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ABSTRACT

Obijectives: Reactive oxygen species (ROS) such as the superoxide anion (Oy’), hydrogen peroxide (H,O,)
and the hydroxyl radical (OH) can be produced by spermatozoa or infiltrating leucocytes in human semen.
ROS can lead to deleterious effects on some of the sperm parameters including morphology and motility. To
counteract the effects of ROS, spermatozoa and seminal plasma possess systems to scavenge ROS and prevent
internal cellular damage. The presence of superoxide dismutase (SOD) and of the glutathione
peroxidase/reductase system in human semen is well established. Sperm membranes are particularly
susceptible to ROS damage because of their high content of polyunsaturated fatty acids. Pro-oxidant and
antioxidant balance is vital for normal functioning of cells and some studies have shown that spermatozoa
possess antioxidant systems to scavange ROS. Superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase/reductase
(GPx/GR) and catalase (CAT) enzymatic antioxidant systems were demonstrated by some researchers in
semen. Superoxide dismutase acts as a major intracellular protective enzyme against oxygen toxicity by
catalasing the ablation of superoxide anion (Oy).

The aim of our study is to determine the concentrations of superoxide dismutase and total antioxidant
capacity in the seminal plasma of fertil and infertil men and observe whether they have any relevance in
infertility.

Material and Methods: 51 individuals who were admitted to Istanbul University, Cerrahpasa Faculty of
Medicine, Department of Urology were included in the study. Semen samples were liquefied at room
temperature for one hour and used for routine sperm analysis according to World Health Organization’s
(WHO) standards. After liquefication semen samples were centrifuged to separate seminal plasma. All samples
were classified in 3 groups; group 1 was composed of 20 men with normal semen parameters, and considered
as fertile group, group 2 was composed of 21 men with at least 2 years of infertility attributed to male factor
and with poor semen quality, group 3 was composed of 10 men with azoospermia. Seminal plasma Cu-Zn SOD
activity was measured Kinetically (Sun et al, 1988) and total antioxidant status (TAS) was determined by
colorimetric kit from Randox Laboratories (Antrim,U.K.).

Results: The mean value of the SOD activities and TAS levels in seminal plasma of three groups were not
different but a significant negative correlation was found between SOD activities and sperm motility in
infertile group (p=0.048, r=-0.435) and there was no significant correlation observed between TAS levels and
sperm parameters.

Conclusion: These data suggest a significant role for SOD in sperm motility. The SOD activity in the
seminal plasma may protect sperm motility again a loss induced by lipid peroxidation and may has an
essential role in maintaining sperm motility.
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OZET

Semendeki hidrojen peroksid (H,0,), stiperoksid anyonu (O,), ve hidroksil radikali (OH) gibi reaktif oksijen
tirevlerinin yapimindan spermatozoa hiicreleri ve ldkositler sorumludur.

Insan spermatozoa hiicreleri ve seminal plazmasinda reaktif oksijen tirevlerini ortadan kaldiran antioksidan
sistemler vardir. Cesitli arastiricilar tarafindan, spermatozoa hicrelerinde, antioksidan enzimler olan superoksid
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx)/reduktaz (GR) ve katalaz (CAT) enzimlerinin varligi gosterilmistir.

Caligmanin amaci, fertil ve infertil erkek seminal plazmalarinda reaktif oksijen turevlerinden biri olan
sliperoksid anyonunun H,0, ve O,’e donlisimini katalizleyen SOD enziminin aktivitesini ve total antioksidan
statlislinu 6lcerek kiyaslamak ve bu parametrelerin erkek infertilitesi ile olan iliskisini arastirmaktir.
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1. grup; semen parametreleri normal saglikh erkeklerden olusan fertil grup (n=20), Il. grup; en az 2 yil erkek
faktoriune baglh infertilitesi oldugu bilinen ve sperm parametreleri diisiik erkeklerden olusan infertil grup (n=21) ve

I11. grup; azospermik erkeklerden (n=10) olusmaktadir.

Calismanin sonuglarina gore, fertil, infertil ve azospermik gruplarin SOD aktiviteleri ve Total Antiosidan Status
(TAS) diizeyleri kiyaslandiginda anlamli bir fark gézlenmemistir. Infertil grupda SOD aktiviteleri ile sperm
motiliteleri arasinda negatif anlamli bir korelasyon saptanmistir (p=0.048, r=-0.435). SOD aktivitesi ile sperm
motilitesi arasinda bulunan negatif baginti, lipit peroksidasyonuna bagl olarak gelistigi dustnilen motilite kaybinin,
SOD aktivitesinin artigi ile dnlenebilecegi ve bu antioksidan enzimin sperm motilitesini korumada 6nemli bir roli

olabilecegi sonucunu dustindirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Superoksid dismutaz, total antioksidan kapasite, infertilite

GIRIS

Erkek fertilitesi, yeterli sayida ve hareketli
spermlerin oositlerin zona pellusida tabakasini
akrozom reaksiyonu ile baglayip, penetre etmesi
ve zigotun fertilizasyonu ile gerceklesmektedir.
Sperm gelisimi ve fonksiyonlarini gesitli faktor-
ler etkiler, bu fonksiyonlarin herhangi birisinde
ortaya ¢ikabilen bir veya birkag yetersizlik erkek
infertilitesinin baslica nedenini olusturmaktadir®.

Hidrojen peroksid (H,0,), sliperoksid anyo-
nu (0y), ve hidroksil radikali (OH) gibi reaktif
oksijen turevlerinin (ROS) spermatozoalar tara-
findan yapildigi gésterilmistir®®. Reaktif oksijen
tirevlerinin sperm hicrelerinin hiperaktivasyonu,
kapasitasyonu ve akrozom reaksiyonlarinda fiz-
yolojik rol oynadigini gosteren ¢alismalar oldugu
gibi®, sperm hiicreleri tizerindeki olumsuz etkile-
rini gosteren calismalar da yapilmistir®. Elektron
transfer reaksiyonlarinin bir yan 0rini olan
ROS, esas olarak mitokondri ve peroksizomlar-
da, az miktarda da sitozolde olusmaktadir ve
spermatozoidler de dahil olmak Uizere tim hiicre
tiplerinde az miktarda sentezlenmektedir. Super-
oksid olusumuna neden olan NADPH oksidaz
sisteminin sadece belirli kan hucreleriyle sinirh
kalmayip, daha az uyarilabilen formunun sper-
matozoalar dahil olmak Uzere gesitli hiicrelerde
yaygin olarak aciga ¢iktigina dair bulgular bulun-
maktadir’,

Spermatozoa hiicrelerinin plazma membran-
larinin yiiksek oranda poliansatire yag asiti iger-
dikleri; bu nedenle reaktif oksijen turevlerinin
olusturacaklari hasarlara ¢cok duyarli olduklari ve
bu hiicreler igin en toksik ROS’nin H,0, oldugu
bildirilmistir®.

Hicrelerin normal fizyolojik fonksiyonlari-
nin sirdiralmesinde prooksidan ve antioksidan
denge c¢ok onemlidir. Bu dengeyi saglayan
kompleks olaylardan herhangi birinin etkilenme-

si inflamatuvar reaksiyonlar ve otoimmunite gibi
patolojik olaylarin uyariimasini baslatabilir®. in-
san spermatozoa hucreleri ve seminal plazmasin-
da reaktif oksijen turevlerini ortadan kaldiran an-
tioksidan sistemler mevcuttur. Spermatozoa hiic-
relerinde, Alvarez ve arkadaslari tarafindan si-
peroksid dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksi-
daz (GPx)/reduktaz (GR) enzimlerinin®'’; Jeulin
ve arkadaglari tarafindan ise katalaz (CAT) enzi-
minin varhigl gosterilmistir. CAT aktivitesinin
seminal plazmada c¢ok disiik oldugu dustnal-
mektedir.

Reaktif oksijen tiirevleri olusumu ile sperm-
oosit birlesme kapasitesi arasinda negatif iliski
oldugu?® ve reaktif oksijen tiirevlerinin fertilizas-
yon oranini azalttigi cesitli klinik calismalarla
gosterilmistir**2,

Bu ¢alismanin amact, fertil ve infertil erkek
seminal plazmalarinda reaktif oksijen tiirevlerin-
den biri olan slperoksid anyonunun H,O, ve
0,’e donlsimiini katalizleyen SOD enziminin
aktivitesini ve total antioksidan kapasiteyi 6lge-
rek; kiyaslamak ve bu parametrelerin erkek infer-
tilitesi ile olan iliskisini arastirmaktir.

GEREC ve YONTEM

Sperm ornekleri infertilite sikayetiyle Cer-
rahpasa Tip Fakiltesi Uroloji Klinigi’ne basvu-
ran yaslari 22-41 arasinda 31 kisiden ve yaslari
22-38 arasinda degisen cocuk sahibi ve fertil ol-
dugu bilinen 20 saghkh kisiden 3 gunliik cinsel
perhizi takiben mastiirbasyonla toplanmistir.

Calisma gruplari: I. grup; semen paramet-
releri normal saglikli erkeklerden olusan fertil
grup (n=20), Il. grup; en az 2 yil erkek faktoriine
bagh infertilitesi oldugu bilinen ve sperm para-
metreleri distk erkeklerden olusan infertil grup
(n=21) ve Ill. grup; azospermik erkeklerden (n=
10) olusmaktadir. infertil grupta 2 olguda oligo-
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spermi, 9 olguda astenoteratospermi, 5 olguda
oligoastenozospermi ve 5 olguda teratospermi
saptanmistir. Sperm morfolojisi Kruger Kriterle-
rine gére degerlendirilmistir'®,

Calisma materyali: Semen ornekleri 1 saat
oda 1sisinda likefiye edildikten sonra rutin sperm
analizi Diinya Saghk Orgiitii Standartlarina uy-
gun olarak yapilmistir'®. Likefikasyonu takiben
ornekler 1000 g’de 10 dakika santriftij edilerek
seminal plazmalari ayrilmis ve galisma giinine
kadar -80°C’de saklanmistir.

Yontemler: Seminal plazmada Cu-Zn SOD
aktivitesi spektrofotometrik yontemle 6l¢ilms-
tir’®. TAS ise Randox Laboratories LTD (Ant-
rim, U.K)’in kolorimetrik Kkinetik Kiti kullanila-
rak calisiimistir.

Istatistiksel degerlendirme: Mann Whit-
ney-U testi ve Pearson korelasyon testi kullanila-
rak yapilmistir.

SONUCLAR

Deney grubunu olusturan 51 olgudan elde
edilen sonuglar Tablo 1’de gosterilmistir. Fertil
ve infertil hasta gruplarinin sperm sayisi, motilite
ve normal sperm yizdeleri kiyaslandiginda I.
grubun sperm sayisi, motilite ve normal sperm
yuzdelerinin 1I. gruba kiyasla anlaml olarak
farkli bulunmustur (p<0.001).

Fertil Infertil Azospermik
Grup Grup Grup
Sayie’ 10 - °
Toplam
;Plig;l 26-96 (66) | 1-90 (35)" —
(10%mly®
'(\({'AJO)E"‘E 45-75 (60) | 0-60 (32)" —
Normal
morfoloji | 5-11 (6) 0-6(2)" -
(%)°
(58/3') 1.35+0.85 |1.47+1.16 | 1.74+0.76
(TmArﬁol jLyp | 1692025 | 176031 | 1.96:0.28

Tablo 1. Fertil, infertil ve azospermik hastalarda olgilen
sperm parametreleri ile SOD aktiviteleri ve TAS duzeyleri
(Degerler (a) dagilim arahgi (medyan) (b) Ortalama+SD ola-
rak tanimlanmustir. Fertil grup ile kiyaslandiginda; p<*0.001)
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Fertil, infertil ve azospermik gruplarin SOD
aktiviteleri ve TAS dizeyleri kiyaslandiginda an-
laml bir fark g6zlenmemistir.

Infertil grubun SOD enzim aktivitesi ile
sperm motiliteleri arasinda negatif anlamli bir
korelasyon saptanmistir (p=0.048, r=-0.435) (Se-
kil 1). TAS duzeyleri ile sperm parametreleri ara-
sinda anlamli bir baginti gosterilememistir.
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Sekil 1. Infertil grupta motilite ile SOD aktivitesi arasindaki
korelasyon grafigi

TARTISMA

Semendeki reaktif oksijen ttrevlerinin yapi-
mindan spermatozoa hucreleri ve l6kositler so-
rumludur'®'’. Spermatozoalar tarafindan yapilan
en dnemli reaktif oksijen tirevi superoksid an-
yonudur ve bu anyon SOD enziminin katalizledi-
gi bir reaksiyon ile hidrojen peroksid olustur-
maktadir’. Superoksid anyonundan olusan hidro-
jen peroksit seminal plazmada bulunan Cu ve
Fe’i kullanarak hidroksil radikaline indirgenmek-
tedir. Hidrojen peroksidin sperm hiicreleri (ize-
rindeki toksik etkisinin diger oksijen tiirevlerine
kiyasla daha fazla oldugu ve spermatozoa hiicre-
lerinin oositler ile birlesme yeteneginin ortama
eklenen hidrojen peroksit ile azaldigl gosteril-
mistir®. Hidrojen peroksidin toksik etkisi ise ka-
talaz enzimiyle katalize olmasiyla tamamen orta-
dan kaldirilabilmektedir.

Geligmis organizmalarda SOD enziminin iki
farkl izoenzimi oldugu bilinmektedir. Bunlardan
Cu-Zn SOD sitozolde, Mn-SOD mitokondride
bulunmustur®. Kobayashi ve arkadaslarinin se-
minal plazma ve sperm hucrelerinde yaptiklari
bir calismada odlciilen SOD aktivitesinin Cu-Zn
SOD aktivitesine ait oldugu bildirilmis ve semi-
nal plazma SOD aktivitesi ile sperm konsantras-
yonu ve motilitesi arasinda bir baginti gosterile-
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memistir'®. Buna karsilik bizim calismamizda in-
fertil olgulardan olusan grubun SOD aktivitesi
fertil gruba kiyasla biraz artmis olmakla birlikte
anlamh bir fark gdstermemis; bu grubun SOD
aktivitesi ile sperm motilitesi arasinda negatif ko-
relasyon bulunmustur. Sanocka ve arkadaslari
oligozospermik hastalarin seminal plazmalarinda
SOD ve CAT aktivitelerinin anlamli olarak artti-
gini gostermistir®. Spermatozoal SOD aktivitesi-
nin spermatozoal hiicrelerin oksidatif strese karsl
korunmasinda 6nemli rolt oldugu bildirilmis-
tir’?°. Seminal plazma SOD aktivitesi ile motil
spermatozoa arasinda anlamli bir baginti oldugu
gosterilmistir®®. Bir baska calismada bu iliski sa-
dece spermatozoal SOD aktivitesi ile motilite
arasinda bulunmustur™. Buna Kkarsilik Hsieh ve
ark. spermatozoal ve/veya seminal plazma SOD
aktivitesi ile motilite arasinda baginti bulunmadi-
gini saptamislardir’®. Bu farkli sonuglar kulani-
lan metodlarin degisik olmasi ile agiklanabilir.
Bizim c¢alismamizda azospermik 10 hastada
SOD aktivitesi saptanmistir. Bu sonug, seminal
plazmadaki SOD aktivitesinin sadece sperm hiic-
relerinden kaynaklanmadigl seklinde yorumlana-
bilir.

Ayrica calismamizin bulgularina goére ¢
grubun total antioksidan diizeyleri arasinda an-
lamh bir fark gézlenmemistir. Yapilan bir ¢alis-
mada spermatozoal malondialdehit (MDA) kon-
santrasyonu ile hareketsiz spermatozoalar arasin-
da pozitif korelasyon bulunmus ve ortama ekle-
nen SOD’un motilite kaybini ve MDA konsant-
rasyonunu azalttig! bildirilmistir'®.

SOD aktivitesi ile sperm motilitesi arasinda
saptadigimiz negatif bagintlya dayanarak, lipit
peroksidasyonu sonucunda gelistigi duslindlen
motilite kaybinin SOD aktivitesinin artisi ile 6n-
lendigi ve SOD’un sperm motilitesini korumada
onemli rol oynayabilen bir antioksidan savunma
enzimi oldugunun distnulebilecegi yargisina va-
rilmistir.

KAYNAKLAR

1-  Hull MGR, Glazener CMA, Kelly NJ, et al:
Population study of causes, treatment and outco-
me of infertility. Br Med J. 291:1693-1697, 1985.

2- Aitken RJ, Clarkson JS, Fishel S: Generation
of reactive oxygen species, lipid peroxidation and
human sperm function. Biol Reproduc. 40: 183,
1989.

10-

11-

12-

13-

15-

16-

Aitken RJ, Buckingham D, Harkiss D: Use of
a xanthine oxidase free radical generating system
to investigate the cytotoxic effects of reactive
0xygen species on human spermatozoa. J Repro-
duc Fert. 97: 441, 1993.

Iwasaki A, Gagnon C: Formation of reactive
oxygen species in spermatozoa of infertile pati-
ents. Fertil Steril. 57: 409, 1992.

De Lamirande E, Gagnon C: A positive role for
the superoxide anion in triggering hyperactivati-
on and capacitation of human spermatozoa. Int J
Androl. 16: 21, 1993.

Aitken RJ, Fisher H: Reactive oxygen species
generation and human spermatozoa: The balance
of benefit and risk. Bioassays. 16: 259-267, 1994.
Cross AR: Enzymatic mechanism of superoxide
production. Biochimica et Biophysica Acta.
1057: 281-298, 1991.

Sanocka D, Miesel R, Jedrzejczak P, et al: Ef-
fect of reactive oxygen species and the activity of
antioxidant systems on human semen; association
with male infertility. Int J Androl. 20: 255-264,
1997.

Alvarez JG, Touchstone CJ, Blasco L, et al:
Spontaneous lipid peroxidation and production of
hydrogen peroxide and superoxide in human
spermatozoa. Superoxide dismutase as major en-
zyme protectant against oxygen toxicity. J And-
rol. 8: 338, 1987.

Alvarez JG, Storey BT: Role of glutathione pe-
roxidase in protecting mammalian spermatozoa
from loss of motility caused by spontaneous lipid
peroxidation. Gamete Res. 23: 77, 1989.

Jeulin C, Soufir JC, Weber P, et al: Catalase
activity in human spermatozoa and seminal plas-
ma. Gamete Res. 24: 185, 1989.

D’Agata R, Vicari E, Moncada ML, et al: Ge-
neration of reactive oxygen species in subgroups
of infertile men. Int J Androl. 13: 344, 1990.
Kruger TF, Acosta AA, Simmons KF, et al:
Predictive value of abnormal sperm morphology
in invitro fertilization. Fertil Steril. 49: 112-117,
1988.

World Health Organization: WHO laboratory
manual for the examination of human semen ans
semen-cervical mucus interaction.3™ edition,
Cambridge, The Press Syndicate the University
of Cambridge, 1992.

Sun'Y, Oberley LW, Li Y: A simple method for
clinical assay of superoxide dismutase. Clin
Chem. 34: 497-500, 1988.

Aitken RJ, Buckingham D, West K, et al: Dif-
ferential contribution of leucocytes and sperma-
tozoa to the generation of reactive oxygen speci-
es in the ejaculates of oligozoospermic patients
and fertile donors. J Reprod Fert . 94: 451, 1992.

299



17-

18-

19-

300

SEM/NAL PLAZMA SUPEROKS/D DISMUTAZ VE TOTAL ANT/OKS/DAN DUZEYLER/

Kessopoulou E, Tomlinson MJ, Barratt CLR,
et al: Origin of reactive oxygen species in human
semen: Spermatozoa or leucocytes? J Reprod
Fert. 94: 463, 1992.

Fridovich I: The biology of oxygen radicals.
Science. 201: 875-880, 1978.

Kobayashi T, Miyazaki T, Natori M, et al:
Protective role of superoxide dismutase in human
sperm motility: Superoxide dismutase activity
and lipid peroxide in human seminal plasma and
spermatozoa. Hum Reproduc 6: 987-991, 1991.

20-

21-

22-

Alvarez JG, Storey BT: Role of superoxide dis-
mutase in protecting rabbit spermatozoa from O,
toxicity due to lipid peroxidation. Biol Reprod.
28:1129-1136, 1983.

Nissen HP, Kreysel HW: Superoxide dismutase
in human sperm. Klin. Wochenschr. 61: 63-65,
1983.

Hsieh Y'Y, Sun YL, Chang CC, et al: Superoxi-
de dismutase activities of spermatozoa and semi-
nal plasma are not correlated with male infertili-
ty. J Clin Lab Anal 16: 127-131, 2002.



	* İstanbul Üniversitesi Sağlık Hizmetleri M.Y.O. Tıbbi Labor
	** İstanbul Üniversitesi İstanbul Tıp Fakültesi Biyokimya An
	*** İstanbul Üniversitesi Cerrahpaşa Tıp Fakültesi Üroloji A
	Objectives: Reactive oxygen species (ROS) such as the supero
	The aim of our study is to determine the concentrations of s
	Semendeki hidrojen peroksid (H2O2), süperoksid anyonu (.O2-)
	GİRİŞ
	SONUÇLAR
	Tablo 1. Fertil, infertil ve azospermik hastalarda ölçülen s

	TARTIŞMA
	KAYNAKLAR



