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1. ÖZET 

 

Akrozom reaksiyonu sonucu fertilizasyonun gerçekleĢmesi spermlerin diĢi genital 

sisteminde ilerlerken kazandıkları kapasitasyon yeteneğine bağlıdır. Kapasitasyon yeteneği 

kazanan ve hiperaktivasyon gösteren spermler akrozom reaksiyonu ve fertilizasyonu 

gerçekleĢtirebilirler. Fosfo tirozin kinaz aktivasyonunun kapasitasyon, akrozom reaksiyonu 

ve dolayısıyla fertilizasyon sürecinde etkili olduğu ve bu süreçte reaktif oksijen 

türevlerinin tirozin kinaz aktivasyonunu etkilediği bildirilmiĢtir.  

ÇalıĢma, semende reaktif oksijen türevi kaynağı lökositlerin artmıĢ olduğu 

lökospermi vakaları ile normospermili vakalardan seçilen iki grupta gerçekleĢtirildi. Ayrıca 

her iki grup, sperm hazırlama yönteminde kullanılan santrifüj iĢlemi sonucu ortaya çıkan 

reaktif oksijen türevlerinin olası etkilerinin değerlendirilmesi amacıyla iki alt gruba ayrıldı. 

Ġkiye ayrılan semen örnekleri santrifüj iĢleminin uygulanmadığı swim-up ve santrifüj 

uygulanan konsantrasyon yöntemleriyle hazırlandı ve immünositokimya için sperm 

yaymaları hazırlandı. Hazırlanan örnekler streptavidin-biotin peroksidaz yöntemiyle fosfo 

tirozin monoklonal antikoruyla iĢaretlendi.  

Yapılan değerlendirmelerde sperm tirozin kinaz aktivasyonunun spermlerin kuyruk 

bölgesinde lokalize olduğu, vakaların ekspresyon seviyelerinin bireysel farklılıklar 

gösterdiği izlendi. Normospermili vakalarda konsantrasyon grubunda swim-up grubuna 

göre aktivasyonun arttığı ancak bu artıĢın anlamlı olmadığı izlendi. Lökospermili 

vakalarda da konsantrasyon yöntemi uygulanan grupta bir artıĢ gözlendi. Normospermili 

ve lökospermili gruplar arasında ise anlamlı bir fark tespit edilmedi. Normo ve 

lökospermili vakalarda reaktif oksijen türevlerinin sperm tirozin kinaz aktivitesi üzerine 

etkili olduğu söylenebilirse de bireysel farklılıkları ve sonuçlarını açıklayacak ileri 

çalıĢmaların yürütülmesi gerekmektedir. 
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2. SUMMARY 

 

Acrosome reaction and fertilization depends on the capacitation ability gained by 

the sperms while in the female reproductive tract. Sperms that gain capacitation ability and 

show hyperactivity can realize acrosome reaction and fertilization. It is reported that 

phospho tyrosine kinase activation is effective in achieving capacitation, acrosome reaction 

and hence in fertilization process and reactive oxygen species have an effect in achieving 

tyrosine kinase activation during this process. 

This study was conducted in two groups by selecting cases of normospermia and 

cases of leukocytospermia with increased levels of leukocytes due to reactive oxygen 

species in semen. Additionally both groups have been separated into two subgroups each, 

in order to evaluate the effects of reactive oxygen species that appear in the centrifuge 

operation used during sperm preparation process. Semen samples that were separated into 

two were prepared by using swim up method where centrifuge process was not used and 

concentration method where centrifuge process was used and sperm smears were prepared 

for immunocytochemistry.  The prepared samples were marked with anti-phospho tyrosine 

monoclonal antibody by using streptavidin-biotin peroxidase method. 

In the evaluation process, it was observed that sperm tyrosine kinase activation was 

localized in the tail section of the sperms, and expression levels of each case showed 

individual variances.  Among the normospermia cases, it was observed that the activation 

increased in the concentration group in relation to the swim-up group, but this increase was 

not significant. In the leukocytospermia cases also the concentration group had increased 

activation. No significant differences were observed between normospermia and 

leukocytospermia groups. Even though it can be said that both among the normospermia 

cases and leukocytospermia cases, reactive oxygen derivatives are effective in sperm 

tyrosine kinase activity, further studies should be held in order to explain individual 

differences and results.  
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3. GĠRĠġ ve AMAÇ 

 

Memeli spermleri ejekülasyon sonrası birçok biyokimyasal ve fonksiyonel 

değiĢime maruz kalırlar. Bu süreç spermlerin içinde bulundukları hücresel 

komponentlerden ayrılmaları ve oositi fertilize edebilmeleri için gerekli olup kapasitasyon 

olarak adlandırılır (1). Bu fonksiyonel değiĢimler sperm motilitesinin hiperaktivasyona 

dönüĢmesi ve akrozom reaksiyonuna girme kapasitesinin kazanımıyla iliĢkilidir (2). Bu 

süreçte diĢi genital sisteminde yüksek miktarlarda bulunan epidermal büyüme faktörünün 

(EGF), sperm baĢında yer alan epidermal büyüme faktörü reseptörlerine (EGFR) 

bağlanmasıyla gerçekleĢen kapasitasyon sürecinde önemli rol oynadığı       

düĢünülmektedir (3). Adenil siklaz, siklik adenozin mono fosfat (cAMP) artıĢına sebep 

olarak protein kinaz A (PKA) stimülasyonuna neden olur (4). Böylece serin/threonin ve 

tirozin fosforilasyonundaki artıĢ, ortamdaki Ca
+2

 miktarını değiĢtirerek mitojenle aktive 

olan kinaz (MAPK) ailesinin bir üyesi olan hücre dıĢı sinyallerce düzenlenen kinazlar 

(extracellular signal regulated kinase/ERK) yolağının olaya katılımını sağlamaktadır (5). 

Bununla birlikte farklı koĢullar; PKA, tirozin kinaz ve tirozin fosfataz aktivasyonlarını 

etkileyerek, tirozin fosforilasyonu ile iliĢkili motilite ve akrozom reaksiyonu gibi olaylarda 

değiĢimlere neden olmaktadır.  

Belirli miktarlarda üretilen reaktif oksijen türevleri (ROT) nin sperm akrozom 

reaksiyonunun regülasyonu ve kapasitasyon gibi fizyolojik olaylarda rol oynadığı 

bilinmektedir (6). Sperm sinyal iletisinde ROT’nin tirozin fosforilasyonun da artıĢa yol 

açarak kapasitasyon geliĢiminde rol oynadığı düĢünülmektedir. Semen de ROT’nin primer 

kaynağı lökositlerdir. Ayrıca in-vitro fertilizasyon (IVF) ve intrasitoplazmik sperm 

enjeksiyonu (ICSI) gibi üremeye yardımcı teknikler (ÜYTE) için sperm hazırlama 

aĢamasında gerçekleĢtirilen santrifüj uygulamalarının da ROT üretimine neden olduğu 

ortaya konmuĢtur (7).   

Bu bilgiler ıĢığında planlanan çalıĢmamızda, normal sperm tirozin kinaz 

aktivitesinin immünositokimyasal olarak gösterilerek, lökositospermi ve sperm hazırlama 

iĢlemi sırasında uygulanan santrifüj kaynaklı ROT’nin bu aktivite üzerinde ki olası 

etkilerine açıklık getirilmesi amaçlanmıĢtır.  
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4. GENEL BĠLGĠLER  

 

 

4.1. TĠROZĠN KĠNAZLAR 

 

Reseptör tirozin kinazlar (RTK) transmembran proteinlerdir. Bu grup içerisinde 

insülin, epidermal, vasküler endotelial büyüme faktörü reseptörleri gibi pek çok alt üye 

bulunmaktadır. Bu yüzey reseptörleri kendi baĢlarına enzimler olup tirozin kalıntılarından 

substrat proteinleri fosforillerler. Reseptör tirozin kinazlar sitoplazmik bölümde 

aktivasyondan sorumlu bir parça taĢırlar. Bu reseptörlerin ekstraselüler yüzüne ligandın 

bağlanmasıyla sitoplazmik yüzünde yer alan tirozin rezidülerinde fosforilasyon meydana 

gelir. Bu proteinler arasında hücre membranında bulunan reseptörler, G-proteinleri ve 

sinyal ileten enzimler yer almaktadır. Protein kinazlar membran yerleĢimli ve sitoplazmik 

tirozin kinazlar olarak iki gruba ayrılır. Bu proteinler katalitik özelliklerine göre tirozin ve 

serin/threonin kinazlar olarak da sınıflandırılır (8). 

Hücrenin dinlenme evresinde RTK’ların inaktif ve aktif formları denge halindedir. 

Bu reseptörler büyüme faktörleri ile bağlandıktan sonra aktif hale geçerler ve 

sitoplazmadaki hedef proteinlerle etkileĢerek sinyal iletimini gerçekleĢtirirler. RTK 

aktivasyonu, reseptörün kendi kendini fosforile etmesiyle baĢlar. Ġkinci aĢamada ise, bu 

fosforile bölgelere çeĢitli adaptör proteinler bağlanır ve uyarının hücre içine iletimini 

sağlarlar (ġekil 1).  

 

ġekil 1: Sitokin reseptörleri a. Reseptör tirozin kinazlar b. Tip I / Tip II reseptörler (71). 
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Adaptör proteinlerin ortak yapısal özelliği SH2 (Src-homology-2) bölgeleri 

içermeleridir. Bu proteinler, SH2 bölgeleri aracılığıyla reseptöre bağlanarak, RTK ile 

sitoplazmadaki efektör proteinleri arasında köprü görevi görmektedirler. RTK 

aktivasyonunun sonlandırılması fosfataz grubu proteinlerince gerçekleĢtirilir. Bu 

aktivasyon aracılığıyla RTK bağımlı iletim kontrol altında tutulur. Dinlenme halindeki 

hücrelerde bu proteinler sitoplazmada inaktif halde bulunurlar. Büyüme faktörleri veya 

sitokinler ile hücrenin uyarılmasından sonra aktif hale gelen proteinler, sitoplazmadaki 

veya nükleustaki hedeflerine yönelirler (9).  

 

4.2. PROTEĠN KĠNAZLAR VE SĠNYAL ĠLETĠMĠ 

 

4.2.1. Protein Fosforilasyonu 

 

Protein fosforilasyonu; hücre mekanizmalarından, hücre büyümesi,  hücre siklusu 

kontrolü, sitoplazmanın iskelet yapısı ve reseptör düzenlenmesi gibi çeĢitli olaylarda etkili 

olur. Ökaryotik hücrelerde protein aktivitesinin düzenlenmesinde en yaygın mekanizma 

serin/threonin veya tirozin rezidülerine fosfat gruplarının ilave olması ya da 

uzaklaĢtırılması Ģeklinde gerçekleĢir. Proteinlerin fosforilasyonu protein kinaz ve 

fosfatazların kontrolü altındadır. Fosfat gruplarındaki ilave ya da uzaklaĢtırma sonucunda 

proteinlerin aktivasyon ve inaktivasyon değiĢimleri gerçekleĢmektedir. Bu temelde hücre 

içi protein fosforilasyonu transmembran sinyal iletimi için kullanılmaktadır. Reseptörlerin 

yokluğunda iç katalitik etki reseptör olmayan protein tirozin kinaz (PTK)’lara non kovalent 

bağlarla bağlanan sitoplazmik alt ünitelerle sağlanır (10, 11).  

Fertilizasyon sırasında sperm fonksiyonları hücre içi sinyal sisteminde kontrol 

edilen protein fosforilasyonu ile düzenlenir. Spermlerde serin/threonin ve tirozin 

fosforilasyonu geliĢir. cAMP bağımlı protein kinaz A ise sperm fonksiyonlarında merkezi 

bir rol oynayarak bilinen tirozin kinazlar ve diğer serin/threonin kinazlar arasında öne çıkar 

(12).  Protein fosforilasyonu ile spermin oositi bulması ve füzyon olayı için gerekli olan 

kapasitasyon, hiperaktivasyon ve akrozom reaksiyonu düzenlenmektedir. Fosforilasyon 

immünositokimya ile değerlendirildiğinde kiĢisel sperm populasyonunda heterojenik bir 

Ģekilde ortaya çıkmaktadır. Protein tirozin fosforilasyonu düzenlenmesi kapasitasyon ve 

sperm oosit etkileĢimi sırasında spermin farklı bölümlerinde geliĢebilmektedir.    
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4.2.2. Spermlerde Tirozin Kinaz Aktivitesi 

 

Memeli spermlerinde tirozin fosforilasyonuna dair kanıtlar anti fosfotirozin 

antikoru kullanılarak ortaya konmuĢ, immün reaktiflerle sperm kapasitasyonu ve oosit 

zona pellusida proteinleriyle etkileĢimi arttırdığı gösterilmiĢtir (13). Ġnsan spermlerinde 

kapasitasyon ve zona pellusidaya bağlanma sırasında farklı bölgelerde ardıĢık 

fosforilasyonlar geliĢmektedir. Bunun sonucunda fosforile olan proteinlerle spesifik sperm 

fonksiyonları arasında bağlantı olduğu ortaya konmuĢtur (14). Spermin kuyruk bölgesi pek 

çok tür için önemli biyolojik yanıtların oluĢtuğu bir bölgedir (15). Tirozin protein 

fosforilasyonu da sperm kuyruk bölgesinde tespit edilmiĢtir (16-18). Fosforilasyon artıĢının 

esas parçada baĢlayarak orta parçaya doğru devam ettiği bildirilmiĢtir. Spermlerin zona 

pellusidaya bağlanması aĢamasında progresif bir Ģekilde esas ve orta parçada fosforilasyon 

görüldüğü rapor edilmiĢtir (19). Flagellar proteinlerdeki tirozin fosforilasyonunun 

hiperaktif hareket yeteneği kazanma ile iliĢkili olduğu (20,21) ve protein kinaz A bağlanma 

proteinlerinin (AKAPs) fibröz kılıf üzerinde lokalize olduğu bildirilmiĢtir. ERK 1 ve    

ERK 2 proteinlerinde fosforilasyon; kapasitasyon sırasında aktive olmuĢ insan 

spermlerinde tespit edilmiĢtir (22). Bu durum birçok moleküler mekanizma ve sinyal ileti 

basamağının gerçekleĢmesi ile oluĢmaktadır. Kapasitasyon, membran akıcılığının 

artmasına neden olur. Kolesterol akımı iyon kanallarında aktivasyona neden olarak, sperm 

membran potansiyelinde değiĢikliğe ve tirozin protein fosforilasyonun da artıĢa yol açar. 

Tirozin fosforilasyonu, hiperaktivasyon geliĢimine ve akrozom reaksiyonunun 

indüklenmesine neden olur. Bu da protein fosforilasyonunun hiperaktivasyon ve 

kapasitasyon gibi çok önemli biyolojik olaylarda rolü olduğunu göstermektedir.  

 

4.2.3. Protein Kinaz A (PKA)  

 

Sperm proteinlerinden serin/threonin rezidülerinde gerçekleĢen fosforilasyonun 

kapasitasyonla iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir. PKA’nın yanında ERK 1/2 de sperm 

hücrelerinde gerçekleĢen biyolojik olaylar zincirindeki sürece katılmaktadır.  Anti fosfo-

serin ve anti fosfo-threonin antikorları kullanılarak insan spermlerinde kapasitasyon 

sırasında serin/threonin fosforilasyonu ve özellikle PKA artıĢı görüldüğü          

bildirilmiĢtir (23, 24). Bu çalıĢmalar serin/threonin proteinlerinin fosforilasyonunu PKA 
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aktivitesinin erken artıĢı ve takip eden süreçte tirozin protein fosforilasyonu ile 

iliĢkilendirmiĢtir. Ayrıca cAMP bağımlı serin rezidüleri fosforilasyonunun kuyruğun 

hiperaktivesi sırasında arttığı bildirilmiĢtir (21). Bu fizyolojik substratın karakterize bir 

Ģekilde lokalize olarak sperm oosit etkileĢiminde önemli rol oynadığı                         

düĢünülmektedir (25).     

 

4.2.4. Mitojenle Aktive Olan Protein Kinazlar (MAPK) 

 

MAPK ailesi üyelerinden ilk olarak insülinle aktive edilen protein serin kinaz 

yapılan biyokimyasal çalıĢmalarla maya tomurcuklarındaki feromon cevabının genetik 

analizleri sonucunda ortaya konmuĢtur. Bu da üç çeĢit protein kinazın varlığını 

göstermiĢtir. MAP kinaz kinaz kinaz, MAP kinaz kinaz ve MAP kinaz. MAP kinazlar 

büyüme faktörlerinin ve diğer sinyal moleküllerinin aktive ettiği protein serin ve threonin 

kinazlardır. En iyi tanımlanmıĢ formu ERK ailesidir. Protein kinaz yada G proteiniyle 

iliĢkili reseptörlerle görev yaparlar. cAMP ve Ca
+2

 bağımlı yol farklı hücrelerde ERK 

yolunu uyarabilir yada baskılayabilir. ERK’lerin sperm motilitesi, kapasitasyon ve 

akrozom reaksiyonuna katıldığı bilinmektedir. MAP kinazlardan serin/threonin kinazlar 

birçok hücre çeĢidinde sinyal iletiminde görev almakta ve p21 Ras aktivasyonunun 

serin/threonin kinaz Raf’ı (MAPK) stimülasyonu yoluyla düzenlenmektedir. Raf, MEK’i 

aktive ve fosforile etmektedir. MEK (Mitojen hücre dıĢı sinyal düzenleyici kinaz)’de 

ERK1 ve ERK2’yi fosforile etmektedir (26). Ġnsanlarda progesteron ERK 2’yi stimüle 

ederek kapasitasyon ve akrozomal ekzositozda rol almaktadır (27). MAPK izoformu ERK 

2, adaptör protein Shc ve Ras insan spermlerinin baĢında lokalize olarak protein 

fosforilasyonunun düzenlenmesi için bir yol göstermektedir. MAPK dolaylı olarak tirozin 

fosforilasyonunu etkilemektedir. 
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4.3.TĠROZĠN KĠNAZ AKTĠVASYONUNU ETKĠLEYEN FAKTÖRLER 

 

4.3.1. Kolesterol 

 

Plazma membranının kompleks ve dinamik yapısı hücre fizyolojisinde önemli rol 

oynamaktadır. Sperm plazma membranının lipid kompozisyonu diğer somatik hücre 

membranlarından farklıdır. Sperm baĢının membranı yüksek miktarda kolesterol içerir bu 

durum membran akıĢkanlığı ve kapasitasyonda önemli rol oynar (28). Sperm plazma 

membranındaki kolesterol diĢi genital kanallarından geçerken yüksek molekül ağırlıklı 

albumin ve yüksek yoğunluktaki lipoproteinlere dönüĢür.  Sperm plazma membranındaki 

kolesterol akımı kapasitasyonda membran sinyal yollarının aktivasyonu ile ilgilidir.           

β siklodekstrinler sperm plazma membranında kolesterol akımını sağlayarak cAMP/PKA 

yoluyla kapasitasyon artıĢı ve protein tirozin fosforilasyonuna neden olmaktadırlar (29). 

Bu bulunanlar kolesterol akımının tirozin fosforilasyonunda cAMP/PKA yolunda önemli 

bir rolü olduğunu ortaya koymaktadır. Kolesterol akımı indirekt olarak sinyal yolları 

üzerinde etkilidir. Membran akıĢkanlığı artar ve sperm hücre plazma membranının Ca
+2

 ve 

HCO3
-
 gibi aĢağı akım sağlayabilen iyonlara karĢı geçirgenliği artar. 

 

4.3.2. Kalsiyum 

 

Kapasitasyon sırasında geliĢen en önemli biyokimyasal olay Ca
+2

 salınımıdır. 

Birçok önemli kanıt, kapasitasyon ve akrozom reaksiyonu indüksiyonu için Ca
+2

 

gerekliliğini desteklemektedir (30). Ġnsan sperm fonksiyonlarından kapasitasyon, akrozom 

reaksiyonu ve zona pellusidaya in-vitro olarak bağlanma bölgesel olarak Ca
+2

 

gerektirmektedir. Hücre dıĢındaki Ca
+2

 spermlerde tirozin fosforilasyonu üzerinde etkilidir. 

Ġnsanlar üzerinde yapılan bazı çalıĢmalarda hücre dıĢı Ca
+2

 miktarındaki artıĢın tirozin 

fosforilasyonunu arttırdığı bazı çalıĢmalarda da sperm kapasitasyonu sırasında tirozin 

fosforilasyonunu negatif etkilediği görülmüĢtür (5). Hücre içi ATP elde edilebilirliğindeki 

azalmanın Ca
+2’

a bağlı tirozin fosforilasyonunu baskıladığı bildirilmiĢtir (31). Birçok 

memeli türünde sperm kapasitasyonu sırasında hücre içi Ca
+2

 konsantrasyonu artar (22).  
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4.3.3. Sitokinler 

 

Sitokinler, yaygın olarak immün sistem hücrelerinin çeĢitli stimülasyonlara ve 

yabancı antikorlara karĢı yanıt olarak ürettikleri polipeptit yapılı bir hormon ailesidir. 

Kadın ve erkek genital sistem sekresyonlarında ve kan dolaĢımında bulunmaktadırlar (32). 

Sitokinlerin spermlerde motilite, kapasitasyon, akrozom reaksiyonu, zona pellusidaya 

bağlanma ve penetrasyonda pozitif veya negatif tarzda etki gösterdiği bildirilmiĢtir (33). 

Sitokinlerden bazılarına interferon α (IFN-α), interferon γ (IFN- γ) ve tümör nekroz faktor 

α (TNFα) örnek olarak verilebilir. Sitokinlerin sperm motilitesini olumsuz etkilediği 

bildirilmiĢtir (33). IL-6' da erkek genital bezlerinin enfeksiyonunda tanı amaçlı kullanılan 

bir sitokin olup önemli spesifik belirteçlerden biridir. Semende IL-6 ve ROT 

konsantrasyonları arasında korelasyon bulunduğu bilinmektedir. ROT oluĢumundan, 

sitokinlerin spermatozoa membranındaki lipidlerin peroksidasyonunu uyarıcı etkileri 

sorumlu tutulmaktadır. Bununla birlikte, belirli düzeyde üretilen IL-6’nın aynı zamanda 

sperm kapasitasyonu ve akrozom reaksiyonunu da artırarak fertilizasyonda rol oynadığı 

saptanmıĢtır. 

 

4.4. REAKTĠF OKSĠJEN TÜREVLERĠ (ROT) 

 

Serbest radikaller bir ya da daha fazla ayrılmamıĢ elektron içeren bileĢiklerdir (34). 

Serbest radikaller oksijenden türerler ve reaktif oksijen türevleri olarak adlandırılırlar. 

Bunlar süperoksit iyonu (O2
-
), hidrojen peroksit (H2O2,)  peroksil (ROO

-
) radikalleri ve 

hidroksil (OH
-
) radikalleridir (35). Nitrojenden türeyen reaktif nitrojen türevleri (RNT) ise 

nitrik oksit (NO
-
) ve peroksinitrit iyonu (ONOO

-)
 dur (36).  

Ġnfertil erkeklerde yaklaĢık % 40 oranında ROT’nin anormal Ģekilde yükseldiği 

gösterilmiĢtir (37). Ġnsan spermleri plazma membran kompozisyonu nedeniyle reaktif 

oksijen türevlerinin indükleyici zararlarına karĢı aĢırı kırılgandırlar (38). Sperm plazma 

membranı fazla miktarda çoklu doymamıĢ yağ asidi ihtiva etmesinden dolayı oksidatif 

stress indüksiyonu zararına karĢı hassastır (39). Bu durum sitoplazmadaki düĢük 

konsantrasyondaki temizleme enzimlerinden süperoksit dismutaz (SOD), glutatyon 

peroksidaz (GPX), vitamin E ve katalazın aktiflenmesine neden olmaktadır (40). ROT’nin 

özellikle H2O2 ve süperoksit anyonunun, insan sperm kapasitasyonu ve protein tirozin 
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fosforilasyonu düzenlenmesine katıldığı bilinmektedir (41). ROT’nin cAMP’de sinyal 

basamakları tarafında yalancı akım artıĢı etkisi yarattığı aynı zamanda sınırlı bölgede aĢağı 

akım yarattığı ileri sürülmektedir (5,42). Hidrojen peroksitin adenilat siklaz aktivasyonuyla 

cAMP üretimine, bu sayede PKA bağımlı protein tirozin fosforilasyonuna yol açtığı 

düĢünülmektedir. Spermlerde adenilat siklazın HCO3
-
 tarafından aktivasyonunun ortaya 

konmasından bu yana H2O2 ve HCO3
-
’ın rollerinin tamamen ya da kısmi Ģekilde birbiri 

yerine geçebileceği düĢünülmektedir (43). ROT üretim miktarı ve koruyucu sistem 

arasındaki dengenin, sperm fonksiyonlarının anlık olarak ilerlemesi veya sekteye uğraması 

konusunda belirleyici olduğu düĢünülmektedir. NADH (nikotinamid dehidrojenaz) ve 

NADPH (nikotinamid adenozin dinükleotid fosfat)’ın sperm kapasitasyonunun geliĢimine 

katkıda bulunduğu, dıĢ kaynaklı NADPH’ın spermlerde protein tirozin fosforilasyonunu 

arttırdığı ve kapasitasyona yardımcı olduğu bulunmuĢtur (43). NADPH sperm oksidaz dan 

süper oksit anyonu oluĢturmak için ko-enzim rolü oynar, daha sonra SOD (süperoksit 

dismutaz) tarafından H2O2’ye dönüĢtürülür. NADH oksidasyonu ile PKA aktivitesi için 

gerekli ATP, LDH (laktik dehidrojenaz) desteği tarafından sağlanarak piruvat laktata 

dönüĢtürülür (44). ROT üretimi yoluyla NADH diaforaz sperm fonksiyonları üzerine etki 

eder. Yüksek diaforaz aktivitesi nedeniyle fazla ROT üretimi infertil erkeklerde 

görülmektedir (45). Nitrik oksit serbest radikali oluĢumunun sperm fonksiyonları ile iliĢkili 

olduğu, kapasite olamayan spermlerde düĢük seviyede NO
-
 üretildiği kapasitasyon 

sürecinde zaman bağımlı olarak NO
-
 sentezinin arttığı gözlenmiĢtir (46, 47). Kapasitasyon 

sırasında artan NO
-
 seviyesi cAMP yoluyla protein tirozin fosforilasyonunda düĢüĢü 

sağlamakta ve düĢük konsantrasyondaki NO
-
 ise akrozom reaksiyonunu ve spermlerin zona 

pellusidaya bağlanma yeteneklerini arttırmaktadır (48). 

 

4.4.1. Reaktif Oksijen Türevlerinin Biyolojik Rolleri 

 

ROT, yağ asitleri, sülfidril grupları ve nükleik asitler gibi birçok biyolojik 

molekülle reaksiyona girebilir. Bu durum artrit, ateroskleroz ve dejeneratif yaĢlanma gibi 

birçok hastalığın patolojisinde rol oynamaktadır (34).  ROT’nin spermler üzerindeki  

zararlı etkileri 60 yıldan daha fazla bir süre önce tespit edilmiĢ ve genelde sperm 

süspansiyonlarındaki ROT’nin  lipid peroksidasyonu ve DNA oksidasyonu üzerinde etkili 

olduğu bulunmuĢtur. Sperm fonksiyonlarında düĢme ve subfertiliteye neden olduğu kabul 
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edilmiĢtir (49-37). Ancak ROT fizyolojik rollere de sahiptirler, lökositler tarafından 

fagositik iĢlemler sonucunda yutulan bakterilerden üretilirler. Küçük bir miktarı da diğer 

hücre çeĢitlerinde mesajcı olarak rol oynar (50). DeğiĢik mesajlara uygun özel reseptör 

bağlanma bölgelerinde rol almaktadırlar. ROT oksidasyon içindeki hedeflerini sıklıkla 

değiĢtirirler. Genellikle sülfidril grupları ve belirli kimyasal reaksiyonları hedeflerler. Bu 

mekanizmalar birçok çapraz etkileĢim arasından çeĢitli yolların düzenlenmesine yeni 

olanaklar sağlar (51). ROT hücre içi birçok basamağın düzenlemesine katılmaktadırlar. 

Gen ekspresyonunu düzenleyebilmekte, özellikle oksidatif stresin yüksek seviyesinde anti 

oksidan proteinlerin düzenlenmesinde rol almaktadırlar. Lökositler tarafından hücre 

adezyonu ve antikor üretimi düzenlenmekte ve bununla beraber zorunlu olmayan apopitoz 

için pro-apoptotik etki göstermektedirler. 

Hidrojen peroksitin reseptör otofosforilasyonunu kolaylaĢtırmasıyla,  epidermal ve 

platelet büyüme faktörlerinin aktivasyonlarının arttığı bilinmektedir.  Nisbeten yükselen 

konsantrasyondaki  ~1mmol/l H2O2 ya da thiol’deki geniĢ oksidatif değiĢim tirozin 

fosfatazı inhibe ederek tirozin kinaz tarafından tetiklenen tirozin fosforilasyonuna yol 

açmaktadır (52). Nisbeten düĢük konsantrasyondaki H2O2 veya thiol tirozin kinaz 

aktivitesini arttırmakta hem insülin reseptörleri hemde hücre içi kinazlardan MAPK ve 

protein kinaz C’yi aktive etmektedir. Oksidanlar, hücre içi kalsiyum konsantrasyon 

artıĢıyla da protein fosforilasyonuna katkıda bulunmaktadırlar. 

 

4.4.2. Semendeki Reaktif Oksijen Türevleri 

 

Ġnsan semeni tüm erkek genital sistemi boyunca seminifer tübüller ve aksesuar 

bezlerden sentezlenen çeĢitli ürünlerin kombinasyonundan oluĢan kompleks bir karıĢımdır. 

Seminal hücreler; matür veya immatür spermler, spermatogenik oluĢum basamaklarındaki 

yuvarlak hücreler, lökositler ve diğer epitelyal hücrelerdir. 

 

4.4.2.1. Spermler 

 

Sperm kaynaklı ROT üretimi, aktif olarak oksijen kullanan hücrelerde mitokondrial 

elektron taĢıma zinciri gibi hücre içi indirgenme aktivitesinden sızan elektronlardan 

oluĢturulmaktadır (53). Fizyolojik oksijen baskısında oksijenin % 1-3’ü mitokondrilerde 
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süper oksit iyonlarına (O2
-
) indirgenmektedir (34). Ġmmatür spermlerin ve geniĢ 

sitoplazmik droplete sahip anormal spermlerin önemli ROT üreticileri olduğu 

bilinmektedir (54). Glukoz metabolizmasıyla iliĢkili glukoz 6 fosfataz, NADPH oksidaz 

sistemi ve NADH bağımlı oksidoredüktaz gibi enzimatik iĢlemler plazma membranı ve 

mitokondri gibi iki farklı yerde meydana gelebilmektedir (56). 

Tirozin proteini fosforilasyonu ve sperm kapasitasyonu oksijen türevlerince de 

düzenlenir (50). Kapasite spermler süperoksit iyonu üretirler bunun yanında hidrojen 

peroksit de insan spermlerinde tirozin fosforilasyonunu stimüle eder (2). Son zamanlarda 

spermin ürettiği süperoksit iyonunun cAMP ve Ca
+2

 düzenlemesi altında olduğu 

gösterilmiĢtir (20). Çünkü oksijen türevlerinin sperm cAMP konsantrasyonunu attırdığı 

gösterilmiĢ ve Ca
+2

 bağımlı cAMP konsantrasyon artıĢı kapasitasyon sırasında    

ölçülmüĢtür (16). Bu sonuçlar sperm kapasitasyonu ile Ca
+2

, cAMP ve tirozin 

fosforilasyon yolları arasındaki etkileĢim olduğu fikrini desteklemektedir (20). Bu sinyal 

reaksiyonları muhtemelen membran kolesterol sızıntısı tarafından tetiklenerek oluĢan 

basamaklardır. 

 

4.4.2.2. Lökositospermi 

 

Semende bulunan çoğunluğu granülositlerden oluĢan lökositlerin ağır erkek 

infertilitesi vakaları ile iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir (55).  Semende artan lökosit miktarı 

lökositospermi olarak adlandırılır. Lökositospermi tablosunun sperm kalitesinde düĢme, 

hiperaktivasyonda azalma ve fonksiyon bozukluklarına yol açtığı bilinmektedir (56). 

Dünya Sağlık Örgütü (WHO) tanımlamasına göre lökositospermi ortamdaki peroksidaz 

pozitif lökosit konsantrasyonunun mililitrede > 1x 10
6
 olması demektir (57).  

Semendeki peroksidaz pozitif lökositlerin orijini büyük ölçüde prostat ve seminal 

veziküllerdir (56). Bunların semende baĢlıca ROT üretim kaynağı olduğu bulunmuĢtur 

(58). Aktive lökositlerin aktive olamayan lökositlere oranla 100 kat fazla miktarda ROT 

ürettiği tespit edilmiĢtir (59). Lökositler çeĢitli inflamasyon ve enfeksiyon sebepleriyle de 

aktive olabilmektedirler (60). Seminal lökosit konsantrasyonu anormal yüksekse lökosit 

kaynaklı ROT sperm harabiyeti oluĢturur (61). Bu durum seminal plazmanın içerdiği 

yüksek   miktarda ROT temizleyicilerle engelenebilmektedir (62). Ancak  lökosit  kaynaklı  
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ROT’nin sperm kapasitasyonu üzerine direk veya indirekt etkileri net olarak ortaya 

koyulamamıĢtır (37). 

    

4.4.2.3. Sperm Hazırlama Teknikleri 

 

Birçok vakada spermler oksidatif strese maruz kalmakta ve bu durum DNA 

hasarına sebep olmaktadır. Bunun sonucunda embriyo geliĢiminde azalma, erken embriyo 

ölümü ve abortus geliĢebilmektedir. Semendeki esas ROT kaynağının lökositler ve 

morfolojik olarak anormal yapıdaki spermler olduğu bilinmektedir. Canlı spermleri, ROT 

üreten spermlerden ve lökositlerden mümkün olduğunca çabuk uzaklaĢtırarak, sperm 

hazırlama teknikleriyle indüklenen ROT’nin etkisini mimimuma indirmek çok önemlidir. 

Sperm hazırlama tekniği olarak swim up, konsantrasyon, gradient santrifüj ve cam yünü 

filtrasyonu gibi birçok yöntem kullanılmaktadır (63). Çift gradientli santrifüj ve cam yünü 

filtrasyon yöntemleri matür spermleri immatür olanlardan, hasar görmüĢlerden ve 

lökositlerden ayırmak için uygun yöntemlerdir (64). Medyumlara antioksidanlar ilave 

edilerek santrifüjde spermlerin maruz kaldığı etkinin azaltılması amaçlanmaktadır (65). 

Sperm preparasyonunda pentoksifillin, glutatyon, N-asetil sistein ve albümin gibi birçok 

antioksidan ilavesi ROT’ ni temizleyici etki göstermektedir (66).   
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5. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

 

5.1. KULLANILAN KĠMYASALLAR 

 

1) Aseton (Carlo Erba) 301511 

2) Metanol (Reidel de Haën) 24229 

3) Leucoscreen (FertiPro Belçika) 

4) Sage Hepes Medium (Quinns ivf USA) 

5) PBS (Merck) 1.06579.1000 

6) Histostain plus kit (Zymed) 85-9043 

7) Fosfotirozin primer antikoru (Neomarkers)  MS-445-P 

8) Aminoetilkarbazol (AEC) Kromojen (Zymed) 00-2007 

9) Hematoksilen (Merck) 1.05175.0500 

10) Mounting medium (Labvision) TA-060-UG 
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5.2. KULLANILAN YÖNTEMLER 

 

5.2.1. ÇalıĢma Grupları 

 

ÇalıĢma grupları,  yardımcı üreme teknikleri için baĢvuran hastaların arta kalan ve 

spermiogram analizi için baĢvuran ve araĢtırmaya katılmaya gönüllü olan hastalardan 

alınan semen örneklerinden oluĢturuldu. Kontrol grubu olarak normospermi değerlerine 

sahip santrifüj ve swim-up ile hazırlanmıĢ sperm örneklerinde tirozin kinaz aktivitesi 

immünositokimyasal olarak belirlendi. Diğer bir grupta, lökositospermili bireylerde, 

lökositlerce üretilen yüksek ROT’ne maruz kalan spermlerin tirozin kinaz aktivitesi 

immünositokimyasal olarak değerlendirildi. Lökospermi grubu da normospermi grubu gibi 

sperm hazırlama tekniklerine bağlı olarak iki alt gruba ayrıldı.  

 

5.2.2. Semen Toplanması 

 

Semen örnekleri normospermi (n=42),  lökositospermi (n=21) (1 ml semende 1x 

10
6
 dan fazla sayıda lökositi olan vakalar), yaĢ aralığı 25 - 46 olan erkeklerden 2-5 günlük 

cinsel perhiz sonrası mastürbasyon yöntemiyle Fertijin ÜYTE merkezinde Dünya Sağlık 

Örgütü’nün kriterlerine uygun olarak steril, geniĢ ağızlı polipropilen kaplara alındı. 

Örneklerin oda ısısında 30 dakika likefiye olması beklendi (57). 

 

5.2.3. Lökosit Konsantrasyonu Tespiti 

 

Semen örneğinde yuvarlak hücre konsantrasyonunu belirlemek için Makler sayım 

kamarasına 10µl semen örneği koyularak faz kontrast mikroskopta (Nikon E-400) X20 

objektif ile sayım yapıldı. Konsantrasyon milyon/ml olarak belirlendi. Hücre 

konsantrasyonu  > 1x10
6 

ise Leucoscreen (FertiPro Belçika) kiti ile boyanarak lökositlerin 

ayrımı yapıldı. Hazırlanan reaktandan alınan 10µl’lik solüsyon ile 10µl likefiye olmuĢ 

semen örneği lam üzerinde karıĢtırıldı ve üzerine lamel kapatılarak faz kontrast 

mikroskopta (Nikon E 400) X40 objektifte 100 hücre sayılarak kahverengi boyanan 

lökositlerle pembe boyanan diğer yuvarlak hücrelerin yüzdesi belirlendi. Bu yüzde 
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yuvarlak hücre konsantrasyonu ile çarpılarak milyon/ml olarak lökosit konsantrasyonu 

belirlendi (67). 

 

5.2.4. Swim-Up Yöntemi 

 

Normospermi ve lökositospermi grubuna ait sperm parametreleri (sayı, hareketlilik, 

progresyon, aglutinasyon, yuvarlak hücre ve morfoloji) makler chamber ile 

değerlendirildikten sonra 15 ml falcon yuvarlak dipli tüplerde üzerlerine 2 ml sperm 

hazırlama medyumu konarak 37˚ C,  % 5 CO2 ve % 95 nem içeren Herause BBD 6220 

inkübatörde  2 saat süreyle 45˚ açı ile yüzmeye bırakıldı (68). 

Normospermi ve lökositospermi vakalarında spermlerin yüzmüĢ olduğu bölgeden  

~ 10µl alınan örnek 12 mm çapındaki lameller üzerine ince bir tabaka halinde yayıldı. 

Kuruması beklenen örnekler 10 dakika süreyle - 20˚C deki aseton ile fiske edildi. 

Fiksasyona - 20˚C deki metanolle 10 dakika boyunca devam edildi. Nunc 4 kuyucuklu 

kültür kaplarında her bir kuyucuğa bir lamel konularak immün boyama için hazırlandı. 

 

5.2.5. Konsantrasyon Yöntemi 

 

Lökositospermi ve normospermi vakalarında swim up sonrası kalan kısım Herause 

labofuge 400 santrifüjde 300 g’de 10 dakika süreyle 15 ml’lik falcon yuvarlak dipli 

tüplerde santrifüj edildi (57). Tüpün üzerinde kalan kısım dökülerek pellet kısmından         

~ 10µl alınan örnek 12 mm çapındaki lameller üzerine ince bir tabaka halinde yayıldı. 

Kuruması beklenen örnekler 10 dakika süreyle - 20˚C deki aseton ile fikse edildi   ve 

fiksasyona - 20˚C deki metanol ile 10 dakika boyunca devam edildi. Hazırlanan lameller 

Nunc 4 kuyucuklu kültür kaplarında her bir kuyucuğa bir lamel olacak Ģekilde ayrıldı. Her 

bir kuyucuğa hasta isimleri hangi grup örneği olduğu, konsantrasyonu ve günün tarihi not 

edildi. 
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5.2.6. Ġmmünositokimyasal Boyama  

 

Nunc 4 kuyucuklu kültür kaplarında bulunan lameller rehidratasyon amacıyla PBS 

(fosfat tampon çözeltisi) solüsyonuyla yıkandı. En son PBS alınarak non-immün serumla 

(Zymed histostain kit) 20 dakika süreyle bloking iĢlemi uygulandı. Bloking sonrası her bir 

kuyucuğa 1µl anti-fosfo tirozin primer (Neomarkers) antikor uygulaması yapıldı. Dörtlü 

kuyucukların ortasına ıslak pamuk yerleĢtirerek streç film ile hava alması engellenecek 

Ģekilde kaplandı ve 4˚C da 1 gece inkübasyona bırakıldı. Primer antikorlar toplanarak        

3 kez 5’er dakika süreyle PBS solüsyonuyla yıkandı. Sekonder antikor olarak 20 dakika 

süreyle biotin uygulaması yapıldı ve PBS yıkamaları tekrarlandı. HRP (horse raddish 

peroksidaz) streptavidin 20 dakika süreyle uygulandı ve takiben PBS yıkamaları 

tekrarlandı. Son yıkama aĢamasında aminoetilkarbazol kromojen hazırlandı ve son yıkama 

sonrasında her bir kuyucuğa kromojen koyularak karanlıkta reaksiyon oluĢana kadar ~ 25 

dakika inkübe edildi. Spermlerde oluĢan reaksiyonlar Olmypus inverted mikroskop altında 

değerlendirilerek reaksiyon durduruldu ve hematoksilen ile zıt boyama uygulandı. ÇeĢme 

suyu ile iki kez yıkandıktan sonra daha önce % 70 lik alkol ile temizlenmiĢ lamlar üzerine 

tarih, isim ve hangi grup örneği olduğu yazılarak lameller kapatma solüsyonu ile 

yapıĢtırılarak kurumaya bırakıldı. Reaksiyon veren spermlerin tüm lamel üzerindeki total 

spermlere oranı alınarak pozitif reaksiyon veren sperm yüzdesi hesaplandı.  Örnekler 

Olympus BX 50 ıĢık mikroskobunda X 600 büyütmede fotoğraflandı. 

 

5.2.7. Ġstatistiksel Değerlendirmeler 

 

Ġstatistiksel analiz için SPSS 15.0 for Windows programı kullanıldı. Analize 63 

hasta dahil edildi. Kategorik değiĢkenler için frekans tabloları, sayısal değiĢkenler için 

tanımlayıcı istatistikler (ortalama, std. sapma, ortanca, minimum, maksimum) sunuldu. 

Gruplar arası ortalama fark kontrolünde normal dağılım koĢulu sağlanmadığından Mann 

Whitney-U test tekniği kullanıldı. Ġstatistiksel anlamlılık düzeyi p değerinin 0,05 ten küçük 

olması durumu olarak kabul edildi. 
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6. BULGULAR 

 

ÇalıĢmamıza % 66,7’si (n=42) normospermi, %33,3’ü (n=21) lökospermi olan 63 

hasta dahil edildi. Streptavidin-biotin peroksidaz yöntemiyle uyguladığımız 

immünositokimya sonucu fosfo tirozin ekspresyonunun tüm gruplarda spermlerin kuyruk 

bölgesinde lokalize olduğu tespit edildi. Spermlerin kuyruğunda izlenen aktivasyonun esas 

parçalarda lokalize olduğu gözlendi (Resim 1).  

1

 

Resim 1: Sperm kuyruğunda esas parçada lokalize immün ekspresyon izlenmekte. 

Hematoksilen, X 600. 

 

 

 

 

 

 

18 



 

 

 Hasta bazında ekspresyon seviyelerinin bireysel farklılıklar gösterdiği izlendi. Bazı 

vakalarda hiç ekspresyon yok iken bazılarında yüksek aktivasyon değerleri tespit edildi 

(Tablo1,2). 

 

NORMOSPERMĠ Swim-up Konsantrasyon 

Ortalama % 1,88 2,78 

Minimum 0 0 

Maksimum 19,6 25,3 

 

Tablo 1: Normospermili örneklerde fosfo tirozin kinaz ekspresyonu değerleri. 

 

LÖKOSPERMĠ Swim-up Konsantrasyon 

Ortalama % 1,71 2,20 

Minimum 0 0 

Maksimum 10 19,63 

 

Tablo 2: Lökospermili örneklerde fosfo tirozin kinaz ekspresyonu değerleri. 
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Normospermili vakaların swim-up yöntemiyle hazırlanan örneklerde fosfo tirozin kinaz 

ekspresyonu pozitif sperm sayısı yüzdesi ortalama 1,88±3,71 konsantrasyon yöntemiyle 

hazırlanan gruba ait örneklerde ise ortalama 2,78±5,27 olarak bulundu (Resim 2). 

Santrifüje ve dolayısıyla reaktif oksijen türevlerine maruz kalan konsantrasyon grubunda 

tirozin kinaz aktivitesinde bir artıĢ izlenmesine karĢın bu fark istatistiksel olarak anlamlı 

bulunmadı.  

 

2a 2b

2c 2d

 

Resim 2: Normospermili vakalarda swim-up yöntemiyle (a-c) ve konsantrasyon 

yöntemiyle (b-d) hazırlanmıĢ spermlerde fosfo tirozin kinaz ekspresyonu.       

Hematoksilen, X 600. 
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Lökospermili vakaların swim-up yöntemiyle hazırlanmıĢ olan grubunda fosfo 

tirozin aktivasyonu ortalaması 1,71±3,02 konsantrasyon yöntemiyle hazırlanan örneklerde 

ise tirozin kinaz aktivasyonu gösteren sperm oranı 2,20±4,67 olarak tespit edildi. Ġki grup 

arasında istatistiksel fark saptanmadı  (Resim 3). 

 

3a 3b

3c 3d

 

Resim 3: Lökospermili vakalarda swim-up yöntemiyle (a-c) ve konsantrasyon yöntemiyle 

(b-d) hazırlanmıĢ spermlerde fosfo tirozin kinaz ekspresyonu. Hematoksilen, X600.  

 

 Normospermi ve lökospermili grupların swim-up ve konsantrasyon yöntemleri 

kullanılarak aynı Ģekilde hazırlanmıĢ sperm örneklerinde aktivasyon değerleri 

karĢılaĢtırıldığında da gruplar arasında anlamlı bir fark izlenmedi. 
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7. TARTIġMA 

 

Spermlerin testislerde olgunlaĢtıktan sonra epididimal matürasyonlarını tamamlayıp 

ejekülasyon sonucu vücut dıĢına çıkmaları oositleri fertilize etme yeteneğine sahip 

oldukları anlamına gelmemektedir. Akrozom reaksiyonu ve fertilizasyon oluĢabilmesi 

spermlerin diĢi genital sisteminde ilerlerken kazandıkları kapasitasyon yeteneğine bağlıdır. 

Ancak kapasitasyon yeteneği kazanan ve hiperaktivasyon gösteren spermler akrozom 

reaksiyonunun geliĢmesi sonucu oosit fertilizasyonunu gerçekleĢtirebilirler.                              

Spermler, kendi genetik yapılarını oositin genetik yapısıyla birleĢtirerek yeni bir genotipin 

oluĢumunu sağlarlar. Spermler diĢi genital kanallarından geçiĢleri sırasında oositi fertilize 

etme yeteneği ve ileri doğru hareket yeteneği kazanırlar. Bu durum zona pellusidaya 

bağlanma ve sonrasında geliĢen ekzositoz için ön koĢuldur. Sperm kapasitasyonu sırasında 

birçok biyokimyasal olay ve membran yapısının değiĢimi gerçekleĢir (54). Bu iĢlemler 

sırasında membranın kolesterol içeriği azalır ve iyonik membran geçirgenliği artar (69).  

Bu durum membran hiperpolarizasyonuna öncülük ederken hücre içi pH, Ca
+2

 ve cAMP 

konsantrasyonlarında artıĢa neden olur (70). Bunlara ilave olarak spermin kapasitasyon 

altında iken yüksek oranda süperoksit iyonu ürettiği ve tirozin fosforilasyonunun arttığı 

bilinmektedir. Tirozin fosforilasyonunun değiĢik sperm aktiviteleri üzerindeki önemi 

gösterilmiĢtir. Motilitedeki modifikasyon biçimi genellikle kapasitasyon ile iliĢkili geçici 

bir davranıĢ tarzıdır. Kapasitasyona uğramıĢ spermlerin süperoksit iyonu üretikleri ve 

bunun sonucunda da insan spermlerinde tirozin fosforilasyonunu stimüle ettikleri 

bildirilmiĢtir (40). Spermin ürettiği süperoksit iyonunun cAMP ve Ca
+2

 düzenlemesi 

altında olduğu gösterilmiĢtir. Bununla beraber kinaz ve fosfataz enzimlerinin sperm 

fosfotirozin içeriğinin düzenlenmesinde anahtar rol oynadığı anlaĢılmıĢtır (18). Sperm 

kapasitasyonu ve protein tirozin fosforilasyonunda ROT’ların rol oynadığı bilinmektedir. 

Kapasite spermler tarafından üretilen süperoksit iyonları hidrojen peroksitle birlikte protein 

tirozin fosforilasyonunu stimüle etmektedir. Yapılan çalıĢmalar Ca
+2

 un sperm protein 

fosforilasyonunda rolü olduğunu ancak spermlerin kapasite olamayacakları koĢullarda 

mevcut hücre dıĢı Ca
+2

 un protein tirozin fosforilasyonunda azalmaya neden olduğunu 

bildirmektedir (17). 

Mililitredeki bir milyon ya da üzerindeki peroksidaz pozitif lökositin tespiti, 

lökositospermi olarak adlandırılır (57). Lökositospermi sperm parametrelerini olumsuz 
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etkilemesinin yanı sıra semende ROT oluĢumunun aĢırı artıĢına sebep olur. Sperm 

süspansyonlarında artan ROT’nin sperm parametrelerini olumsuz etkilediği bildirilmiĢtir 

ROT’nin yüksek miktarlara ulaĢması da sperm tirozin kinaz aktivitesinin azalmasına ve 

sperm kapasitasyonu ve akrozom reaksiyonunun olumsuz etkilenmesine neden olmaktadır 

(35). Enfeksiyonlara bağlı olarak artan lökosit konsantrasyonu sonrası spermler yüksek 

oranda ROT’nin olumsuz etkilerine maruz kalırlar. Sperm örneklerindeki yuvarlak 

hücrelerin tümü lökositlerden oluĢmamaktadır, erkek üreme sistemine ait dokulardan gelen 

hücrelerin semende bulunması ROT kaynağı olduklarını göstermemektedir. Bunların 

ayrımının lökositler yönünden peroksidaz pozitif olarak tespiti önemlidir. ROT’nin sperm 

tirozin kinaz aktivitesi üzerine etkilerini immünositokimyasal olarak incelendiğimiz 

çalıĢmamızda yardımcı üreme teknikleri için baĢvuran hastaların spermiogram testlerinde 

peroksidaz pozitif yuvarlak hücre konsantrasyonları 1milyon/ml üzerinde olan hastalar 

çalıĢmaya dahil edilmiĢ. Profilaktik olarak antibiyotik kulanılan hastalar çalıĢma grubuna 

dahil edilmemiĢtir. Aynı zamanda yardımcı üreme teknikleri için sperm hazırlığı 

aĢamasında santrifüj uygulanan konsantrasyon yöntemi sonrasında sperm 

süspansiyonlarında ROT’nin uygulanan santrifüj iĢlemine bağlı olarak artması söz konusu 

olmaktadır (64,65). Santrifüj iĢleminin uygulanmadığı swim up yönteminde ise bu etki 

oluĢmamaktadır. Fizyolojik kabul edilen düĢük düzeylerde ki ROT’nin sperm 

fonksiyonlarını olumlu etkilediği ancak artan konsantrasyonlarda sperm immobilizasyonu 

ve ölüme yol açtığı da bilinmektedir. Yapılan çalıĢmalar, düĢük dozlardaki H2O2 in 

spermlerde adenil siklaz aktivasyonuyla cAMP’yi artırdığını ve PKA aktivasyonuyla 

tirozin fosforilasyonuna yol açtığını bildirmektedir (43). DüĢük ve yüksek 

konsantrasyonlarda ROT’nin tirozin kinaz aktivasyonu üzerindeki etkilerinin değiĢtiği 

bilindiği için çalıĢmamızda, lökosperminin kaynak oluĢturduğu ROT üretiminin etkilerinin 

yanı sıra semenin hem santrifüj uygulanmayan swim-up yöntemi, hem de ROT üretimine 

neden olan santrifüj yöntemiyle hazırlanması ile oluĢturulan iki alt grup oluĢturuldu. 

Lökospermili bireylerden elde edilen sonuçlar normospermili bireylerden alınan semen 

örneklerinin aynı yöntemlerle hazırlanan örneklerine ait fosfo tirozin immün ekspresyon 

sonuçlarıyla karĢılaĢtırıldı. Ġmmün boyama sonuçlarını değerlendirdiğimizde tirozin kinaz 

aktivasyonunun spermlerin kuyruk bölgesinde esas parçada lokalize olduğu izlendi. 

Mevcut çalıĢmalar tirozin kinaz aktivasyonunun öncelikle esas parçada olduğunu ve esas 

parçada gerçekleĢen ekspresyonu takiben orta parçada geliĢtiğini bildirmektedir (16). Tüm 
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gruplarda sperm kuyruklarının esas parçalarında immün pozitif reaksiyon tespit etmemize 

karĢın bazı kaynaklar tirozin fosforilasyonunun tamamlanmıĢ kapasitasyon ya da zona 

pellusida füzyonunu takiben arttığını ve akrozomal bölgede de gerçekleĢtiğini 

bildirmektedir (19). ÇalıĢma grubunu oluĢturan bireylerde ekspresyon seviyelerinin 

farklılıklar gösterdiği bazı bireylerde hiç immün reaksiyon izlenmezken bazılarında yüksek 

oranda immün reaktif sperm bulunduğu tespit edildi. Normospermili grupta 

immünpozitiflik oranlarının ortalama değerleri alındığında sperm hazırlama tekniklerinden 

konsantrasyon yöntemi uygulanan ve in-vitro olarak ROT artıĢı oluĢtuğu kabul edilen 

örneklerde aktivasyon oranının arttığı ancak bu artıĢın swim-up yöntemiyle 

karĢılaĢtırıldığında anlamlı olmadığı görüldü. Lökospermili grupta swim-up yöntemiyle 

hazırlanan sperm örneklerinde immün reaktivite oranının normospermili gruba göre çok az 

düĢüĢ gösterdiği izlendi. ROT üretiminin tirozin kinaz aktivitesini arttırdığı ancak aĢırı 

ROT üretiminin bu aktivitede değiĢikliklere yol açtığı mevcut çalıĢmalarda bildirilmiĢtir 

(18-22). AraĢtırmamızı planladığımızda, in-vitro ortamlarda farklı konsantrasyonlarda 

H2O2 ilave ederek hazırladığımız deney gruplarında tirozin kinaz immün aktivitesi ve ROT 

konsantrasyonu iliĢkisini değerlendirdiğimiz ön bir çalıĢma gerçekleĢtirdik. Tez 

çalıĢmamıza dahil etmediğimiz ön çalıĢma sonuçlarında fizyolojik sınırların üzerinde 

yüksek ROT varlığının tirozin kinaz aktivitesini azalttığını ancak daha yüksek ROT 

konsantrasyonlarında tirozin kinaz aktivitesinin yine artıĢ gösterdiğini gözlemledik. Bu 

bilgilere paralel olarak lökospermili grupta lökosit kaynaklı mevcut yüksek ROT’nin 

tirozin kinaz aktivitesini az da olsa düĢürdüğü, lökospermili gruba artı ROT üretimine 

neden olacak santrifüjlü konsantrasyon yöntemi uygulandığında ise aktivasyonun yeniden 

artıĢ gösterdiği sonucuna varılmıĢtır.  

Elde etmiĢ olduğumuz bulguların sperm tirozin kinaz aktivitesinin lokalizasyonu ve 

ROT ile iliĢkisinin tanımlanmasına bir katkı sağladığını ancak bireysel farklılıkların 

açıklanabilmesi için vaka sayılarının artırılarak klinik anlamda da katkı sağlanabilmesi 

amacıyla ileri çalıĢmalarla geniĢletilmesi gerektiğini söyleyebiliriz. 
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8. SONUÇ 

 

 Ġmmünositokimyasal olarak fosfo tirozin ekspresyonunun tüm gruplarda spermlerin 

kuyruk bölgesinde ve esas parçada lokalize olduğu tespit edildi. 

 Ekspresyon seviyelerinin bireysel farklılıklar gösterdiği izlendi.  

 Normospermili vakalarda ROT üretimine neden olan santrifüj iĢleminin sperm 

örneklerinde fosfo tirozin ekspresyonunda artıĢa neden olduğu tespit edildi.  

 ROT’nin semende en önemli kaynağı olan lökosit içeren lökospermili grupta olası 

yüksek ROT değerlerinin fosfo tirozin ekspresyonunda azalmaya yol açtığı izlendi. 

 Lökospermili gruba uygulanan santrifüj iĢlemine bağlı olarak daha fazla arttığı 

düĢünülen ROT değerlerinin düĢmüĢ fosfo tirozin ekspresyonunu tekrar yükselttiği 

gözlendi. 

 Tüm bulgular değerlendirildiğinde belirli konsantrasyonda düĢük düzeylerde ortaya 

çıkan ROT’nin tirozin kinaz ekspresyonunu arttırdığı. Yüksek ROT değerlerinin 

belirli bir konsantrasyonda ekspresyonda azalmaya yol açarken aĢırı ROT 

değerlerinin tirozin aktivasyonunu tekrar artırdığı sonucuna varıldı. 
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