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Reaktif Oksijen Tiirlerinin
Spermatozoon Fonksiyonlar1 Uzerindeki
Fizyolojik ve Patolojik Etkileri

Physiologic and Pathologic Effects of
Reactive Oxygen Species on
Spermatozoon Functions

OZET Reaktif oksijen tiirleri (ROS) radikal ve radikal olmayan oksijen molekiillerinden olusmak-
tadir. ROS genel anlamda bilinen patolojik etkilerinden bagka hiicrelerde fizyolojik etkilere de sa-
hiptir. Patolojik etki yiiksek, fizyolojik etki ise diisiik diizeylerde ROS iiretimi ile iliskilidir. Asir1
ROS iiretimi spermatozonlarda lipid, protein ve karbonhidrat peroksidasyonuna, DNA hasar: ve
apoptoza neden olurken diisiik ROS iiretimi (fizyolojik diizey) ise olgunlasma, kapasitasyon, hipe-
raktivasyon, akrozom reaksiyonu ve spermatozoon-oosit fiizyonu gibi spermatozoonlarin normal
fonksiyonlar i¢in gereklidir. Spermatogenesisde aksama, spermatozoon motilitesi ve sayisinda
azalma, anormal spermatozoon oraninda artis ve fertilizasyon bozukluklar: endojen ve egzojen kay-
nakli agir1 ROS iiretiminin neden oldugu spermatozoal hasarlardandir. Bu derlemede radikal ve ra-
dikal olmayan ROS, bu tiirlerin spermatozoon fonksiyonlar: tizerindeki fizyolojik ve patolojik
etkileri ile endojen ve egzojen ROS kaynaklar1 hakkinda detayl: bilgiler sunulmaktadar.

Anahtar Kelimeler: Reaktif oksijen tiirleri; spermatozoa; fizyolojik etki; patolojik etki

ABSTRACT Reactive oxygen species (ROS) consist of radical and non-radical oxygen molecules.
ROS has also physiologic effects on the cells unlike its known pathologic effects in general. Patho-
logic and physiologic effects are associated with high and low levels of ROS production, respec-
tively. While excessive ROS production causes peroxidation of lipids, proteins and carbohydrates,
DNA damage and apoptosis in spermatozoa, low level of ROS production (physiologic level) is re-
quired for normal functions of spermatozoa like maturation, capacitation, hyperactivation, acrosome
reaction and spermatozoon-oocyte fusion. Spermatogenic arrest, decrease in spermatozoon motil-
ity and count, increase in abnormal spermatozoon rate and fertilization failures are the damages in-
duced by excessive ROS production originated from endogenous and exogenous sources. Detailed
information about radical and non-radical ROS, their physiologic and pathologic effects on sper-
matozoon functions and their endogenous and exogenous sources are presented in this review.

Key Words: Reactive oxygen species; spermatozoa; physiologic effect; pathologic effect
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ek ¢cok canli yasamini siirdiirebilmek icin havadaki oksijeni (molekiiler oksijen,
O,) almak zorundadir. Kullanilan toplam Oy’nin yaklasik %90’1 viicutta elek-
tron taginma zinciri (solunum zinciri), %10’u ise diger O, gerektiren reaksi-
yonlarda kullanilmaktadir. Elektron tasinma zincirinde Oy'nin yiiksek oksitleyici giici,
adenozin trifosfat (ATP)'1n yiiksek enerjili hidrojen bag: haline déniistiiriilir. O, iki es-
lesmemis (ortaklanmamus) elektrona sahiptir.” Bir veya daha fazla eglesmemis elektron
iceren ve biyomolekiillerle kargilastiklarinda onlarin yapisini oksidatif olarak degisti-
rebilme kapasitesine sahip molekiiller “serbest radikaller” olarak tanimlanmaktadur.
Serbest radikaller elektrik yiikii agisindan pozitif, negatif veya nétr olabilmektedir.®*
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Terminolojik agidan serbest oksijen radikallerini ve
iligkili (radikal olmayan) tiirlerini tanimlamak amaciyla
¢ok farkli tanimlar yapilmaktadir. Ancak Halliwell tara-
findan yapilan tanimlama daha kapsamli gibi goriin-
mektedir.? Halliwell reaktif oksijen tiirleri (ROS)
tanimini kullanmay tercih ettigini ve bu tanimlama ile
ROS’un hem radikal hem de radikal olmayan Oy mole-
kiillerini kapsadigini, buna bagl olarak tiim oksijen ra-
dikallerinin ROS fakat tiim ROSun da oksijen radikali
olmadigim bildirmektedir.? Serbest oksijen radikalleri ge-
nellikle en yakinlarindaki kararli molekiillere saldirarak
onlarin elektronlarini ¢alma egilimine girerler (Sekil 1).
Saldiriya ugrayan kararh molekiil elektronunu kaybetti-
ginde serbest radikal haline déniisiir ve bir takim zincir
reaksiyonlar baglar. Siire¢ baglar baglamaz serbest radikal
haline doniisen kararh bilesik hasar verme yolagina girer
ve sonucta canl hiicrelere zarar vermeye baglar.

Spermatogenesis saniyede yaklasik 1000 spermato-
zoon iiretebilme kapasitesine sahip yiiksek derecede aktif
ve tekrarlanabilen bir siirectir. Bu islem esnasinda mey-
dana gelen yiiksek orandaki hiicre béliinmeleri, germinal
epitelyumun yiiksek oranlarda mitokondriyal O, ihtiya-
cin1 dogurmaktadir. Testislerdeki zayif damarlagmaya
bagh diisitk O, basinci bu organ igerisinde O, i¢in yogun
bir yarisin oldugunu gostermektedir. Dolayisiyla hem
spermatogenesis hem de Leydig hiicre steroidogenesisi ser-
best radikal saldirilarina agir1 hassastir.® Pek ¢ok endojen
ve egzojen faktor erkek iireme organlari ve seminal sivida
ROS seviyelerinin artmasina neden olmakta ve artan
ROS’da testisteki tiim hiicre tiplerine (Sertoli, Leydig,
germ) degisen diizeylerde zarar vermekte ve sonucta in-
fertilite hatta sterilite ile sonuglanabilmektedir.”!* Bu za-
rarlar genellikle hiicrelerdeki lipid ve proteinlerin
peroksidasyonu ve apoptoz seklindedir. Spermatozoon
DNA’s1 somatik hiicre DNA’sina gore daha siki (kom-
pakt) bir yapiya sahip olmasina ragmen ROS saldirilar

{ © ! ~ N\

' oc/’ g 0 3 ~°

el § Y . AY
s o

Serbest Radikal

SEKIL 1: Serbest radikal olusumunun sematik gosterimi (Agarwal ve ark.5dan
uyarlanmistir.)

sonucunda kirilmalar siklikla gozlenmektedir.'* Aslinda
ROS fizyolojik diizeylerde bir sinyal doniistiiriicii olarak
gorev yaparak hiicre i¢i dengenin (homeostasis) korun-
masina yardim etmektedir."!® Ote yandan nétrofil ve
makrofajlar tarafindan saglanan fagositosisde de gorev
almaktadir. Fizyolojik diizeylerdeki ROS epididimiste
spermatozoonlarin olgunlagma siireci, disi genital ka-
nalda ise kapasitasyon, hiperaktivasyon, akrozom reak-
siyonu ve spermatozoon-oosit fiizyonu gibi pek ¢ok
olayda gorev almaktadir.'®>'” Bu derlemede radikal ve
radikal olmayan ROS, bu tiirlerin spermatozoon fonksi-
yonlari iizerindeki fizyolojik ve patolojik etkileri ile en-
dojen ve egzojen ROS kaynaklar1 hakkinda detayh
bilgiler sunulmaktadir.

[ REAKTiF OKSIJEN TURLERI (ROS)

Serbest radikal tanimina gére O,, bir biradikal (diradi-
kal) olarak degerlendirilmektedir. Biradikal O, radikal
olmayan maddelerle yavas reaksiyona girdigi halde diger
serbest radikallerle kolayca reaksiyona girer. O, yiiksek
derecede ROS iiretme yetenegindedir."? ROS, radikal ve
radikal olmayan oksijen molekillerinden ibarettir.®
Erkek tiremesinde etkili olan baslica ROS asagida sira-
lanmaktadir.

RADIKAL ROS
Siiperoksit (0,°") Radikali

Stiperoksit radikali solunum zincirinde Oy’nin suya do-
niisimii esnasinda bir elektron alarak indirgenmesi so-
nucu meydana gelen ilk ara maddedir.”® Adinin siiper
olmasina kargin yapisinda bir adet eslesmemis elektron
bulundugu i¢in O,’den daha az radikaldir ve kendisi di-
rekt olarak zarar vermez. Bu radikal anyonun asil 6nemi,
hidrojen peroksit (HyO,) kaynag1 olmas1 ve gegis metal-
leri iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir."” Fagositosis es-
nasinda nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH)
oksidaz sistemi aracihifi ile iiretilmektedir.”® Yarilanma
omri 1 p saniyedir.

Hidroperoksil (H0,*) Radikali

Hidroperoksil radikali Oy~ radikali ve HyO, arasinda ara
bir radikal olup Oy ~’nin protonlanmus seklidir.'®

Hidroksil (OH*) Radikali

Hidrojen peroksitten Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonu
sonucu olugan OH' ¢ok giiclii reaktif bir oksidan radikal®
olup yarilanma 6mrii ¢ok kisadir (1 nano saniye). Lipid ve
proteinlerin peroksidasyonundan sorumlu olan en 6nemli
ROS, OH"dir.?>*

Turkiye Klinikleri ] Reprod Artif Insemin-Special Topics 2015;1(3)

27



Gaffari TURK

REAKTIF OKSIJEN TURLERININ SPERMATOZOON FONKSIYONLARI UZERINDEKI...

Alkoksil (RO*) ve Peroksil (RO0°) Radikalleri

Lipid ve proteinler gibi organik maddelerin bozulmasi
esnasinda sekillenen O, kokenli radikallerdir.’* RO’nun
yarilanma 6mrii 1 p saniye, ROO’nun ise 10 milisaniye-
dir.

Siilfiir (RS*) Radikali

Tiyoller (indirgenmis glutatyon gibi) protein-siil-
fidril gruplarini oksidasyona kars1 korumak amaciyla an-
tioksidanlar olarak degerlendirilmektedir. Ancak tiyoller
karbon merkezli (C), O,", OH’, RO, ROO" radikalleri
ile ferroz demir (Fe™) ve bakir (Cu™) gibi ge¢is metalle-
riyle de reaksiyona girebilmektedir. Bu durum da fonk-
siyonel proteinlerin kaybina yol agmaktadir.?

RADIKAL OLMAYAN ROS

Singlet Oksijen ('0,)

Biradikal Oy’nin elektronlarindan birinin enerji alarak
kendi yoriingesinin ters yoniinde olan baska bir orbitale
yer degistirmesiyle 'O, olusur. Delta ('O,A) ve sigma
('O,%) olmak uizere iki sekli bulunan 'Oy nin, eglesmemis
elektronu olmadig: i¢in radikal olmayan bir ROS oldugu
belirtilmekle birlikte 'O5>’'nin radikal, 'OyA’nin radikal
olmadi: da bildirilmektedir.!*!82! Yarilanma omrii 1 p
saniye olan 'O,, mitokondriyal permeabilite gecisinin
diizenlenmesi gibi hiicresel fonksiyonlar da gorev ala-
bilmektedir.

Hidrojen Peroksit (H,0,)

Hidrojen peroksit, Oy ~’nin etrafindaki molekiillerden
bir elektron veya Oy’nin etrafindaki molekiillerden iki
elektron alarak olusan peroksitin iki proton (H) ile bir-
lesmesi sonucu meydana gelir. HyO, bir radikal olma-
masina ragmen Fe™ veya diger gecis metallerinin
varliginda Fenton reaksiyonu, Oy~ varliginda ise Haber-
Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve zarar verici ser-
best oksijen radikali olan OH’1 olusturmaktadir.?!
Yiiksiiz ve zar-gecirgen bir molekiil olan H,O, mito-
kondriyal ve diger zarlar iizerine niifuz edebilmektedir.
Fagositlerin en bityiik salg: trint HyOy'dir.”

Peroksinitrit (ONOO ")

Nitrik oksit ve Oy ~’nin etkilesimiyle gecis metallerinin
varliginda ONOO™ iiretilmekte ve sonugta nitrit ve nit-
ratlar meydana gelmektedir. Bu reaksiyona bagh olarak
proteinlerin yapilar1 bozulmakta ve dolayisiyla fonksi-
yonlarini kaybedebilmektedir.?® ONOO™’in yarilanma
omrii 30-50 milisaniyedir.

HiPOKLOR(Z ASIT (HOCL)

Enfeksiyoz ajanlara yanit olarak aktive olmus noétrofil-
lerden iiretilmektedir. NADPH aracilig1 ile aktive olan
non-spesifik peroksidaz-miyeloperoksidaz katalizorlii-
giinde H,O, ve klorun (CI") tepkimesi sonucu HOCI ve
¢ok reaktif olan OH' radikali meydana gelmektedir.”’
HOCI komsu oldugu hiicreler tizerine oldukga toksiktir.
Biyomolekiillere ya direk olarak ya da Cl‘a indirgeyerek
zarar vermektedir. Protein ve lipid klorinasyon reaksi-
yonlari [klorin (CI') radikalleri olusumuna bagl olarak],
protein karbonil olusumu, ¢okme ve kirilma bu kisa
yagam siireli Cl radikalinin yan etkileridir.?®

0Ozon (05)

Ozon atmosferin stratosfer ve troposfer tabakalarinda ae-
rosollerle reaksiyona girerek Cl' radikalleri olusumuna
katildiklarindan dolay: toksiktir.??

I ROS’'UN SPERMATOZOON FONKSIYONLARI
UZERINDEKI FiZYOLOJIK ETKILERI

ROS’un yiiksek diizeylerinin genellikle hiicrelerde pa-
tolojik bozukluklara yol a¢tig1 iyi bilinmesine ragmen
gercekte fizyolojik diizeyleri ise somatik hiicrelerde ol-
dugu gibi spermatozoon fonksiyonlarinin diizenlenme-
sinde de 6nemli gorevlere sahiptir. ROS spermatozoon-
larin karisik biyokimyasal yapisinda sinyal doniistiirii-
ciiler olarak 6nemli gorevler tistlenmektedir. Olgun-
lagma, hiperaktivasyon, kapasitasyon, akrozom reaksi-
yonu ve spermatozoon-oosit fiizyonu gibi olaylarda

ROS’un olumlu etkilerinin oldugu bilinmektedir (Sekil
2)'10,15-17,30,31

SPERMATOZOON OLGUNLASMASI

Seminifer tubul liimenine atilan (spermiasyon) hicbir
spermatazoonun hareket (motilite) ve fertilizasyon ye-
tenegi yoktur. Spermatozoonlar testisten duktuli effe-
rentesler aracilifiyla ¢ikarak kaput epididimise girip
korpustan da gectikten sonra motilite ve fertilite yete-
negi kazanmaktadir. Epididimisten gegisleri esnasinda
spermatozoonlar olgunlasirlar ve bu gecis siiresi tiirlere
gore farklilik gostermekle beraber 1-2 hafta arasinda de-
gismektedir.?* Epididimal ge¢is esnasinda spermatozo-
onlarin niikleuslarimin siki bir hal almasi1 (niiklear
kondensasyon) ile yiizey molekiillerinin varligi ve dagi-
Iiminda meydan gelen degisimler ise diger olgunlasma
olgiitleridir.®® Spermatozoonlar koruyucu ve tamir sis-
temlerinden yoksun olduklar: i¢in genetik biitiinligiin
korunmas: amaciyla kromatin yapilar1 diger somatik
hiicreler ve oositlere gore ¢ok daha siki ve stabil bir se-
kildedir.3* Spermiyogenesis esnasinda kromatindeki his-
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Patolojik etki

SEKIL 1: ROS'un spermatozoon fonksiyonlari iizerindeki etkilerinin sematik gos-
terimi.

ton tanecikleri protaminler olarak adlandirilan basit pro-
teinler ile yer degistirmektedir. Protaminlerde yer alan
¢ok sayidaki sistein artiklar1 kauda epididimisteki hafif
oksidatif kosullar altinda distlfit baglarina dontismekte-
dir. Olusan disiilfit baglar1 da ¢ekirdek DNA’sinin daha

siki ve stabil olmasini saglamaktadir.®>%

Diger bir teo-
riye gore fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz
(PHGPx), niiklear proteinlerdeki tiyol gruplarim glutat-
yona indirgemek i¢in alternatif indirgeyiciler olarak kul-
ROS

peroksitler, niiklear proteinlerde oksidasyonun baslatil-

lanabilmektedir. tarafindan iretilen lipid
mas1 ve niiklear kondensasyonun kolaylastirilmasi ama-
ciyla PHGPx igin substrat saglayabilmektedir.?® Ote
yandan ROS spermatozoonun en 6nemli enerji kaynagina
koruma saglayan mitokondriyal membranda da degisik-
liklere neden olmaktadir. Olgun bir spermatozoon mito-
kondriyumunu saran ve “mitokondriyal kapsiil” olarak
adlandirilan bir membrana sahiptir. Spermatogenesis es-
nasinda H,O, gibi peroksitler PHGPx’in oksidasyonu ara-
ciligiyla bu kapsiiliin sekillenmesini indiiklemektedir.
Oksidasyon sekillenir sekillenmez bir selenoenzim olan
PHGPx, selenadisiilfit bagim1 meydana getirmek icin kap-
stiliin indirgenmis protein tiyol gruplari ile reaksiyona gi-
rebilen bir araciy: olugturmaktadir.®

KAPASITASYON VE HIPERAKTIVASYON

Ejakiile edilmis spermatozoonun in vitro veya disi genital

kanalda in vivo seminal plazma unsurlarindan arinmasi
olarak adlandirilan kapasitasyon, olgunlasma siirecinin
son sathasidir.3 Kapasitasyon iglemi sonucu spermatozoon
fertilizasyon i¢in gerekli asamalar olan hiperaktivasyon ve
akrozom reaksiyonu sathalarina ulagmaktadir. In vitro ve
in vivo gergeklestirilen kapasitasyon ve hiperaktivasyo-
nun biyokimyasal mekanizmalarinda pek ¢ok faktor et-
kili olmasina ragmen en etkili faktorlerin; (i) membran
kolesteroliiniin kaybz, (ii) membran hiperpolarizasyonuna
neden olan bikarbonat, kalsiyum (Ca™) ve diger kiigtik
iyonlarin akig1 ve (iii) pH, siklik adenozin monofosfat
(cAMP) ve protein fosforilasyonundaki artisin oldugu bil-
dirilmektedir.® Kapasitasyonun bagslangi¢ safhalarinda
hiicre ici Ca** ve cAMP diizeyleri artmakta, ROS iiretimi
baslamakta ve sonugcta ¢ok giiclii bir motilite olarak ta-
mmlanan hiperaktivasyon gergeklesmektedir.? Hiperak-
tif spermatozoonlarda hiperaktif olmayanlara gore
dogrusal bir motilite gézlenmemekle birlikte kuyruk ha-
reketleri genis bir alam kapsayacak sekilde ve asimetrik
olup bas kisim bir yandan diger yana yer degistirmektedir.
Hiperaktivasyon cAMP aracilikli sinyal doniistiiriicii kas-
kadina dayanmaktadir. Ciinkii cAMP diizeyindeki artis
protein kinaz A (PKA) aktivasyonunu uyarmakta, uyari-
lan PKA’nin indiikledigi tirozin kinazlar tirozin fosfori-
lasyon diizeyinin yiikselmesine ve yiikselen tirozin
fosforilasyon diizeyleri ise spermatozoonlarin kapasitas-
yon ve hiperaktivasyonunu baglatmaktadir.’>!” Ote yan-
dan hiicre i¢i Ca** ve bikarbonat iyonlarinda goriilen
artigin adenil siklaz enzim aktivitesini aktive ettigi, aktive
olan adenil siklaz’in ATP’yi cAMP’ye ¢evirdigi ve buna
bagli olarak PKA ve tirozin fosforilasyon diizeylerindeki
artisla birlikte kapasitasyonun sekillendigi de bildiril-
mektedir.® ROS'un ézellikle de Oy~ ve HyOy'nin fizyo-
lojik konsantrasyonlar: cAMP sentezini uyararak, protein
tirozin fosfatazlar (fosforilasyonu inhibe eden enzim) in-
hibe ederek ve adenil siklaz ile tirozin kinazi aktive ede-
rek spermatozoon kapasitasyonunu uyarmaktadir.”®

AKROZOM REAKSIYONU

Hiperaktif motilite spermatozoonu kumulus ooforus’a
dogru yonlendirdigi zaman kapasite olmus spermatozoon
zona pellusida’ya baglanmakta ve proteolitik enzimlerin
disariya salinmasini saglamaktadir. Akrozom reaksiyonu
sonucu zona pellusida’nin hiicre dig1 matriks’inde goze-
nekler agilmakta ve spermatozoonun bu bariyere tutuna-
rak oosit igerisine girisine izin vermektedir.? Akrozom
reaksiyonunun biyokimyasal mekanizmasinda da kapasi-
tasyon ve hiperaktivasyona benzer sekilde tirozin pro-
teinlerinin fosforilasyonu, Ca™ akisi, adenil siklaz, cAMP
ve PKA aktivitelerinde gozlenen molekiiler olaylar se-
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killenmektedir. ROS spermatozoonlarin zona pellu-
sida’ya kars1 affinitelerini bag ksiminin apeksinde bulu-
nan ii¢ plazma membran proteininin (spermadezin, P47
ve fertilin B) fosforilasyonu araciliiyla artirmaktadir. '
Diisiik konsantrasyonlardaki Oy~ ve HyO,’nin akrozom
reaksiyonu tizerinde olumlu etkilerinin oldugu bildiril-

mektedir. 404!

SPERMATOZOON-00SIT FUZYONU

Spermatozoon zona pellusida’y: gectikten sonra oosit ige-
risine girer (spermatozoon-oosit fiizyonu) ve oositle birle-
sir. Fizyon olayr ise basarili bir fertilizasyon ile
sonuclanmaktadir. Spermatozoon membraninin yiiksek
derecede akigkanlig1 uygun bir flizyonun meydana gelmesi
i¢in gereklidir.?? Spermatozoon membraninin bir dereceye
kadar akiskanligy, ihtiva ettigi fazla miktardaki doymamais
yag asitleri ile saglanmaktadir. fnsan spermatozoonlar ile
yapilan ¢aligmalarda ROS’un kapasitasyon ve akrozom re-
aksiyonu esnasinda spermatozoon membraninin akigkan-
ligin1 artirarak spermatozoon-oosit fiizyonunu indiikledigi
bildirilmektedir.*? Kapasitasyon esnasinda, ROS fosfotiro-
zin fosfatazlar1 inhibe ederek spermatozoon membranin-
daki fosfolipidlerin trigliserol tabakasindan ikincil yag
asitlerini pargalayan fosfolipaz Ay'nin defosforilasyon ve
deaktivasyonunu 6nlemekte ve dolayisiyla spermatozoon-
oosit fiizyonunu indiiklemektedir."°

ROS'UN SPERMATOZOON FONKSIYONLARI
UZERINDEKi PATOLOJIK ETKILERI

Fizyolojik olarak spermatozoon fonksiyonlari {izerinde
disiik diizeylerde 6nemli gorevlere sahip olan ROS, or-
ganizmada antioksidan savunma sistemlerine ait enzim
ve substratlarin {izerindeki diizeylere ulastiginda pato-
lojik etki gostermektedir. Patolojik diizeylere ulasan
ROS somatik hiicrelerde oldugu gibi spermatozoonlarda
da 6nemli hasarlara yol agmaktadir. Spermatozoonlarda
olusan hasarlarin diizeyi de hiicrelerin ROS’a maruz
kalma siiresine, miktarina ve tipine gére degismektedir.'

LiPiD PEROKSIDASYON

Pek ¢ok tiiriin spermatozoon plazma mebrani bilayer ta-
bakas! icerisine yerlesmis olan lipidlerin asimetrik dizi-
liminden ibarettir. Memeli ve kanatli spermatozoon-
larinin lipid bilesimi somatik hiicrelerinkinden ¢ok farkli
bir yapidadir. Somatik hiicrelere gore spermatozoonla-
rin plazma membran: yiiksek diizeylerde fosfolipidleri,
sterolleri, doymus ve ¢oklu doymamis yag asitlerini ih-
tiva etmektedir. Plazma membraninin lipid bilayer ta-
bakasinin akigkanligindan sorumlu olan lipidlerin,
spermatozoonlarin epididimal olgunlagsmasindan disi ge-

nital kanalda kapasitasyon siireci boyunca kompozisyo-
nunda pek ¢ok degisiklik meydana gelmektedir.*>4*
Membran akigkanlig: disinda, spermatogenesis ve sper-
matozoon olgunlagsmasinin diizenlenmesi, kapasitasyon,
akrozom reaksiyonu ve spermatozoon-oosit flizyonu gibi
olaylarda da membrandaki lipidlerin aktif rolleri bulun-
maktadir.” Coklu doymamus yag asitleri spermatozoon
membraninin fonksiyonu agisindan diger lipidlere gére
daha etkilidir. Coklu doymamis yag asitlerinden doko-
saheksaenoik asitin membran akigkanlig1 ve spermato-
genesisin diizenlenmesinde biiyiik bir role sahip oldugu
bildirilmektedir."

Lipid peroksidasyon ROSun bir hiicrenin mem-
branindaki ¢oklu doymamus yag asitlerinin karbon-kar-
bon cift baglarindan elektron ¢almas: olarak tanimlan-
makta olup baslangic, yayilma ve bitis safhalar1 olmak
iizere 3 agamaya ayrilmaktadir. Baglangi¢ safthasinda ROS
¢oklu doymamus yag asitlerinin asil zincirlerine saldira-
rak bisallilikmetilen (CH;) grubundan bir hidrojen ato-
munu ayirir. Glinkii yag asitlerinde bulunan ¢ift baglarin
metilen grubuna yakin olmasi, metilen karbon-hidrojen
baglarini zayif bir hale getirmekte ve hidrojen atomu-
nun ayrilmasini kolaylastirmaktadir. Hidrojen atomu-
nun ayrilmasiyla karbon baginda bulunan ve eslesmemis
elektron tagiyan lipid radikali [alkil radikali (“CH)]'nin
O, ile reaksiyona girmesiyle ROO" agiga ¢ikar. Yayilma
asamasinda ROO" komsu doymamis yag asitlerinden bir
hidrojen atomu ayristirarak lipid hidroperoksit (ROOH)
radikalini olusturur. Stipiiriicii sistemlerin olmadig1 ancak
gecis metallerinin bulundugu bir ortamda ROOH, RO
veya ROO’yu tireterek peroksidasyon isleminin hizlan-
masina neden olur. Bunun sonucu alkol, keton, aldehit ve
eterlerin ayrigmasi kolaylagir. Bu sathanin son iiriinleri ise
malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksinoneal’dir. Bitig saf-
hasinda ise ya radikal-radikal etkilesimi ile ya da radikal
slipiiriicii enzimatik ve non-enzimatik antioksidanlarin
devreye girmesiyle lipid peroksidasyon sona erer. Yuka-
rida bahsedilen zincir reaksiyonu i¢in OH' lipid peroksi-
dasyonu baglatan temel radikal olmasina ragmen Oy~
radikali ve H,O, lipid peroksidasyonu baglatma giiciine
sahip degildir.* Bununla birlikte Oy~ radikalinin ferrik
demir (Fe**)'i Fe™’e indirgeyerek ya da siilfidril grupla-
riyla reaksiyona girerek RS’ olusturabilecegi, Fe™’nin ok-
sidasyonda bir katalizor olarak, RS’nin de farkh
mekanizmalarla lipid peroksidasyonu baglatabildigi bil-
dirilmektedir.* Spermatozoon mebranindaki 6nemli li-
pidlerden biri olan kolesterol de ¢oklu doymamais yag
asitlerine benzer mekanizmalar ile peroksidasyona ug-
rayabilmektedir.*”*® ROS saldirilarinin neden oldugu
membran lipid hasari, lipid peroksidasyonun son tiriinii
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olan MDA ve 4-hidroksinoneal diizeylerindeki degisik-
liklerle 6lgiilmektedir.>1°

Spermatozoon membraninin %50’si dokosaheksae-
noik asitten olusmakta olup bu yag asidinin her bir mole-
kiilinde 6 doymamis ¢ift karbon bag: bulunmaktadir.
Dolayisiyla spermatozoon membrani ROS saldirilarina
kars1 asir1 duyarh olup lipid peroksidasyon sonucu yag asit-
lerinin yaklasik %601 kaybolmakta ve spermatozoonlarda
cesitli zararlar meydana gelmektedir. Mitokondriyal ATP
azalmasi, DNA hasari, spermatozoon motilite kayiplari,
spermatogenesisde aksama, spermatozoon sayisinda
azalma, anormal spermatozoon sayisinda artis ve fertili-
zasyon bozukluklar gibi pek ¢ok hasar ROSun agir1 iire-
timinin neden oldugu lipid peroksidasyon sonucu
spermatozoonlarda goriilen bozukluklardir.! Hatta ¢ok
asir1 durumlarda spermatogenesis tamamen durabilmek-
tedir.” Lipid peroksidasyon glukoz-6-fosfat-dehidrogenaz
(G6PD) enzim aktivitesini inhibe ederek de spermatozoon
motilitesinde azalmalara sebebiyet vermektedir. Sperma-
tozoonlarda temel enerji kaynagi olarak fruktoz kullanil-
masina ragmen, G6PD de NADPH'In sentezi ve
oksidasyonu araciligiyla glukoz akisini kontrol ederek sper-
matozoonlar i¢cin ATP tiretmektedir.’®* G6PD enzim eksik-
liginde sodyum-potasyum-magnezyum ATPaz enzim
aktivitesindeki azalmaya bagli olarak iyonlarin hiicre ici
konsantrasyonlar degisebilmektedir. Hiicre membranin-
daki fosfolipidler sodyum-potasyum-magnezyum ATPaz'in
fonksiyonu i¢in gerekli olup, ancak lipid peroksidasyon so-
nucu fosfolipidlerin yapisinin bozulmastyla bu enzim sis-
temi inhibe olabilmektedir.*” Ote yandan diger bir hipoteze
gore yiiksek diizey HyO, hiicre mebranini gecen ve hiicre
icerisinde NADPH araciligiyla glukoz akisini kontrol eden
G6PD inhibisyonunu indiiklemektedir. G6PD’nin inhibis-
yonu NADPH1n hiicre i¢i kullanilabilirliginde azalmaya
yol agmakta ve beraberinde okside olmus glutatyon biriki-
mine neden olmaktadir. Bu durum ise spermatozoonlarin
antioksidan savunma sistemlerini zayiflatarak membran li-
pidlerinin perokside olmasina ve dolayistyla motilite ka-
yiplarina sebebiyet vermektedir.’

PROTEIN VE KARBONHIDRAT PEROKSIDASYONU

Proteinler spermatozoon ve seminal plazmanin yapisina
katilan en biiyiik bilesenlerdir. Ayrica spermatozoonlarin
pek cok fonksiyonundan sorumlu olan enzimler ve resep-
torler de proteinlerdir.” Bir proteine bir fosfat grubunun
baglanmasiyla (fosforilasyon), o protein aktiflesmesine
ragmen baglanan fosfat grubunun proteinlerden ayrilma-
siyla (defosforilasyon) da inaktiflegmekte ve bu iki olayla
da yapisinda bi¢im degisikligi olmaktadir. Protein kinaz
ve fosfataz denen enzimler bu diizenleme siirecinin fos-

forilasyon ve defosforilasyon kisimlarinda rol oynarlar.
Hiicrelerde protein fosforilasyonu genellikle post-tran-
slasyonel donemde sekillendigi i¢in spermatozoonlarda bu
olay spermatogenesisten ziyade fertilizasyon i¢in gerekli
olan kapasitasyon, hiperaktivasyon ve akrozom reaksi-
yonu esnasinda genellikle meydana gelmektedir. Sperma-
tozoonlarin da déhil oldugu okaryotik hiicrelerde
genellikle serin, treonin ve tirozin amino asitlerinin ka-
Lintilarinda fosforilasyon meydana gelmektedir.>® Birey-
sel amino asitler ROS’un neden oldugu peroksidasyona
karg: farkli hassasiyetlere sahiptir. Du ve Gebicki prote-
inlerin OH" radikallerinin saldirilarina kars: lipidler ve
DNA’dan daha duyarli oldugunu ve ROSun hiicredeki
primer hedefinin proteinler oldugunu bildirmektedir.>!
Bununla birlikte proteinlerin peroksidasyonunun lipid ve
DNA hasarina yol acip agmadig ya da lipidlerin peroksi-
dasyonu ile DNA oksidasyonunun proteinlerin peroksi-
dasyonundan bagimsiz sekillenip sekillenmedigi hala
tartigma konusudur. OH' radikalleri ¢apraz baglanmalar
yaparak proteinlerin kovalent olarak modifiye olmasina
ve sonucta kiimelenmesine (agregasyon) neden olmakta-
dir>! Modifiye olmus proteinler de ya proteozomlar ya da
lizozomlar tarafindan proteolizise duyarl: bir konuma ge-
tirilmektedir. Tastyic1 veya kanal proteinleri ROS saldiri-
larina maruz kaldiginda hiicre membranindaki iyonlarin
yapisi degismekte dolayisiyla o hiicrenin fonksiyonu zarar
gormektedir.'® Spermatozoonlardaki proteinler ile protein
kinazlar ve fosfatazlarin varligi, bunlarin spermatozoon
kapasitasyonu, hiperaktivasyon ve akrozom reaksiyonun-
daki rollerinin 6nemli gostergesidir. Ancak bu proteinler
arasinda spermatozoonlar i¢in tirozin ve tirozin fosfori-
lasyonu digerlerine gére ¢ok daha 6nemlidir. OH radika-
linin saldirisi ile okside olan tirozin kalintilari, proteinler
arasinda ¢apraz baglanmayi indiikleyerek proteininin bi-
ciminde degisiklige neden olmaktadir. Capraz baglanma
sonucu bitirozin olugmaktadir. Bitirozin ise tirozin fosfo-
rilasyonunu azaltarak tirozin kinaz aracilikli sinyal trans-
diksiyon mekanizmalarini 6nlemektedir.>! Spermato-
zoonlarda proteinlerin 6zellikle de tirozin amino asidinin
yiiksek diizeylerde OH' radikali ile okside olmasina bagh
olarak azalan protein fosforilasyonu sonucu kapasitasyon,
hiperaktivasyon ve akrozom reaksiyonu gibi olaylar aksa-
makta ve dol verimi oranlar1 diigmektedir.

Karbonhidratlar lipid ve proteinlere gére ROS saldi-
rilarindan daha az zarar gérmekte veya bu saldirilara daha
az maruz kalmaktadir. ROS karbonhidrat polimerleri ile
reaksiyona girerek kirilmalarina neden olmaktadir. ROS
ayrica spermatozoonlarda yiizey reseptorlerini degisti-
rebilen membran glikoproteinlerini de olumsuz etkile-
yebilmektedir. Karbonhidrat ve amino asitlerden olusan
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glikoproteinlerdeki degisiklik fertilizasyon esnasinda
spermatozoonlarin zona pellusida’ya baglanmasini en-
gelleyebilmektedir.'®

DNA HASARI

Spermatozoonun ¢ekirdek hacmi somatik hiicrelerin ge-
kirdegine gore kiigiik bir yapiya sahip oldugu icin gekir-
dek DNA’sinin sarmallanmasi somatik hiicrelerden
oldukea farklidir. Spermiyogenesis esnasinda spermati-
din kromatin yapis1 tam anlamiyla yeniden diizenlen-
mekte ve ¢ekirdek DNA’s1 protaminler olarak adlandi-
rilan kiicitk proteinler tarafindan sarilarak yeniden pa-
ketlenmektedir. Protamin sarilmasi DNA’y1 bastirarak
sikistirmakta ve bdylece DNA’nin spermatozoonun
kiigitk hacimli gekirdeginin igerisine tamamen yerles-
mesini saglamaktadir. Spermatogenesisin bu safhasinda
spermatid DNA’sindaki histon proteinleri protaminlerle
yer degistirmektedir. Protaminler histonlarin yaklasik
yaris1 buytikliigiinde basit proteinler olup giiglii bir DNA
baglanmasini saglayan arjininlerden zengindir. Sperma-
tozoon ¢ekirdek DNA’sinin somatik histonlar yerine
protaminler ile sarmallanmasi, DNA’y1 6nemli derecede
sikilastirmakta dolayisiyla DNA hasarina yol acan ajan-
larin gecisini azaltmaktadir. Protaminler ayrica prota-
min i¢i ve protaminler arasi ¢apraz baglanmalar
saglayan c¢ok sayida sistein artiklarini da igcermekte-
dir.'*5253 DNA’daki ig iplik¢iklerinin protamin molekiil-
leri tarafindan siki bir gekilde sarilmasi ve DNA
halkalarinin da disiilfit baglar: ile ¢apraz baglanmasi,
spermatozoon ¢ekirdegindeki olgunlagmanin son safhasi
ve epididimal gecis esnasinda ¢ekirdek stabilitesinin daha
da fazla artirilmasimi saglamaktadir.> Tm bu etkilegim-
ler spermatozoonun ¢ekirdek DNA’sin1 ¢ok siki bir 6kar-
yotik DNA haline getirmek icin tasarlanmistir. Bu
sikilagma ve stabilizasyon spermatozoonun gekirdek ge-
nomunu ROS saldirilarina karg1 korumak agisindan ol-
dukca 6nemlidir.

Spermatozoonun mitokondriyal DNA’s1 ¢ekirdek
DNA’sinda oldugu gibi histon ve protamin proteinleriyle
sarili olmadig: gibi ¢ok siki bir yapiya da sahip degildir.
Mitokondriyal kompleks I (NADH/ubiquinon oksidore-
diiktaz), ITI (Ubiquinon/sitokrom C oksidorediiktaz) ve IV
(sitokrom oksidaz)iin esas proteinleri mitokondriyal DNA
tarafindan kodlanmaktadir. i¢ mitokondriyal membrana
yerlesmis olan bu kompleksler elektron taginma zinciri-
nin temel yapisini olusturmaktadir. Mitokondriyal kom-
pleks IIT'iin ROS’un en biiyiik kaynagi oldugu iddia
edilmektedir. Ote yandan mitokondriyumlarin da sper-
matozoonlar tarafindan iiretilen Oy ~’radikalinin so-
oldugu bildirilmektedir. ~Bu

rumlusu durum

spermatozoonun mitokondriyal DNA’sinin ¢ekirdek
DNA’sina gére ROS saldirilarina karsi ¢ak daha duyarh
oldugunu gostermektedir.>>

Seminal plazmadaki antioksidanlarin mevcudiyeti
ve DNA’nin siki yapida olmasi, spermatozoonun gekir-
dek DNA’sinin ROS saldirilarina karg: korundugu teo-
risine ragmen yine de ROSun ve apoptosisin DNA
hasarlarina neden oldugu ve bu hasarlarin da erkek in-
fertilitesinde 6nemli bir yer tuttugu bildirilmekte-
dir.'*5” DNA molekiiliinii olusturan niikleotidlerden her
biri fosforik asit, deoksiriboz ve organik bazlar1 [piirin
(adenin ve guanin) ve primidin (timin (urasil) ve sitozin)]
ihtiva etmektedir. Niikleotidler de birbirlerine fosfodies-
ter baglari ile baghdir. DNA bazlari, fosfodiester baglar1 ve
deoksiriboz ROS saldirilarina kars: duyarh olup, lipid RO*
ve ROO' radikalleri 6zellikle guanin’e, OH' ise tiim baz-
lara saldirabilmektedir.’*3%8 Yiiksek ROS diizeyleri sper-
matozoon DNA’sinda organik bazlarin oksidasyonuna, tek
ve ¢ift ig ipliklerinin kirilmasina ve kodonlarda silinmelere
neden olarak cekirdek DNA’sina zarar vermektedir.!133!
Y-kromozomlu spermatozoonlarin yapisinin farkl ol-
mas1 ve DNA cift bag kiriklarini tamir mekanizmasina
sahip olmamasindan dolay: erkek spermatozoonlar X-
kromozomlu disi spermatozoonlara gore DNA hasarina
¢ok daha duyarlidir.®%® Spermatogenesisin farklilagma
ve olgunlasma (epididimal gecis de dahil) siireglerine
ulagsmamis spermatojenik hiicreler genellikle hasarli
DNA bazlarini ve niikleotidleri tamir edebilme yetene-
gine sahiptirler. Ancak epididimisteki olgun ya da eja-
kille edilmis spermatozoonlar oosit ile fertilizasyon
sekilleninceye kadar DNA’larindaki hasarlari tamir etme
kabiliyetinde degildir.”® Hasar derecesi digik DNA’1
spermatozoonlar fertilizasyonun ilk bolinme safhala-
rinda oosit-tamir-mekanizmalar: tarafindan tamir edil-
mektedir. Fakat spermatozoondaki DNA hasari bityiikse
oosit tarafindan tamir edilememektedir.®® Cekirdek
DNA’sinda meydan gelen zararlar sonucunda da sper-
matogenesiste aksama, spermatozoon sayisinda azalma,
anormal spermatozoon oraninda artig ve fertilizasyon
bozukluklar gibi problemler ortaya ¢ikmaktadir. Ote
yandan mitokondriyal DNA’da meydana gelen mutas-
yonlar, mitokondriyal ATP metabolizmasinda hasara
neden oldugu i¢in yiiksek diizeyde mutant mitokondri-
yal DNA’ya sahip spermatozoonlarin motiliteleri diisitk
dizeyde kalmaktadir.>

APOPTOZ

Apoptoz, embriyonik gelisim, doku homeostasisi ve
hiicre farklilagmasi gibi igslemler esnasinda meydana
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gelen ve programli hiicre 6liimii olarak adlandirilan nor-
mal fizyolojik bir olaydir. Apoptoz ile yaglanmis hiicre-
ler elimine edilmektedir. Erkek iireme sisteminde ise
fizyolojik apoptoz anormal gelisim gosteren ve yaslanan
spermatojenik hiicrelerin eliminasyonunu saglayarak bu
tip hiicrelerin asir1 tiretimini engellemektedir. Bunun di-
sinda testis igerisindeki hiicre tiretim dengesini koru-
maktadir. Ancak cesitli endojen ve egzojen faktorler
fizyolojik apoptozu patolojik bir hale doniistiirebilmekte
ve buna bagh olarak saglikli hiicrelerin de apoptoza gir-
melerine neden olmaktadir. Apoptozun hiicresel meka-
nizmas! tam anlamiyla anlagilamamigtir. Buna ragmen
agir1 ROS tiiretimi spermatozoonun i¢ ve dis mitokondriyal
membranlarinin yapisini bozarak mitokondriyumlardan
sitokrom C salinimini stimiile etmekte, bu da kaspaz kas-
kadini (6zellikle kaspaz-3 ve -9) aktive ederek sonucta
apoptoza neden olmaktadir. ROS diizeyleri ile kaspaz ak-
tivitesi arasinda pozitif bir iligki bulunmakta olup agir1
ROS iiretiminin neden oldugu DNA hasar1 da apoptozu
hizlandirmaktadir. Agir1 ROS iiretimi sonrasi sekillenen
apoptoza bagh olarak 6zellikle spermatozoon sayis1 ve
motilitesinde diisiisler gézlenmektedir.”¢!

ASIRI ROS URETIMINE NEDEN OLAN

ENDOJEN VE EGZOJEN KAYNAKLAR
Sperma olgun ve olgunlagmamis spermatozoonlari, sper-
matogenesisteki spermatidleri, epitel hiicrelerini ve 16-
kositleri ihtiva etmektedir. Bunlarin arasinda l6kositler
(notrofil ve makrofajlar) ile olgunlagsmamig spermatozo-
onlar en 6nemli endojen ROS kaynaklaridir. Genellikle
prostat ve seminal bezden koéken alan 16kositler pato-
jenlerle savas halinde bulunduklarindan dolay: yiiksek
diizeyde ROS iiretmektedirler. Ozellikle enfeksiyon du-
rumlarinda 16kositler NADPH sistemi araciligiyla ¢ok
asir1 diizeyde ROS iiretilmesine yol agmaktadir. Loko-
sitler olgunlagmamis spermatozoonlara gére 1000 kat
daha fazla ROS iiretebilmektedir. Bir ml spermada 1 mil-
yondan daha fazla 16kosit bulunmas: 16kositospermi ola-
rak tamimlanmaktadir. Enfeksiyon sonucu lokositler
tarafindan iiretilen asir1 ROS diizeyleri spermatozoon

fonksiyonlarina 6zellikle motiliteye zarar vermektedir.

Erkek gamet hiicreleri pahiten spermatositlerden
kauda epididimisteki olgun spermatozoonlara kadar fark-
Iilagmanin gesitli safthalarinda ROS tiretme potansiyeline
sahiptir. Spermatozoonlar; i) plazma membran diizeyinde
NADPH oksidaz sistemi ve ii) mitokondriyumlar diize-
yinde NADPH’a bagiml oksido-rediiktazlar araciliiyla
ROS iiretmektedir. Ote yandan normal spermatogenesis
esnasinda sitoplazmik damlacik spermatozoondan ayril-
makta ve boylece olgun spermatozoon spermiasyonla
tubul liimenine atilmaktadir. Eger spermatogenesisde bir
aksama meydana gelirse sitoplazmik damlaciklar tam an-
lamiyla spermatozoondan ayrilamamakta ve bu hiicreler
olgunlagsmamis veya fonksiyonel olarak hasarli spermato-
zoonlar olarak kabul edilmektedir. Sitoplazmik damlacik
ROS icin NADPH araciligiyla elektron saglamakta ve so-
nugta ROS diizeylerinde artig gézlenmektedir.*1°

Tlaglar, sigara ve alkol kullanimi gibi yasam tarzi
faktorleri; radyasyon, endiistriyel ve zirai artiklar gibi
cevre kirliligi faktorleri ile genel enfeksiyonlar, diyabet
ve kanser gibi sistemik patolojiler de erkek tireme siste-
minde yiiksek diizeylerde ROS iiretimini tetikleyen en
onemli egzojen kaynaklardir.®?

0 SONUG

Bu derlemede incelenen literatiirler 15131nda; radikal ve
radikal olmayan ROS’un diisiik diizeyleri spermatozo-
onlarin olgunlagmasi 6zellikle de fertilizasyon 6ncesi ge-
rekli olan kapasitasyon, hiperaktivasyon, akrozom
reaksiyonu ve spermatozoon-oosit fiizyonu gibi olaylarin
fizyolojik mekanizmalarinin diizenlenmesinde olumlu
yonde 6nemli katki saglamaktadir. Ancak endojen ve eg-
zojen faktorlerden kaynaklanan yiiksek diizeyde ROS
iiretimi patolojik olarak spermatozoonlardaki lipid, pro-
tein ve karbonhidratlarin peroksidasyonu, DNA hasar1
ve apoptoz diizeylerini artirarak spermatozoon iretimi
ve fonksiyonlarini olumsuz yonde etkilemekte ve dola-
yistyla délverimini diistirmektedir.
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