatlar 37 °C’de pooling yapildiktan sonra 2 esit

kisma ayrilarak kisa ve uzun siireli saklama protokollerine tabi tutuldu.
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4.2.5.1. Sperma Sulandiricisinin Hazirlanmasi

Spermay1 sulandirmak amaciyla Tris - Yumurta sarisi sulandiricisi
kullanildi (Tablo 1). Sperma alinmadan 1 saat 6nce tartilarak hazirlanmis olan tris,
glikoz ve sitrik asit 40-50 °C’ye kadar 1sitilmis olan 50 ml distile su igerisinde
¢Ozdiiriildii. Daha sonra sicakligi 37 °C’ye diisiiriildii. Giinliik olarak alinan taze
yumurtalarin aki sarisindan filtre kagidi yardimiyla ayrildiktan sonra hazirlanan
soliisyona 15 ml yumurta saris1 ilave edilerek, karisima 100.000 IU penisilin G ve
100 mg streptomisin eklendi ve hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

Hazirlanan 6n sulandiric1 37 °C’deki su banyosuna konuldu.

Tablo 1. Tris + Yumurta Saris1 Sulandiricist

Madde Miktar
Tris (hydroxymetyl aminomethane) (Merck 1.10695.0250) 3,639
Glikoz (Merck 1.08337.0250) 0,509
Sitrik asit monohidrat (Sigma C-2404) 1,999
Yumurta Sarisi 15,00 ml
Distile su 100,00 ml

4.2.5.2. L-arjinin’in Stok Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

4.2.5.2.1 Kisa Siireli Saklamada Kullanilacak Olan Stok Soliisyonlar

1. Stok Soliisyonu (20 mM): 0,42 gr L-arjinin tartilip 100 ml distile suda
cozdiiriilerek 20 mM’lik 1. stok soliisyon hazirlandu.
2. Stok Soliisyonu (10 mM): 1. stok soliisyondan 50 ml alinip distile su ile

100 mI’ye tamamlanarak 10 mM’lik 2. stok soliisyon hazirlandu.

34



Stok Soliisyonu (2 mM): 0,042 gr L-arjinin tartitlip 100 ml distile suda
cOzdiirtilerek 2 mM’lik 3. stok soliisyon hazirlandi..

Stok Soliisyonu (1 mM): 3. stok soliisyondan 50 ml alinip distile su ile
100 ml’ye tamamlanarak 1 mM’lik 4. stok soliisyon hazirlandi.

Stok Soliisyonu (0,2 mM): 0,0042 gr L-arjinin tartilip 100 ml distile suda

¢Ozdiirtilerek 0,2 mM’lik 5. stok soliisyon hazirlandi.

4.2.5.2.2 Uzun Siireli Saklamada Kullanilacak Olan Stok Soliisyonlar

Stok Soliisyonu (20 mM): Bir beher glass igerisine 0,42 gr L-arjinin iizerine
10 ml gliserol ilave edilip distile suyla 100 ml’ye tamamlanarak %10 gliserol
ihtiva eden 20mM’lik L-arjinin’li 1. stok soliisyon hazirlandi.

Stok Soliisyonu (10 mM): Bir beher glass icerisine 0,21 gr L-arjinin iizerine
10 ml gliserol ilave edilip distile suyla 100 ml’ye tamamlanarak %10 gliserol
ihtiva eden 10mM’lik L-arjinin’li 2. stok soliisyon hazirlandu.

Stok Soliisyonu (2 mM): Bir beher glass igerisine 0,042 gr L-arjinin iizerine
10 ml gliserol ilave edilip distile suyla 100 ml’ye tamamlanarak %10 gliserol
ihtiva eden 2mM’lik L-arjinin’li 3. stok soliisyon hazirlandi.

Stok Soliisyonu (1 mM): Bir beher glass igerisine 0,021 gr L-arjinin iizerine
10 ml gliserol ilave edilip distile suyla 100 ml’ye tamamlanarak %10 gliserol
ihtiva eden 1mM’lik L-arjinin’li 4. stok soliisyon hazirlandi.

Stok Soliisyonu (0,2 mM): Bir beher glass igerisine 0,0042 gr L-arjinin
tizerine 10 ml gliserol ilave edilip distile suyla 100 ml’ye tamamlanarak %10

gliserol ihtiva eden 0,2mM’lik L-arjinin’li 5. stok soliisyonu hazirlandi.
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4.2.5.3. Spermanin Kisa Siireli (+4°C) Saklanmasi

Pooling yapildiktan sonra 2 esit kisma ayrilan spermanin birinci kismu,
kisa stireli saklanmak amaciyla kullanildi. Bu amagla mililitrede 400 milyon motil
spermatozoon olacak sekilde Tris - Yumurta sarisi sulandiricisiyla sulandirilip
6 esit gruba ayrildi. Grup 1 kontrol amaciyla tutulurken diger gruplara sirasiyla
son hacimde 0,1 mM (2. grup), 0,5 mM (3. grup), 1 mM (4. grup), 5 mM (5. grup)
ve 10 mM (6. grup) L-arjinin olacak sekilde stok soliisyonlar1 ilave edildi.
Ornekler +4 °C’de bekletilerek 0, 12, 24. saatlerde ve daha sonra da 24 saat
araliklarla motilitesi tiikeninceye kadar motilite, membran biitiinliigli ve arginaz

aktivitesi kontrolleri yapildi.

4.2.5.4. Spermanin Uzun Siireli (Dondurularak) Saklanmasi

Uzun siireli saklama amaciyla kullanilacak 2. kisim pooling yapilmisg
sperma ise, yine mililitrede 400 milyon motil spermatozoon olacak sekilde
Tris - Yumurta saris1 sulandiricisiyla sulandirilip 6 esit gruba ayrildi. Grup 1
kontrol amaciyla tutulup diger gruplara sirasiyla son hacimde 0,1 mM (2. grup),
0,5 mM (3. grup), 1 mM (4. grup), 5 mM (5. grup) ve 10 mM (6. grup) L-arjinin
olacak sekilde stok soliisyonlar1 ilaveleri yapildiktan sonra rutin dondurma
islemlerine tabi tutuldu. Dondurulmus-¢ozdiiriilmiis spermalarin  motilite,

membran biitiinliigii ve arginaz aktivitesi kontrolleri yapildi.
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4.2.5.4.1. Spermanin Dondurulma Asamalari

4.2.5.4.1.1. On Sulandirma islemi ve Sogutma

Pooling yapilmis spermanin 2. kismi 37 °C’de mililitrede 400 milyon
motil spermatozoon olacak sekilde toplam sulandiricinin  yarist ile 6n
sulandirmaya tabi tutulup 6 esit gruba ayrildi. Grup 1 kontrol amaciyla tutulup
diger gruplara sirasiyla son hacimde 0,1 mM (2. grup), 0,5 mM (3. grup), 1 mM
(4. grup), 5 mM (5. grup) ve 10 mM (6. grup) L-arjinin olacak sekilde stok
soliisyonlar ilave edildi. Sulandirilmig ve L-arjinin ilavesi yapilmig sperma igeren
tiipler sicaklign 37 °C’ye ayarlanmis su dolu kaplar icerisine daldirilip sogutma
kabinine birakilarak sicakligimin yaklasik 2 saat icerisinde sogutma kabininde

4 °C’ye diismesi saglandh.

4.2.5.4.1.2. Gliserolizasyon

On sulandirilmasi yapilmis ve sicakligr 4 °C’ye diisiiriilmiis kontrol grubu
ile L-arjinin ilave edilmis %10 oraninda gliserol igeren toplam sulandiricinin
diger yarisi ile son sulandirma islemine tabi tutuldu. Her bir grup i¢in ayrilan 6n
sulandirilmas1 yapilmis spermalara 15 dakika araliklarla L-arjinin ilave edilmis
%10 oraninda gliserol igeren sulandirict damla damla eklenerek gliserolizasyon

islemi tamamland.

4.2.5.4.1.3. Equilibrasyon

Sulandirilmis ve gliserolizasyon islemi tamamlanmis olan spermalar

+4 °C’de 4 saat bekletilerek equilibrasyona tabi tutuldu.
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4.2.5.4.1.4. Spermanin Payetlere Cekilmesi
Equilibrasyona tabi tutulan sperma 6rnekleri farkli renklerdeki 0,25 ml’lik

payetlere ¢ekilerek uglar1 polivinil alkol tozu ile kapatildi.

4.2.5.4.1.5. Spermanin Dondurulmasi

Hazirlanmis olan payetler, 7 cm derinliginde s1vi azot ig¢eren bir strafor kab
(26 x 17 x 14 cm) igerisinde ylizen, orta kismi1 ¢ikarilmis ve iist tarafi boydan boya
madeni kafes teli ile kaplanmis dikddrtgen seklindeki sert strafor blok
(18 x 12 x 5 cm) lizerine bir sira halinde yerlestirildi. Strafor kutunun kapagi
kapatilarak payetler icerisindeki spermalarin sivi azot buharinda (-120 °C)
10 dakika bekletilerek dondurulmasi saglandi. Bu siirenin sonunda strafor blok
tizerindeki payetler, strafor kaptaki sivi azot i¢ine birakildi. Payetler sivi azot

igerisinde, gobletlere yerlestirilerek sivi azot tankina (-196 °C) aktarildi.

4.2.5.4.1.6. Dondurulmus Spermanin Cozdiiriilmesi

Spermalarin ~ dondurulmast  sonucu  spermatolojik  6zelliklerinin
belirlenmesi i¢in her bir gruba ait payetler dondurma isleminden yaklasik 24 saat
sonra 38 °C’deki su igerisinde 25 saniye bekletilerek ¢ozdiiriildii.

Cozdiriilen sperma oOrneklerinde spermatozoon motilitesi, membran

biitlinliigii ve arginaz aktivitesi belirlenerek sonuglar kaydedildi.
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4.2.6. Istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen veriler ortalama ve standart hata (=SEM) degerleri
olarak sunuldu. Verilerin istatistiki karsilastirmalar1 i¢in SPSS (22.0, Chicago, IL,
USA) istatistik programi kullanildi. p<0,05 degeri istatistiki agidan 6nemli kabul
edildi.

In vivo ve in vitro calismadan elde edilen verilerin normal dagilim
gosterip gostermediklerini tespit etmek i¢in Shapiro-Wilk normallik analizi
yapildi. Bu testin sonucuna goére degerlerin normal dagilim gosterdigi gozlendigi
i¢in daha sonraki veri analizlerinde parametrik testler kullanildi.

In vivo calismada kontrol ve deneme grubu arasindaki farkliliklari
belirlemek i¢in bagimsiz t testi (independent sample t test), her bir gruptaki
haftalik farkliliklar1 belirlemek icin de bagimli t testi (paired sample t test) yapildi.

In vitro ¢alismanin kisa siireli sperma saklanmasi esnasinda kontrol ve
farkli doz L-arjinin ilave edilmis gruplardaki motilite, membran biitiinliigi ve
arginaz aktiviteleri lizerindeki zamana bagli etkilerin karsilastirilmasinda tekrarl
Olctimler i¢in, tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve ikili karsilagtirmalarda ise
post hoc Duncan testi uygulandi.

In vitro ¢alismanin sperma dondurulma asamasinda dondurma oncesi ile
sonras1 motilite, membran biitiinliigli ve arginaz aktivitelerini karsilastirmak i¢in
bagimli t testi, hem dondurma Oncesi hem de dondurma sonrasi kontrol ile
L-arjinin farkli doz uygulamalarinin etkisini belirlemek i¢in ise once tek yonlii

varyans analizi (ANOVA) sonrasinda post hoc Duncan testi kullanildu.
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5. BULGULAR

5.1. In vivo (1. asama) bulgular

5.1.1. Ereksiyon Siiresi

Kontrol ve L-arjinin uygulanan koglarda 7 hafta boyunca sperma alma
esnasindaki ereksiyon siireleri Sekil 2°de gosterilmektedir.

L-arjinin enjeksiyonlarimin 4 ve 6. (p<0,01) ile 5 ve 7. (p<0,05)
haftalardaki ercksiyon siirelerini kontrol grubuna gére onemli derecede kisalttigi

gozlendi.
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Sekil 2. L-Arjinin Enjeksiyonunun Koglarin Ereksiyon Siiresi Uzerine Etkisi.

A, B: Gruplar arasi farkliliklar1 p<0,01 diizeyinde gostermektedir.

a, b: Gruplar aras1 farkliliklar1 p<0,05 diizeyinde gdstermektedir.
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5.1.2. Sperma Miktari

Kontrol ve L-arjinin uygulanan koglarin 7 haftalik sperma miktarlar
Sekil 3’te gosterilmektedir.

Gruplar arasinda sperma miktar1 agisindan énemli bir fark bulunamamuistir.
Haftalara gore sperma miktar1 agisindan kontrol grubu karsilastirildiginda 4 ile 7.
haftalar arasinda Onemli bir farklilik (p<0,05) tespit edildi. L-arjinin grubu
igerisinde sperma miktar1 agisindan 2 ile 3. haftalar arasinda énemli bir farklilik

(p<0,05) tespit edildi.
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Sekil 3. L-arjinin Enjeksiyonunun Koglarin Sperma Miktar1 Uzerine Etkisi.

1, 2: Kontrol grubunun zamanlar arasi farklilig1 gosterilmistir (p<0.05).

X, Y: L-arjinin grubunun zamanlar arasi farklilig1 gosterilmistir (p<0.05).
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5.1.3. Sperma pH’s1

Kontrol ve uygulama grubu kocglardan elde edilen spermalarin haftalik
sperma pH degerleri Sekil 4’te verilmistir.

L-arjinin uygulamalarinin Sekil 4’ te goriildiigli gibi kontrol grubuna gore
sperma pH degerlerini diislirdiigii goriilmiis, bu diisiisiin istatistiki olarak énemsiz
oldugu belirlenmistir. Ayrica kontrol ve L-arjinin gruplar1 ve zamanlar arasinda

Onemli bir fark bulunamamustir.

O Kontrol mL-arjinin

Sperma pH

5,8

5,6

Hafta

Sekil 4. L-arjinin Enjeksiyonunun Koglarin Sperma pH’s1 Uzerine Etkisi.
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5.1.4. Spermanin Kitle Hareketi

Koglardan elde edilen spermalarin kontrol ve uygulama grubundaki
haftalik sperma kitle hareket degerleri Sekil 5°te gosterilmistir.

Tim haftalarda kontrol grubu ile karsilastirildiginda deneme grubunda
p<0,01 diizeyinde istatistiki olarak ©Onemli bir artis bulunmustur. Kontrol
grubunda 1, 2, 3, 4, 6. haftalar ile 5, 7. hafta ve 5 ile 7. hafta arasinda p<0,05
diizeyinde 6nemli farkliliklar tespit edildi. Deneme grubunda 1, 2, 3, 4, 5. haftalar
ile 6, 7. hafta ve 6 ile 7. hafta arasinda p<0,05 diizeyindeki fark istatistiki olarak

onemli bulunmustur.
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Sekil 5. L-arjinin Enjeksiyonunun Koglarin Sperma Kitle Hareketi Uzerine Etkisi.

A, B: Gruplar arasi farkliliklar1 géstermektedir (p<0,01).
1, 2, 3: Kontrol grubu igerisinde haftalar arasindaki farkliliklart géstermektedir (p<0,05).

X, Y, Z: L-arjinin gruplar igerisinde haftalar arasindaki farklilig1 gostermektedir (p<0,05).

43



5.1.5. Spermatozoon Motilitesi

Kontrol ve L-arjinin gruplarindaki haftalik spermatozoon motilite degerleri
Sekil 6’da gosterilmektedir.

L-arjinin uygulamasi1 kontrol ile karsilastirildiginda 1, 2, 3. haftalarda
p<0,01 diizeyinde, 4, 5, 6, 7. haftalarda ise p<0,05 diizeyinde onemli bir artis
saglamistir. Kontrol grubunda 1, 2, 3, 4. haftalar ile 7. hafta arasindaki fark
p<0,05 diizeyinde 6nemliyken 5, 6, 7. haftalar arasindaki farkliliklar 6nemsiz
bulunmustur. Deneme grubunda ise 1, 2, 4. haftalar ile 7. hafta arasinda fark
p<0,05 diizeyinde oOnemliyken 3, 5, 6, 7. haftalar arasindaki farkliliklar

Onemsizdir.
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Sekil 6. L-arjinin Enjeksiyonunun Koglarin Spermatozoon Motilitesi Uzerine Etkisi.

A, B: Gruplar arasi farkliliklar1 géstermektedir (p<0,01).
a, b: Gruplar aras1 farkliliklar1 gostermektedir (p<0,05) .
1, 2: Kontrol grubu igerisinde haftalar arasindaki farkliliklar1 géstermektedir (p<0,05).

X, ¥: L-arjinin gruplari igerisinde haftalar arasindaki farklihg: gostermektedir (p<0,05).
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5.1.6. Spermatozoon Yogunlugu

Kontrol ve L-arjinin gruplarindaki haftalik spermatozoon yogunluk
degerleri Sekil 7°de gosterilmektedir.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda deneme grubunda 3, 5, 6. haftalarda
p<0,01 diizeyinde onemli bir artis gozlendi. Kontrol grubu igerisinde haftalar
arasinda onemli farklilik bulunmamistir. L-arjinin grubu igerisinde 1. hafta ile
3, 5, 6, 7. haftalar, 2 ile 5, 6. hafta ve 3 ile 6. hafta arasinda 6nemli farkliliklar

(p<0,01) tespit edildi.
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Sekil 7. L-arjinin Enjeksiyonunu Koglarin Spermatozoon Yogunlugu Uzerine
Etkisi.
A, B: Gruplar arasi farkliliklar1 géstermektedir (p<0,01).

k, I, m, n, X, y, z: L-arjinin gruplar1 icerisinde haftalar arasindaki farklihigi géstermektedir

(p<0,01).
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5.1.7. Anormal Spermatozoon Orani

Kontrol ve L-arjinin gruplarindaki haftalik anormal spermatozoon orani
degerleri Sekil 8’de gosterilmektedir.

L-arjinin uygulamasinin anormal spermatozoon oranini kontrol grubuna
gore azalttigi sekilde goriilmektedir. Ancak 2. hafta disindaki azalmalarin
istatistiki olarak 6nemsiz oldugu gozlenmistir. Kontrol grubu igerisinde anormal
spermatozoon orani agisindan 4 ve 6. haftada bulunan degerler ile diger
haftalardaki degerler arasinda énemli farkliliklar tespit edildi (p<0,01). L-arjinin
grubu igerisinde anormal sperm orant agisindan 1 ile 6,7. haftalar ve

4 ile 7. haftalar arasinda 6nemli farkliliklar (p<0,01) tespit edildi.
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Sekil 8. L-arjinin Enjeksiyonunun Koglarin Anormal Spermatozoon Orani

Uzerine Etkisi.

A, B: Gruplar aras: farklilik gosterilmistir (p<0,01).
1, 2: Kontrol grubunun zamanlar arasi farkliligr gosterilmistir (p<0,01).

X, Y, z: L-arjinin grubunun zamanlar arasi farklilig1 gosterilmistir (p<0,01).
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5.1.8. Hipoosmotik Swelling (HOS) Test

Kontrol ve L-arjinin gruplarindaki haftalik sperma HOS test degerleri
Sekil 9’da gosterilmektedir.

L-arjinin uygulamalarmin sperm membran biitiinliigiinii (1. hafta haric)
artirdigr gozlenirken, bu artisin 2 ve 3. hafta disinda istatistiki olarak Onemli
(p<0,01, p<0,05) oldugu belirlenmistir. Kontrol grubu igerisinde sperma HOS test
acisindan 1 ile 4, 5, 6, 7. hafta ve 2 ile 6. hafta ve 3 ile 6,7. hafta ve 4 ile 6. hafta
ve 5 ile 6. hafta arasinda (p<0,05) diizeyinde onemli farkliliklar tespit edildi.
L-arjinin grubu icerisinde sperma HOS test acisindan 1, 2, 3, 4, 5, 6. hafta ile

7. hafta arasinda 6nemli farklilik (p<0,05) tespit edildi.
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Sekil 9. L-arjinin Enjeksiyonunun Koglarin Sperma HOS Test Degerleri Uzerine
Etkisi.

A, B: Gruplar arasi farklilik gdsterilmistir (p<0,01).
a, b: Gruplar aras1 farklilik gdsterilmistir (p<0,05).
1, 2, 3, 4, 5: Kontrol grubunun zamanlar arasi farklilig1 gésterilmistir (p<0,05).

X, ¥: L-arjinin grubunun zamanlar aras1 farklilig1 gosterilmistir (p<0,05).
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5.1.9. Seminal Plazma Arginaz Aktivitesi

Kontrol ve L-arjinin gruplarindaki haftalik seminal plazma arginaz
aktivitesi Sekil 10°da gosterilmektedir.

L-arjinin uygulamalarinin sekilde de gdsterildigi gibi kontrol grubuna gore
seminal plazma arginaz aktivitesi degerlerini diislirdiigli goriilmiis, bu diisiisiin
istatistiki olarak 6nemsiz oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde, hem kontrol hem

de deneme grubu igerisinde haftalar arasinda da 6nemli bir fark bulunamamustir.
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Sekil 10. L-arjinin Enjeksiyonunun Koglarin Seminal Plazma Arginaz Aktivitesi

Uzerine Etkisi.
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5.2. In Vitro (2. asama) Bulgular

5.2.1. Kontrol ve L-arjinin ilave Edilerek Kisa Siireli Saklanan
Spermalarin Motilite Degerleri

+4°C°de sogutma kabininde bekletilen kontrol ve farkli doz L-arjinin
katilan sperma Orneklerinin zamana gore (ortalama + SEM) motilite degerleri
Tablo 2’de gosterilmistir.

L-arjinin’in 0,1, 0,5, 1 ve 5 mM’lik dozlarinin tiim zaman dilimlerinde
kontrol grubuyla karsilastirildiginda motilite iizerine istatistiki olarak herhangi
bir onemli etkisinin olmadig1 gorilmiistiir. Ancak 10 mM L-arjinin ilavesi
12, 24 ve 120. saatlerde kontrol grubuna gore motiliteyi 6nemli derecede
azaltmistir (p<0.05).

10 mM L-arjinin ilavesi 12 ve 24. saatlerde L-arjinin’in diger dozlar ile
karsilastirildiginda motilitede 6nemli derecede azalmaya sebep olmustur (p<0,05).
10 mM L-arjinin ilavesi 48. saatte L-arjinin’in 0,1, 0,5, 1 mM dozlarn ile
karsilastirildiginda motiliteyi 6nemli derecede azalttigi tespit edilmistir. Benzer
sekilde 120. saatte 10 mM L-arjinin ilavesi 0,1 ve 0,5 mM dozlara gére de 6nemli
derecede azalmaya sebep olmustur.

Tim gruplarda grupici zamana gore motilitede belirli bir azalma tespit
edilmistir. Kontrol, L-arjinin’in 0,1, 0,5, 1, ve 5 mM gruplart kendi igerisinde
zamana gore Kkarsilastirlldiginda 48. saatten itibaren Onemli azalmalar
gozlenmistir. Ancak L-arjinin 10 mM uygulanan grupta 12. saatten itibaren

motilitede azalmalar belirlenmistir.
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Ayni gruptaki zaman dilimleri karsilastirildiginda zamana gore motilitede
belirli bir azalmanin oldugu gozlenmistir. Ancak L-arjinin’in 1 ve 10 mM

dozlarinda istatistiki bir 6nem tespit edilememistir.
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Tablo 2. +4 °C’de Bekletilen Kontrol ve L-arjinin ilave Edilmis Kog Spermalarin Motilite Degerleri.

Zaman (saat)

Gruplar 0 12 24 48 72 96 120

Kontrol 90,0+0,0° 90,0+0,0™ 90,0+0,0™ 72,0+4,975° 58,0+5,8° 34,0+5,1° 10,0+3,2"¢
L-arjinin 0,2mM 90,0+0,0 90,0+0,0" 90,0+0,0” 82,0+2,0" 56,0+4,0° 32,0+5,8° 10,0+3,27

L-arjinin 90,0+0,0° 90,0+0,0™ 90,0+0,0 80,0+5,5"° 52,0+6,6° 28,0+5,8° 10,0+3,2"¢

0,5 mM

L-arjinin 90,0+0,0° 90,0:£0,0" 90,0:£0,0" 78,0+3,7°° 50,0+10,5° 24,0+6,0° 8,0+£3,718°
1 mM

L-arjinin 90,0+0,0° 90,0+0,0" 90,0+0,0 74,0+2,5%8° 52,0+8,0° 18,043,7° 4,0+2,4"8¢
5mM

L-arjinin 88,0+2,0° 86,0+2,4°5% 78,0+2,0% 64,0+2,5% 40,0+3,2° 20,0+5,5° 0,0+0,0°"
10 mM

A, B: Herbir zaman diliminde gruplar arasindaki 6nemli farklilig1 gostermektedir (p<0,05).
a, b, ¢, d, e, f: Herbir grupta zaman dilimleri arasindaki énemli farklilig1 gostermektedir (p<0,01).
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5.2.2. Kontrol ve L-arjinin ilave Edilerek Kisa Siireli Saklanan
Spermalarin Membran Biitiinliigii (HOS) Degerleri

+4°C°de sogutma kabininde bekletilen kontrol ve farkli doz L-arjinin katilan
sperma Orneklerinin zamana gore (ortalama =SEM) HOS test degerleri Tablo 3°de
gosterilmistir.

Spermaya 10 mM L-arjinin ilavesinin 72. saatten itibaren hem kontrol hem de
diger L-arjinin gruplarina gére HOS degerlerini 6nemli diizeyde azalttigi (p<0,05)
buna ragmen diger dozlarin etkisiz kaldig1 gézlenmistir.

Kontrol grubu igerisinde 0, 12, 24, 48. saatleri ile 72, 96, 120. saatleri
arasindaki fark istatistiki olarak p<0,01 diizeyinde 6nemli bulunmustur.

0,1 ve 0,5 mM L-arjinin ilave edilen gruplarda 0, 12, 24, 48 ve 72 saatlerdeki
degerler ile hem 96. hem de 120. saatler arasinda ve 96 ile de 120. saatler arasindaki
farkliliklar istatistiki olarak p<0,05 diizeyinde 6nemli bulunmustur.

1 mM L-arjinin ilave edilen grupta 0, 12, 24. saatler ile 48, 72, 96, 120.
saatler arasinda, 48 ile 72, 96, 120. saatler arasinda ve 72 ile 120. saat arasindaki fark
o6nemli bulunmustur (p<0.05).

5 MM L-arjinin ilave edilen grupta 0 ile 48,72, 96,120. saatler arasinda,
12, 24 ile 72, 96, 120. saatler arasinda ve 48 ile 120. saatler arasindaki fark énemli
bulunmustur (p<0.05).

10 mM L-arginin ilave edilen grupta 0, 12, 24, 48. saatleri ile 72, 96, 120.

saatler arasindaki fark istatistiki olarak p<0,05 diizeyinde 6nemli bulunmustur.
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Tablo 3. +4 °C’de Bekletilen Kontrol ve L-arjinin Ilave Edilmis Ko¢ Spermalarin Hipoosmotik Swelling (HOS) Test Degerleri.

Zaman (saat)

Gruplar 0 12 24 48 72 96 120

Kontrol 78,4+3,1° 77,843,1 79,2+3,8° 74,0+3,92 66,2+3,45°¢ 58,0+4,25 52,0+2,9%
L-arjinin 0,2mM 80,8+3,2° 75,04+2,4° 78,6+3,1° 72,6+1,7* 68,6+2,6% 62,2423 52,6+1,15¢

L-arjinin 79,4443 72,0+2,8° 76,4+4,5° 71,8+3,0° 68,4+0,7% 62,6+1,15° 53,4+1,25°

0,5 mM

L-arjinin 78,2+4,0° 74,842,3° 77,443 4% 71,2424 65,4+1,5°% 60,042,585 52,2+0,9%
1 mM

L-arjinin 79,2+43,6° 76,0+£2,7%® 75,4+3,1% 71,0+3,3% 68,4+1,35 62,4+2,25 56,8+1,25
5mM

L-arjinin 77,2+1,6° 75,4+2,2° 73,8+2,8° 73,8+2,9° 52,4+2,6" 50,4+3,5" 46,6+3,1°
10 mM

A, B: Gruplar arasi farklilig1 géstermektedir (p<0,05).
a, b, ¢, d: Herbir grupta zaman dilimleri arasindaki 6nemli farklilig1 gostermektedir (p<0,05).



5.2.3. Kontrol ve L-arjinin ilave Edilerek Kisa Siireli Saklanan
Spermalarin Seminal Plazma Arginaz Aktivite Degerleri

+4 °C’de bekletilen kontrol ve farkli doz L-arjinin katilan sperma drneklerinin
zamana gore (ortalama +SEM) arginaz aktivite degerleri Tablo 4’te gosterilmistir.

0,5 mM L-arjinin ilavesi 24. saatte 10 mM gurubuna gore 96. saatte ise hem
5 mM hem de 10 mM grubuna gore arginaz aktivitesinde onemli derecede artisa
neden olmustur (p<0,05). Ancak 10 mM L-arjinin ilave edilen grubun 72. saatteki

arginaz aktivitesinde kontrol grubuna gére azalmaya sebep olmustur (p<0,05).

5.2.4. Spermanin Dondurulma Oncesi ve Dondurulup Cozdiiriildiikten
Sonraki Motilite Degerleri

Kontrol ve farkli dozlarda L-arjinin’in spermaya ilavesini miiteakip
dondurulmadan once ve dondurulup ¢o6zdiriildikten sonraki motilite degerleri
Sekil 11°de gosterilmistir.

Dondurulma oncesi spermatozoon motilitesi agisindan 10 mM L-arjinin
eklenen grupta diger gruplara goére p<0,01 diizeyinde Onemli bir azalma
bulunmustur.

Cozdiirme sonras1 0,5 mM L-arjinin eklenen grubun spermatozoon motilitesi
diger gruplara gore onemli diizeyde yiiksek (p<0,01) ve 1 mM L-arjinin eklenen
grupta ise kontrol, 0,1 mM ve 0,5 mM gruplarina goére 6nemli derecede diisiik
(p<0,01) oldugu belirlenmistir.

Her bir grup icin spermanin dondurulma oncesi ve dondurulup
cozdiiriildiikten sonraki spermatozoon motiliteleri arasinda tespit edilen farkliliklar

istatistiki agidan 6nemli bulundu (p<0,01).
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Tablo 4. +4 °C’de Bekletilen Kontrol ve L-arjinin Ilave Edilmis Ko¢ Spermalarin Seminal Plazma Arginaz Aktiviteleri.

Zaman (saat)

Gruplar 0 12 24 48 72 96 120

Kontrol 0,30+0,05 0,29+0,06 0,32+0,04"" 0,34+0,04 0,40+0,08% 0,31+0,03"° 0,15+0,04
L-arjinin 0,1mM 0,28+0,03 0,26+0,02 0,27+0,03"° 0,40+0,05 0,370,06"® 0,28+0,05"° 0,15+0,02

L-arjinin 0,29+0,03 0,27+0,04 0,44+0,03® 0,40+0,05 0,37+0,05"® 0,42+0,06° 0,14+0,02

0,5mM

L-arjinin 0,32+0,04 0,32+0,04 0,39+0,05"8 0,33+0,06 0,29+0,03"8 0,34+0,05"8 0,18+0,05
1mM

L-arjinin 0,39+0,09 0,33+0,03 0,35+0,05"8 0,34+0,05 0,31+0,05"® 0,23+0,05* 0,12+0,01
5mM

L-arjinin 0,35+0,03 0,35+0,03 0,26+0,03" 0,32+0,04 0,21+0,02* 0,20+0,03" 0,08+0,01
10 mM

A, B: Herbir zaman diliminde gruplar arasindaki 6nemli farkliligi géstermektedir (p<0,05).
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Sekil 11. Kontrol ve Farkli doz L-arjinin igeren Kog¢ Spermalarinin Dondurulma

Oncesi ve Dondurulup Cézdiiriildiikten Sonraki Motilite Degerleri.

A, B, C: Gruplar arasi farklilig1 gostermektedir (p<0,01).

a, b: Herbir grup i¢in dondurulma 6ncesi ve sonrasi farkliligi gostermektedir (p<0,01).

5.2.5. Spermanmn  Dondurulma Oncesi ve  Dondurulup
Cozdiiriildiikten Sonraki HOS Test Degerleri

Kontrol ve farkli dozlarda L-arjinin’in spermaya ilavesini miiteakip
dondurulmadan 6nce ve dondurulup ¢6zdiiriildiikten sonraki HOS test degerleri

Sekil 12°de gosterilmistir.
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Dondurulma Oncesi spermatozoon membran biitiinligii agisindan 5 mM

L-arjinin eklenen grup ile kontrol (p<0,05), 0,1 ve 10 mM (p<0,01) L-arjinin

eklenen gruplar arasinda 6nemli farkliliklar bulunmustur.

80
70
60
50
40
30
20

10

Spermatozoon membran biitiinligii (%)

ABa

Ab

ABa

Ab

OOnce ®mSonra

ABCa

Bb

BCa

Ab

Ca

Ab

Aa

Ab

Kontrol

0,1 mM

0,5mM

1 mM

5mM

10 mM

Sekil 12. Kontrol ve Farkli Doz L-arjinin igeren Ko¢ Spermalarmin Dondurulma

Oncesi Ve Dondurulup Cozdiiriildiikten Sonraki HOS Test Degerleri.

A, B, C: Gruplar arasi farklilig1 gostermektedir (p<0,05, p<0,01).

a, b: Her bir grup i¢in dondurulma dncesi ve sonrasi farkliligi gostermektedir (p<0,01).

Dondurulma sonrasi spermatozoon membran biitiinliigii agisindan 0,5 mM

L-arjinin eklenen grubun HOS degeri diger gruplara goére dnemli diizeyde yiliksek

bulunmustur (p<0,01).

Her bir grup

icin spermanin dondurulma oOncesi ve dondurulup

cozdiiriildiikten sonraki spermatozoon membran biitiinliikleri arasinda tespit

edilen farkliliklar istatistiki agidan 6nemli bulunmustur (p<0,01).
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5.2.6. Spermanin  Dondurulma Oncesi ve  Dondurulup
Cozdiiriildiikten Sonraki Seminal Plazma Arginaz Aktiviteleri

Kontrol ve farkli dozlarda L-arjinin’in spermaya ilavesini miiteakip
dondurulmadan once ve dondurulup ¢ozdiriildiikten sonraki seminal plazma
arginaz aktiviteleri Sekil 13’te gosterilmistir.

Dondurulma oncesi 5 mM L-arjinin eklenen grubun seminal plazma
arginaz aktivitesi 1 mM’lik grup hari¢ diger gruplara gore p<0,01 diizeyinde
onemli bir artis gdsterdi. Dondurma o6ncesi en diisiik arginaz aktivitesi 10 mM
grubunda tespit edilirken istatistiki agidan énem 10 mM ile 1, 5 mM’lik gruplar
arasinda tespit edilmistir (p<0,01).

Dondurulma sonrasi 1 ve 10 mM L-arjinin eklenen grubun seminal plazma
arginaz enzim aktivitesi degerleri, kontrol, 0,1, 0,5 gruplarina goére Snemli
diizeyde diisiik bulunmustur (p<0,05).

Her bir grup icin spermanin dondurulma oncesi ve dondurulup
cozdiriildiikten sonraki seminal plazma arginaz aktiviteleri arasinda istatistiki

acidan onemli bir fark tespit edilememistir.
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Sekil 13. Kontrol ve Farkli Doz L-arjinin igeren Kog¢ Spermalarinin Dondurulma
Oncesi ve Dondurulup Cozdiiriildiikten Sonraki Seminal Plazma Arginaz

Aktivitesi Degerleri.

A, B, C: Gruplar aras1 farklilig1 gostermektedir (p<0,01, p<0,05).
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6. TARTISMA

6.1. L-arjinin’in In vivo Etkisi

L-arjinin’in temel rolii NO sentezinde bir prekiirsor olmasindan
kaynaklanir. L-arjinin endotel hiicrelerinde NO aracilig1 ile vazokonstriksiyon ve
diiz kas hiicresi proliferasyonunu diizenler (64, 65).

NO, nonadrenerjik-nonkolinerjik noérotransmisyon siiresince endotelden
salmir ve bdylece kaslarda guanilil siklazi aktive ederek siklik guanozin
monofosfat (sGMP) seviyelerini artirip vaskiiler diiz kasta kalsiyum seviyelerini
azaltarak diiz kaslarin (korpus kavernozum) gevsemesini saglar ve buna bagh
olarak ereksiyonda énemli bir rol tstlenir (66, 67).

Koclara 5 mg/kg dozunda giin asir1 7 hafta siireyle L-arjinin’in i.m. olarak
uygulandigi bu ¢alismada plasebo 1 ml serum fizyolojik enjekte edilen kontrol
grubu koglara gore ereksiyon siiresini 6nemli derecede azalttig1 belirlenmistir.

Chen ve ark (40), 50 erektil disfonksiyonlu erkekte yaptiklari ¢alismada
6 hafta siireyle plasebo 4 ml serum fizyolojik uygulanan 17 hastanin ikisinde,
glinliik 5 gr oral L-arjinin verilen 29 hastanin dokuzunda ereksiyon problemlerinin
diizeldigini gézlemlemislerdir. Klotz ve ark. (68) L-arjinin’in erektil disfonksiyon
tizerine etkisini belirlemek amaciyla yaptiklari ¢alismada 2 hafta siireyle giinde
3 kez 500 mg L-arjinin kullanan hastalarin %40'inda, geri kalanlarin ise 6 hafta
boyunca kullanmaya devam ettiklerinde %31'inde erektil disfonksiyonun
diizeldigini belirtmislerdir. Bu calismada saglikli koglarda penisin erekte olmasi
icin gegen siireyi kisaltan L-arjinin ile ilgili tespit edilen bu sonug¢ Onceki
caligmalar1 (40, 68) destekler niteliktedir. Kontrol grubuna goére L-arjinin

uygulanan koglarda penisin daha erken erekte olmasinin nedeni, L-arjinin’in NO
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diizeyleri tizerinden penis kaslarini gevseterek daha fazla kan akimimin gitmesine
yol agmasi ile agiklanabilir.

Mevcut c¢alismada 7 hafta sitireyle L-arjinin uygulanarak elde edilen
sperma miktar1 kontrol grubunda elde edilen sperma miktarindan yiiksek
bulunmus, ancak bu yiikseklik istatistiki ~agidan Onemsiz  olarak
degerlendirilmistir. Wu ve ark. (23) domuzlarda yaptiklari ¢alismada diyetlere
30 giin boyunca kattiklart % 1°lik L-arjinin-HCI’iin sperma miktar1 iizerine
istatistiki olarak anlamli bir etkisinin olmadigin1 belirtmislerdir. Bu sonu¢ mevcut
calismada elde edilen bulguyla ortiismektedir.

Spermada kitle hareketinin bir Olgiiti de spermatozoon motilitesi ve
yogunlugunun iyi olmasidir. Bu 6zelliklerden her biri ya da ikisinin diisiik olmasi
kitle hareketini (mass aktivite) dogrudan etkilemektedir. Bu ¢alismada, L-arjinin
uygulanan deneme grubu koglardan elde edilen spermanin kitle hareketinin
kontrol grubuna gore arttigini, bu artigin yapilan istatistiki analiz sonucu p<0,01
diizeyinde 6nemli oldugu bulunmustur. L-arjinin’in spermanin kitle hareketini
nasil etkiledigine dair herhangi bir bilimsel ¢caligmaya rastlanmamasi bu ¢alismada
elde edilen verilerin ilk olmasi bakimindan 6nem arz etmektedir. S6z konusu
bliylik olasilikla L-arjinin uygulamasi sonucu spermatozoon motilitesi ve
yogunlugunda tespit edilen bir artisin yansimasi ile izah edilebilir.

Holt ve Albanesi (81) yaptiklari c¢alismada yetiskin erkeklere 9 giin
boyunca L-arjininden eksik diyet uygulandiklarinda immotil spermatozoon
oraninda % 10 artig bulduklarini, Tanimura (85) ise 6-8 hafta oral yolla 0,5 g/giin
L-arjinin uyguladiklar1 infertil insanlarda spermatozoon motilitesinde artislarin

meydana geldigini belirlemislerdir. L-arjinin uygulanan oligospermi ve
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astenospermili si¢anlar (75) ve insanlarda (82) spermatozoon motilitesinin arttigi
belirtilmistir. Yapilan bir baska calismada spermatozoon motilitesi diisiik olan
12 erkegin diyetlerine katilan farkli L-arjinin oranlarindan 0,004 M’lik dozun
spermatozoon motilitesinde artis sagladigi 6ne siiriilmiistiir (83). Schachter ve ark.
(49) oligopermili 178 insana 2 ay silireyle L-arjinin uyguladiklarinda,
spermatozoon motilitesinde 111 vakada ileri derecede, 21 vakada ise hafif
derecede artis tespit ettiklerini, yine Schachter ve ark. (84) bir baska
caligmalarinda, 141 oligospermi ve astenospermili hastaya L-arjinin verdiklerinde
83 hastada spermatozoon motilitesinde ileri derecede, 24 hastada orta derecede bir
artis, 34 hastada da herhangi bir iyilesmenin meydana gelmedigini bildirmislerdir.
Ratnasooriya ve ark. (75) sicanlara gavaj yoluyla L-arjinin’in farkli dozlarimm
verdiklerini ve bunun epididimal spermatozoon motilitesinde 6nemli bir artisa
sebep oldugunu bildirmislerdir.

Yaptigimiz calismada L-arjinini koglara 5 mg/kg dozunda i.m. olarak
7 hafta siireyle uyguladigimizda elde ettigimiz spermalarin motilitesinde kontrol
grubuna gore Onemli bir artis bulunmustur. Calismalarda da gorildigi gibi
L-arjinin  eksikliginin ~ spermatozoon motilitesinde bir diisise L-arjinin
uygulamalarinin (¢alismamizda oldugu gibi) ise spermatozoon motilitesinde bir
artisa sebep oldugu goriilmektedir. L-arjinin enjeksiyonu sonucu poliaminlerin
etkilenmesi bu c¢alismada gozlenen motilite artiglarinin mekanizmasi1 olarak
gosterilebilir.

L-arjininden sentezlenen ornitin, poliamin sentezi igin bir prokiirsordiir.
Poliamin ise hiicre proliferasyonu i¢in gereklidir. Poliaminler (putresin, spermin,

spermidin) hiicre biliylimesi ve farklilasmasi i¢in 6nemli olan biyomolekiillerdir
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(18, 19). Ote yandan literatiirlerde L-arjinin’in spermatogenezisin gelisiminde
gerekli oldugu belirtilmektedir. Ciinkii L-arjinin, niikleoproteinlerin yapisina
girmekte ve spermatozoonlarda onemli bir niikleoprotein komponenti olarak
bulunmaktadir. Spermatogenezisin hem mitoz hem mayoz bdliinmesi sirasinda
cok miktarda niikleoproteine ihtiyaci vardir (52).

Suikardi ve ark. (70) tavsanlara oral yolla 200 mg/kg L-arjinin
uyguladiklar1 calismada spermatozoon sayisinin kontrole gore %25,5 oraninda
arttigini belirtmislerdir. Oligospermi ve astenospermili siganlar (75) ve insanlara
(49) L-arjinin uygulamasini miiteakip spermatozoon sayisinda artislar
sekillendigi bildirilmistir. Scibona ve ark. (82) insanlara oral L-arjinin
uygulamasinin herhangi bir yan etki olusturmaksizin spermatozoon sayinda artig
meydana getirdigini rapor etmislerdir. Tanimura (85), infertil insanlarda 6-8 hafta
oral yolla uygulanan  L-arjinin’in spermatozoon sayisinda artisa neden oldugunu
gostermistir. Holt ve Albanesi (81) 9 giin boyunca L-arjininden eksik diyetle
beslenen erkeklerde spermatozoon sayisinda yaklasik % 90 azalma oldugunu
belirtmislerdir. Ratnasooriya ve ark. (75) yapmis olduklari ¢alismada si¢anlara
oral olarak farkli dozlarda uyguladiklari L-arjinin’in epididimal spermatozoon
sayisinda onemli bir artisa sebep oldugunu belirtmistir.

Calismamizda L-arjinin uygulanan koclardan elde edilen spermatozoon
yogunlugunun kontrol grubu kocglardan alinan spermatozoon yogunluguna gore
artis gosterdigi ancak kontrol ve L-arjinin gruplar arasinda 3, 5, 6. haftalardaki
artisgin  istatistiki olarak 6nemli oldugu bulunmustur. Bu artisin  diger
arastirmacilarin elde ettikleri spermatozoon yogunlugundaki artisa benzer oldugu

gbzlenmistir. Ancak bizim calisgmamizda uygulama materyalinin kog, uygulama
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seklinin parenteral (i.m.) olmasi diger calismalarda ise materyalin insan veya
sigan, uygulama yolunun ise oral olmasi farklilig1 olusturmaktadir. Bu ¢alismada
parenteral yolla L-arjinin uygulamasiyla spermatozoon yogunlugunda goriilen
artislara muhtemel sebep olarak L-arjinin enjeksiyonu sonucu poliamin sentezinin
indiiklenmesi ve spermatogenezisin stimiilasyonu gosterilebilir.

Ratnasooriya ve ark. (75) 100 ve 200 mg/kg dozunda oral L-arjinin
uygulamalarinin siganlarin spermatozoon morfolojisinde herhangi bir degisiklige
neden olmadigini, buna karsin Schachter ve ark. (84) ise diyetteki L-arjinin
eksikliginin spermatozoonlarin morfolojik yapisinda anormaliye sebep oldugunu
ileri slirmiistiir. Yapmis oldugumuz calismada L-arjinin uygulamasimin anormal
spermatozoon oranini azalttigi ve 2. haftadaki azalisin 6nemli oldugu
goriilmiistiir. Arastirmacilarin yaptigi calismalarin sonucunun bizim ¢aligma
sonucumuza benzer oldugu goriilmiistiir. Mevcut ¢aligmada diisiik diizeyde olsa
da anormal spermatozoon oraninda gozlenen azalmalar, spermatozoon
cekirdegindeki niikleoproteinlerin egzojen L-arjinin tarafindan katde deger ol¢iide
desteklenmesiyle spermatogenezis esnasinda sekillenebilen saglam morfolojik
yapil1 spermatozoonlarin normalden daha fazla sekillenmesi ile izah edilebilir.

L-arjinin’in koglara i.m. enjeksiyonu sonucu elde edilen sperma 6rnekleri
spermatozoon membran biitiinligii acisindan degerlendirildiginde, L-arjinin’in
artislar sagladigi gozlenmis ve bu artisin 7 haftalik periyot i¢inde 2 ve 3. haftalar
disinda istatistiki olarak énemli oldugu belirlenmistir (p<<0,01). Bu parametre ile
ilgili herhangi bir tiirde daha 6nce yapilmis bir caligmaya rastlanmamistir. Ancak
L-arjinin’in lipit peroksidasyona karst koruyucu etkisi oldugu, NOS enziminin

inhibe edilmesiyle de membran biitiinliigiinii korudugu belirtilmektedir (55).

64



Ote yandan bu c¢alismada 7 hafta boyunca giin asir1 i.m. L-arjinin
uygulamasini miiteakip spermatolojik parametrelerde kontrol grubuna gore
gozlenen olumlu degisikliklerin bir nedeni olarakta L-arjinin’in lipid
peroksidasyonuna karsi koruyucu etkisinin olmasi gosterilebilir.

Calismamizdaki kontrol ve L-arjinin uygulanan kocglardan elde edilen
sperma Ornekleri karsilastirildiginda pH degerleri ve arginaz aktivitesi agisindan
onemli bir fark bulunamamistir. Dolayisiyla, bu ¢alisma sonuglarina gore i.m.
L-arjinin enjeksiyonlarinin sperma pH’s1 ve seminal plazma arginaz aktivitesi

tizerinde olumlu ya da olumsuz herhangi bir etkisinin olmadigi ileri siiriilmiistiir.

6.2. L-arginin’in Invitro Etkisi

Diistik sicaklikta sivi olarak saklama, dondurma ve hatta ¢ozdiirme gibi
spermaya uygulanan kriyoprezervasyon islemleri, buz kristalleri olusumu, soguk
sok ve ozmotik hasara bagl zararlara bagh olarak spermatozoonlarda motilite ve
canlilik kaybi, biyokimyasal degisimler ve sonug¢ olarak fertilizasyon kayiplarina
neden olmaktadir (95). Bu islemler ayn1 zamanda spermada oksidatif strese neden
olarak hiicre membranina zarar vermektedir (96). Bilindigi gibi, oksidatif stres
spermatozoon membraninda lipitleri peroksidasyona ugratarak hiicre zarina zarar
vermektedir. Oksidatif stresin lipitleri perokside etme mekanizmasi ise reaktif
oksijen tiirlerinin {retimine (ROS) baghdir. Fizyolojik diizeydeki ROS
olgunlagsma, kapasitasyon, hiperaktivasyon, akrozom reaksiyonu ve
spermatozoon-oosit fiizyonu gibi spermatozoonlarin normal fonksiyonlari igin
gerekliyken, kriyoprezervasyon gibi asir1 ROS firetimine neden olan durumlarda

spermatogenesiste aksama, spermatozoon motilitesi ve sayisinda azalma, anormal
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spermatozoon oraninda artis, membran biitiinliiglinde bozulma ve fertilizasyon
bozukluklar1 gozlenmektedir (97). Baz1 calismalarda spermaya karnitin, glutamin
(98) albiimin ve sistein (99) gibi amino asitler katilarak kriyoprezervasyon
esnasinda spermatozoonda meydana gelen motilite kayiplar1 ve membran
bozukluklar1 6nlenmeye calisilmis ve bu maddelerin koruyucu etkilerinin oldugu
da One siiriilmiistiir. Bir aminoasit olan L-arjinin’in lipit peroksidasyonu 6nledigi
ve antioksidan savunma mekanizmasin1 destekledigi bu etkisini de NO
aracilifiyla ve ROS’un azaltilmasiyla ortaya koydugu bildirilmektedir (100).
Buna karsin Adams ve ark. (101) ise L-arjinin’in antioksidan etkisinin zayif veya
olmadigini ileri stirmektedir.

Hossanpour ve ark. (87) L-arjinin’in farkli dozlarini1 kattiklar1 kog sperma
orneklerini inkiibasyona biraktiklarinda L-arjinin’in diisiik konsantrasyonlarinin
spermatozoon motilitesini az etkiledigini, yiiksek konsantrasyonlarinin ise
motiliteyi istatistiki olarak dnemli derecede azalttigini belirtmislerdir. O’Flaherty
ve ark. (88) L-arjinin farkli dozlarin1 boga spermasmna katarak inkiibasyona
biraktiklarini ve kontrolle kiyasladiklarinda 10 mM ve asag1 dozlarinin motiliteye
herhangi bir etkisinin olmadigint ancak 10 mM’dan yiiksek dozlarmin
spermatozoon motilitesini azalttifini1 belirtmislerdir. Ratnasooriya ve ark. (75)
in vitro olarak spermaya farkli dozlarda katilan L-arjinin’in motilite iizerine
etkisini inceledikleri calismada doz ylikseldikge motilitenin diistiigiini
belirtmislerdir. Bir bagka c¢alismada astenospermili hastalardan elde edilen
10 sperma 6rnegine L-arjinin in vitro ilave edildiginde spermatozoon motilitesinin
arttig1 belirlenmistir (86). Carvalho ve ark. (89) farkli dozlarda (0, 2, 5, 10,

20 mM) L-arjinin ilave edilerek farkli siirelerde inkiibasyona biraktiklar1 aygir
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spermalarinda 20 mM L-arjinin ilave edilen grupta motiliteyi en diisiik
bulduklarin1 belirtmislerdir. Bu ¢alismada L-arjinin’in farkli dozlarmin (0,1, 0,5,
1, 5, 10 mM) katildiktan sonra +4 °C’de saklanan sperma 6rneklerinde 10 mM
ilave edilen grubun spermatozoon motilitesi 12. saatten itibaren kontrol ve diger
L-arjinin dozlariin ilave edildigi gruplara gére 6nemli derecede diisiik bulunmus,
diger dozlarmin ise olumlu ya da olumsuz etkileri goézlenmemistir. 10 mM
L-arjinin katarak +4 °C’de saklanan sperma Ornegindeki spermatozoon
motilitesinin 12. saatten Sonra onemli derecede diisiis gostermesi bu dozun
fizyolojik dozlarin iistiinde olmasi ve toksik etki yapmasindan kaynaklanmis
olabilir. Bu ¢aligmadan elde edilen bulgular Morales ve ark. (86)’nin tespit
ettikleri sonuglar disinda diger pek cok arastirmacinin sonuglari ile benzerlik
gostermektedir (79, 87, 88). Morales ve ark. (86)’min bulgular1 ile mevcut
calismada elde edilen sonuclar arasindaki celiski, calismalarda kullanilan tiirlerin
farkliligina, tiirlerin hasta veya saglikli olmasina ve sulandiricinin etkisine bagh
olabilir.

Yaptigimiz calismada +4 °C’de saklanan ve farkli doz L-arjinin ilave
edilen sperma Orneklerinin spermatozoon membran biitiinliiklerinde meydana
gelen kayip tablo 3‘te de gortildiigi gibi 10 mM L-arjinin ilave edilerek saklanan
orneklerde kontrol ve diger gruplara gore 48. saatten onemli bulunmustur. Buna
karsin L-arjinin’in diger dozlarinin spermatozoon membran biitlinliigli lizerine
olumlu ya da olumsuz herhangi bir etkisi goézlenmemistir. L-arjinin’in farkh
dozlarinin kisa stireli saklanan spermalarin membran biitiinliigii tizerine etkileri ile

ilgili bir baska c¢alismaya rastlanmamistir. 10 mM L-arjinin katilan grupta
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48. saatten sonra membran biitiinliiglinde gozlenen bu olumsuz etki, bu dozun
spermatozoonlar lizerindeki toksisitesinden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.
Arginaz aktivitesinin ko¢ Ulreme sisteminin tim kisimlarinda farkl
seviyelerde oldugu tespit edilmistir. Epididimal spermatozoonlarda (58), testis
dokusunda (60), seminal sivi ve bulboiiretral bezde arginaz enziminin belli
seviyelerde oldugu belirtilmistir (56). Giir ve ark. (61) ko¢ seminal plazmasinda
arginaz aktivitesini 0,61 U/mg protein, Tirk ve ark. (62), teke seminal
plazmasinda arginaz aktivitesini 0,9 U/mg protein olarak bulduklarini, her iki
calismada da arginaz aktivitesiyle spermatozoon motilitesi arasinda pozitif bir
iliski oldugunu belirtilmistir. Bu ¢alismada spermaya 10 mM L-arjinin eklenen
grubun seminal plazma arginaz aktivitesi kontrol ve diger gruplara gore 0 ve 12.
saat hari¢ genel anlamda daha diisiik tespit edilmesine ragmen sadece 72. saatteki
deger kontrole gore istatistiki olarak anlamli bulunmustur. Arginaz enzimi ile
spermatozoon motilitesi arasinda pozitif bir iliski oldugunun belirtildigi ¢aligsmalar
(61, 62) ile mevcut ¢alismada elde edilen 10 mM’lik doza ait bulgular arasinda
benzerlik goriilmiistiir. Cilinkii bu ¢alismada kisa siireli saklama boyunca 10 mM
L-arjinin eklenen grubun spermatozoon motilitesi ve seminal plazma arginaz
aktivitesi diigmiistiir. L-arjinin ilave edilerek kisa siireli saklama sonucu arginaz
aktivitesini belirleyen bir bagka calismaya rastlanmamasina ragmen, bu calismada
10 mM L-arjinin ilavesini miiteakip seminal plazma arginaz aktivitesinde
meydana gelen diisiis, spermaya katilan L-arjinin’in yiiksek dozda olmasi ve
arginazin da bu yiiksek miktarla reaksiyona girmesi i¢in ¢ok fazla tiikketilmesine

bagli olabilir.
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Siddique ve Atreja (90) kontrol ve 1 mM L-arjinin ilave ederek
dondurduklar1 Murrah Bufalo spermasinin dondurulup c¢ozdiiriildiikten sonraki
spermatozoon motilitesini sirastyla %32,33 ve %38,33 olarak belirlemislerdir.
Yapmis oldugumuz ¢alismada tek doz L-arjinin degil de 5 farkli L-arjinin dozu
spermaya ilave edilmis ve dondurulup ¢ozdiiriildiikten sonra en yiliksek motilite
0,5 mM L-arjinin ilave edilen grupta bulunmustur. Ayrica 10 mM eklenen grupta
elde edilen motilitenin, diger gruplardan istatistiki olarak daha diisiik bulundugu
tespit edilmistir. 10 mM L-arjinin ilave edilen grupta spermanin dondurulup-
¢ozdiiriildiikten sonra motilitesinin diigmesi bu dozun toksik diizeyde oldugunun
bir gostergesi olabilir. Bu ¢alismada 0,5 mM’lik L-arjinin ilavesinden sonra
dondurulmus-¢ézdiiriilmiis spermanin motilitesinden elde edilen olumlu sonug
Siddique ve Atreja (90)’nin sonuclari ile benzerlik gostermektedir.

Bu calismada dondurma Oncesi ve sonrast 10 mM L-arjinin eklenen
grubun spermatozoon membran biitiinliigliniin diger gruplara gore daha diistik
bulundugu belirlenmistir. Dondurulup ¢6zdiriildiikten sonra spermatozoon
membran biitiinligi 0,5 mM L-arjinin ilave edilen grupta kontrol ve diger
gruplara gore onemli derecede daha yiiksek bulunmustur. 1 mM L-arjinin ilave
edilmis ve herhangi bir katki maddesi katilmamis Murrah Bufalo spermasinin
dondurulup ¢ozdiiriildiikten sonraki spermatozoon membran biitiinligli degerleri
sirastyla L-arjinin grubunda %43,16 ve kontrol grubunda da %30,01 olarak
bulunmus (90) olup bu durum, mevcut calismanin sonuglari ile uyum
gostermektedir. Bu calismada 0,5 mM L-arjinin ilave edilmis ve dondurulup-

¢cOzdiirlilmiis spermalardan en iyi spermatozoon membran biitiinliigli sonucunun
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elde edilmesi, L-arjinin’in spermanin dondurulmasi esnasinda membran lipitlerini
peroksidasyona kars1 koruyucu etkisiyle agiklanabilir.

Bu ¢alismada kontrol grubu ile karsilastirildiginda sadece 5 mM L-arjinin
ilavesi dondurulma 6ncesi seminal plazma arginaz aktivitesinde dnemli derecede
bir artis olusturdugu, buna ragmen dondurulma sonrasi 1 ve 10 mM L-arjinin
eklenen gruptaki seminal plazma arginaz aktiviteleri kontrol, 0,1 ve 0,5 mM’lik
gruplara gore istatistiki olarak daha diisiik bulunmustur. Bu konuda yapilan
benzer bir calismaya rastlanmamistir. Bu calismada dondurulmus-¢ozdiiriilmiis
spermalara ait seminal plazma arginaz aktivitesi ile ilgili tespit edilen artis ve
azaliglarin mekanizmasi tarafimizdan tam olarak izah edilememis olup konuyla
ilgili daha detayli ¢aligmalarin yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Her bir grup icin spermanin dondurulma oncesi ve dondurulup
cozdiiriildiikten sonraki seminal plazma arginaz aktiviteleri arasinda istatistiki
acidan onemli bir fark tespit edilememistir. Bu durum i¢in muhtemel agiklama,
enzimlerin en iyi calistigi sicakhigin 30-35 °C olmasi, 0 °C ve altindaki
sicakliklarda ise yapist bozulmamasina ragmen etkinlik gosterememesi
olabilir (102).

Sonug olarak, 7 hafta boyunca haftalik parenteral yolla 5 mg/kg L-arjinin
uygulamalarinin koglarin ereksiyon siiresini (penisin ereksiyona ge¢cme siiresi)
kisalttigi, spermanin kitle hareketi, spermatozoon motilitesi ile yogunlugunu
artirdigl, anormal spermatozoon oranini disiirdiigli ve spermatozoon membran
biitlinliigiinii korudugu, buna karsin sperma miktari, pH’s1 ve seminal plazma
arginaz aktivitesini etkilemedigi belirlenmistir. Ayrica bu ¢alismanin sonuglarina

gbre spermaya in vitro katilan L-arjinin’in 10 mM’lik dozunun gerek kisa siireli
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gerekse uzun siireli saklama esnasinda spermanin kalitesine zarar verdigi ancak
0,5 mM’lik doz ilavesinin ise saklama esnasinda spermaya katilmasinin faydali

olacag1 kanaatine varilmistir.
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