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BEYAN

Bu tez calismasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar tiim asamalarda etik dist hi¢gbir davranigimin olmadigini, tezimdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez calismasi sonucu elde edilmeyen
biitlin bilgi ve yorumlar i¢in kaynak gdsterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine
aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici

bir davranigimin olmadigini beyan ederim.

Ilkay Safak Tavuk¢uoglu
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1. OZET

Akrozom reaksiyonu sonucu fertilizasyonun gergeklesmesi spermlerin disi genital
sisteminde ilerlerken kazandiklar1 kapasitasyon yetenegine baglidir. Kapasitasyon yetenegi
kazanan ve hiperaktivasyon gdsteren spermler akrozom reaksiyonu ve fertilizasyonu
gerceklestirebilirler. Fosfo tirozin kinaz aktivasyonunun kapasitasyon, akrozom reaksiyonu
ve dolayisiyla fertilizasyon siirecinde etkili oldugu ve bu siirecte reaktif oksijen
tiirevlerinin tirozin kinaz aktivasyonunu etkiledigi bildirilmistir.

Calisma, semende reaktif oksijen tiirevi kaynagi lokositlerin artmis oldugu
l6kospermi vakalari ile normospermili vakalardan segilen iki grupta gerceklestirildi. Ayrica
her iki grup, sperm hazirlama yonteminde kullanilan santrifiij islemi sonucu ortaya ¢ikan
reaktif oksijen tiirevlerinin olasi etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla iki alt gruba ayrildi.
Ikiye ayrilan semen &rnekleri santrifiij isleminin uygulanmadigi swim-up ve santrifiij
uygulanan konsantrasyon yontemleriyle hazirlandi ve immiinositokimya igin sperm
yaymalar1 hazirlandi. Hazirlanan 6rnekler streptavidin-biotin peroksidaz yontemiyle fosfo
tirozin monoklonal antikoruyla isaretlendi.

Yapilan degerlendirmelerde sperm tirozin kinaz aktivasyonunun spermlerin kuyruk
bolgesinde lokalize oldugu, vakalarin ekspresyon seviyelerinin bireysel farkliliklar
gosterdigi izlendi. Normospermili vakalarda konsantrasyon grubunda swim-up grubuna
gore aktivasyonun arttigi ancak bu artisgin anlamli olmadigi izlendi. Lokospermili
vakalarda da konsantrasyon ydntemi uygulanan grupta bi% artis gozlendi. Normospermili
ve lokospermili gruplar arasinda ise anlamli bir fark tespit edilmedi. Normo ve
l6kospermili vakalarda reaktif oksijen tiirevlerinin sperm tirozin kinaz aktivitesi lizerine
etkili oldugu soOylenebilirse de bireysel farkliliklar1 ve sonuglarini agiklayacak ileri

caligmalarin yiiriitilmesi gerekmektedir.



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.



3. GIRIS ve AMAC

Memeli spermleri ejekiilasyon sonrasi bir¢ok biyokimyasal ve fonksiyonel
degisime maruz kalirlar. Bu siire¢ spermlerin iginde bulunduklar1 hiicresel
komponentlerden ayrilmalari ve oositi fertilize edebilmeleri igin gerekli olup kapasitasyon
olarak adlandirilir (1). Bu fonksiyonel degisimler sperm motilitesinin hiperaktivasyona
doniismesi ve akrozom reaksiyonuna girme kapasitesinin kazanimiyla iliskilidir (2). Bu
stirecte disi genital sisteminde yiliksek miktarlarda bulunan epidermal biiyiime faktoriiniin
(EGF), sperm basinda yer alan epidermal biiyiime faktorii reseptorlerine (EGFR)
baglanmasiyla  gerceklesen  kapasitasyon  siirecinde  onemli  rol  oynadigi
distintilmektedir (3). Adenil siklaz, siklik adenozin mono fosfat (CAMP) artisina sebep
olarak protein kinaz A (PKA) stimiilasyonuna neden olur (4). Boylece serin/threonin ve
tirozin fosforilasyonundaki artis, ortamdaki Ca*® miktarin1 degistirerek mitojenle aktive
olan kinaz (MAPK) ailesinin bir iiyesi olan hiicre disi sinyallerce diizenlenen kinazlar
(extracellular signal regulated kinase/ERK) yolagmin olaya katilimini saglamaktadir (5).
Bununla birlikte farkli kosullar; PKA, tirozin kinaz ve tirozin fosfataz aktivasyonlarini
etkileyerek, tirozin fosforilasyonu ile iliskili motilite ve akrozom reaksiyonu gibi olaylarda
degisimlere neden olmaktadir.

Belirli miktarlarda iiretilen reaktif oksijen tiirevleri (ROT) nin sperm akrozom
reaksiyonunun regiilasyonu ve kapasitasyon gibi fizyolojik olaylarda rol oynadigi
bilinmektedir (6). Sperm sinyal iletisinde ROT’nin tirozin fosforilasyonun da artisa yol
acarak kapasitasyon gelisiminde rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Semen de ROT’nin primer
kaynag1 lokositlerdir. Ayrica in-vitro fertilizasyon (IVF) ve intrasitoplazmik sperm
enjeksiyonu (ICSI) gibi iiremeye yardimci teknikler (UYTE) igin sperm hazirlama
asamasinda gergeklestirilen santrifiij uygulamalarmm da ROT iiretimine neden oldugu
ortaya konmustur (7).

Bu bilgiler 1s1ginda planlanan ¢alismamizda, normal sperm tirozin Kkinaz
aktivitesinin immiinositokimyasal olarak gosterilerek, 16kositospermi ve sperm hazirlama
islemi sirasinda uygulanan santrifiij kaynakli ROT’nin bu aktivite iizerinde ki olasi

etkilerine agiklik getirilmesi amaglanmstir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. TIROZIN KiNAZLAR

Reseptor tirozin kinazlar (RTK) transmembran proteinlerdir. Bu grup igerisinde
insiilin, epidermal, vaskiiler endotelial bliylime faktorii reseptorleri gibi pek ¢ok alt iiye
bulunmaktadir. Bu yiizey reseptorleri kendi baslarina enzimler olup tirozin kalintilarindan
substrat proteinleri fosforillerler. Reseptor tirozin kinazlar sitoplazmik boliimde
aktivasyondan sorumlu bir par¢a tagirlar. Bu reseptorlerin ekstraseliiler yiiziine ligandin
baglanmasiyla sitoplazmik yiizlinde yer alan tirozin rezidiilerinde fosforilasyon meydana
gelir. Bu proteinler arasinda hiicre membraninda bulunan reseptorler, G-proteinleri ve
sinyal ileten enzimler yer almaktadir. Protein Kinazlar membran yerlesimli ve sitoplazmik
tirozin kinazlar olarak iki gruba ayrilir. Bu proteinler katalitik 6zelliklerine gére tirozin ve
serin/threonin Kinazlar olarak da siniflandirilir (8).

Hiicrenin dinlenme evresinde RTK’larin inaktif ve aktif formlar1 denge halindedir.
Bu reseptorler biliylime faktorleri ile baglandiktan sonra aktif hale gegerler ve
sitoplazmadaki hedef proteinlerle etkileserek sinyal iletimini gergeklestirirler. RTK
aktivasyonu, reseptdriin kendi kendini fosforile etmesiyle baslar. Ikinci asamada ise, bu
fosforile bolgelere ¢esitli adaptoér proteinler baglanir ve uyarinin hiicre igine iletimini

saglarlar (Sekil 1).
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Sekil 1: Sitokin reseptorleri a. Reseptor tirozin kinazlar b. Tip I/ Tip II reseptorler (71).
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Adaptor proteinlerin ortak yapisal ozelligi SH2 (Src-homology-2) bdélgeleri
icermeleridir. Bu proteinler, SH2 bdlgeleri araciligiyla reseptore baglanarak, RTK ile
sitoplazmadaki efektor proteinleri arasinda koprii  gorevi goérmektedirler. RTK
aktivasyonunun sonlandirilmas1 fosfataz grubu proteinlerince gergeklestirilir. Bu
aktivasyon araciligiyla RTK bagimli iletim kontrol altinda tutulur. Dinlenme halindeki
hiicrelerde bu proteinler sitoplazmada inaktif halde bulunurlar. Biiyiime faktorleri veya
sitokinler ile hiicrenin uyarilmasindan sonra aktif hale gelen proteinler, sitoplazmadaki

veya niikleustaki hedeflerine yonelirler (9).

4.2. PROTEIN KINAZLAR VE SINYAL iLETIiMi

4.2.1. Protein Fosforilasyonu

Protein fosforilasyonu; hiicre mekanizmalarindan, hiicre biiyiimesi, hiicre siklusu
kontrolii, sitoplazmanin iskelet yapisi ve reseptor diizenlenmesi gibi gesitli olaylarda etkili
olur. Okaryotik hiicrelerde protein aktivitesinin diizenlenmesinde en yaygin mekanizma
serin/threonin  veya tirozin rezidiilerine fosfat gruplarinin ilave olmasi ya da
uzaklastirilmast seklinde gergeklesir. Proteinlerin  fosforilasyonu protein kinaz ve
fosfatazlarin kontrolii altindadir. Fosfat gruplarindaki ilave ya da uzaklagtirma sonucunda
proteinlerin aktivasyon ve inaktivasyon degisimleri ger¢eklesmektedir. Bu temelde hiicre
i¢i protein fosforilasyonu transmembran sinyal iletimi i¢in kullanilmaktadir. Reseptorlerin
yoklugunda i¢ katalitik etki reseptor olmayan protein tirozin kinaz (PTK)’lara non kovalent
baglarla baglanan sitoplazmik alt iinitelerle saglanir (10, 11).

Fertilizasyon sirasinda sperm fonksiyonlari hiicre i¢i sinyal sisteminde kontrol
edilen protein fosforilasyonu ile diizenlenir. Spermlerde serin/threonin ve tirozin
fosforilasyonu gelisir. cAMP bagimli protein kinaz A ise sperm fonksiyonlarinda merkezi
bir rol oynayarak bilinen tirozin kinazlar ve diger serin/threonin kinazlar arasinda 6ne ¢ikar
(12). Protein fosforilasyonu ile spermin oositi bulmasi ve flizyon olay1 igin gerekli olan
kapasitasyon, hiperaktivasyon ve akrozom reaksiyonu diizenlenmektedir. Fosforilasyon
immiinositokimya ile degerlendirildiginde kisisel sperm populasyonunda heterojenik bir
sekilde ortaya ¢ikmaktadir. Protein tirozin fosforilasyonu diizenlenmesi kapasitasyon ve

sperm oosit etkilesimi sirasinda spermin farkli boliimlerinde gelisebilmektedir.



4.2.2. Spermlerde Tirozin Kinaz Aktivitesi

Memeli spermlerinde tirozin fosforilasyonuna dair kanitlar anti fosfotirozin
antikoru kullanilarak ortaya konmus, immiin reaktiflerle sperm kapasitasyonu ve oosit
zona pellusida proteinleriyle etkilesimi arttirdig1 gosterilmistir (13). insan spermlerinde
kapasitasyon ve =zona pellusidaya baglanma sirasinda farkli bolgelerde ardisik
fosforilasyonlar gelismektedir. Bunun sonucunda fosforile olan proteinlerle spesifik sperm
fonksiyonlar1 arasinda baglanti oldugu ortaya konmustur (14). Spermin kuyruk bolgesi pek
cok tiir i¢in Onemli biyolojik yanitlarin olustugu bir bolgedir (15). Tirozin protein
fosforilasyonu da sperm kuyruk bolgesinde tespit edilmistir (16-18). Fosforilasyon artiginin
esas pargada baslayarak orta parcaya dogru devam ettigi bildirilmistir. Spermlerin zona
pellusidaya baglanmasi asamasinda progresif bir sekilde esas ve orta pargada fosforilasyon
goriildiigii rapor edilmistir (19). Flagellar proteinlerdeki tirozin fosforilasyonunun
hiperaktif hareket yetenegi kazanma ile iligkili oldugu (20,21) ve protein kinaz A baglanma
proteinlerinin (AKAPs) fibroz kilif {izerinde lokalize oldugu bildirilmistir. ERK 1 ve
ERK 2 proteinlerinde fosforilasyon; kapasitasyon sirasinda aktive olmus insan
spermlerinde tespit edilmistir (22). Bu durum bir¢ok molekiiler mekanizma ve sinyal ileti
basamagimin gerceklesmesi ile olusmaktadir. Kapasitasyon, membran akiciliginin
artmasina neden olur. Kolesterol akimi iyon kanallarinda aktivasyona neden olarak, sperm
membran potansiyelinde degisiklige ve tirozin protein fosforilasyonun da artisa yol agar.
Tirozin fosforilasyonu, hiperaktivasyon gelisimine ve akrozom reaksiyonunun
indiiklenmesine neden olur. Bu da protein fosforilasyonunun hiperaktivasyon ve

kapasitasyon gibi ¢ok 6nemli biyolojik olaylarda rolii oldugunu géstermektedir.

4.2.3. Protein Kinaz A (PKA)

Sperm proteinlerinden serin/threonin rezidiilerinde gergeklesen fosforilasyonun
kapasitasyonla iliskili oldugu gosterilmistir. PKA’nin yaninda ERK 1/2 de sperm
hiicrelerinde gerceklesen biyolojik olaylar zincirindeki siirece katilmaktadir. Anti fosfo-
serin ve anti fosfo-threonin antikorlar1 kullanilarak insan spermlerinde kapasitasyon
sirasinda  serin/threonin  fosforilasyonu ve  oOzellikle PKA artist  gorildigi

bildirilmistir (23, 24). Bu calismalar serin/threonin proteinlerinin fosforilasyonunu PKA



aktivitesinin erken artis1 ve takip eden siiregte tirozin protein fosforilasyonu ile
iligkilendirmistir. Ayrica cAMP bagimli sSerin rezidiileri fosforilasyonunun kuyrugun
hiperaktivesi sirasinda arttigi bildirilmistir (21). Bu fizyolojik substratin karakterize bir
sekilde lokalize olarak sperm oosit etkilesiminde Onemli rol oynadigl

diistiniilmektedir (25).

4.2.4. Mitojenle Aktive Olan Protein Kinazlar (MAPK)

MAPK ailesi iiyelerinden ilk olarak insiilinle aktive edilen protein serin kinaz
yapilan biyokimyasal ¢alismalarla maya tomurcuklarindaki feromon cevabinin genetik
analizleri sonucunda ortaya konmustur. Bu da ii¢ g¢esit protein kinazin varligin
gostermistir. MAP kinaz kinaz kinaz, MAP kinaz kinaz ve MAP kinaz. MAP kinazlar
biiylime faktorlerinin ve diger sinyal molekiillerinin aktive ettigi protein serin ve threonin
kinazlardir. En iyi tanimlanmis formu ERK ailesidir. Protein kinaz yada G proteiniyle
iliskili reseptorlerle gorev yaparlar. cAMP ve Ca*™® bagimli yol farkh hiicrelerde ERK
yolunu uyarabilir yada baskilayabilir. ERK’lerin sperm motilitesi, kapasitasyon ve
akrozom reaksiyonuna katildigi bilinmektedir. MAP kinazlardan serin/threonin kinazlar
birgok hiicre ¢esidinde sinyal iletiminde gorev almakta ve p21 Ras aktivasyonunun
serin/threonin kinaz Raf’1 (MAPK) stimiilasyonu yoluyla diizenlenmektedir. Raf, MEK’i
aktive ve fosforile etmektedir. MEK (Mitojen hiicre dis1 sinyal diizenleyici kinaz)’de
ERKI1 ve ERK2’yi fosforile etmektedir (26). insanlarda progesteron ERK 2’yi stimiile
ederek kapasitasyon ve akrozomal ekzositozda rol almaktadir (27). MAPK izoformu ERK
2, adaptor protein Shc ve Ras insan spermlerinin baginda lokalize olarak protein
fosforilasyonunun diizenlenmesi i¢in bir yol gostermektedir. MAPK dolayli olarak tirozin

fosforilasyonunu etkilemektedir.



4.3. TIROZIN KINAZ AKTIVASYONUNU ETKILEYEN FAKTORLER

4.3.1. Kolesterol

Plazma membraninin kompleks ve dinamik yapist hiicre fizyolojisinde dnemli rol
oynamaktadir. Sperm plazma membraninin lipid kompozisyonu diger somatik hiicre
membranlarindan farklidir. Sperm basinin membrani yiiksek miktarda kolesterol igerir bu
durum membran akiskanligi ve kapasitasyonda onemli rol oynar (28). Sperm plazma
membranindaki kolesterol disi genital kanallarindan gegerken yiiksek molekiil agirlikli
albumin ve yiiksek yogunluktaki lipoproteinlere doniisiir. Sperm plazma membranindaki
kolesterol akimi kapasitasyonda membran sinyal yollarmin aktivasyonu ile ilgilidir.
B siklodekstrinler sperm plazma membraninda kolesterol akimini saglayarak cAMP/PKA
yoluyla kapasitasyon artis1 ve protein tirozin fosforilasyonuna neden olmaktadirlar (29).
Bu bulunanlar kolesterol akiminin tirozin fosforilasyonunda cAMP/PKA yolunda 6nemli
bir rolii oldugunu ortaya koymaktadir. Kolesterol akimi indirekt olarak sinyal yollari
tizerinde etkilidir. Membran akiskanlig1 artar ve sperm hiicre plazma membraninin Ca*? ve

HCOj™ gibi asag1 akim saglayabilen iyonlara karsi gecirgenligi artar.

4.3.2. Kalsiyum

Kapasitasyon sirasinda gelisen en 6nemli biyokimyasal olay Ca*? salmmudir.
Bircok onemli kanit, kapasitasyon ve akrozom reaksiyonu indiiksiyonu igin Ca*?
gerekliligini desteklemektedir (30). Insan sperm fonksiyonlarindan kapasitasyon, akrozom
reaksiyonu ve zona pellusidaya in-vitro olarak baglanma bolgesel olarak Ca*
gerektirmektedir. Hiicre disindaki Ca*? spermlerde tirozin fosforilasyonu iizerinde etkilidir.
Insanlar {izerinde yapilan bazi c¢alismalarda hiicre disi Ca*? miktarindaki artigin tirozin
fosforilasyonunu arttirdigr bazi calismalarda da sperm kapasitasyonu sirasinda tirozin
fosforilasyonunu negatif etkiledigi goriilmiistiir (5). Hiicre i¢i ATP elde edilebilirligindeki
azalmanmn Ca'“a bagl tirozin fosforilasyonunu baskiladigi bildirilmistir (31). Birgok

memeli tiiriinde sperm kapasitasyonu sirasinda hiicre igi Ca*? konsantrasyonu artar (22).



4.3.3. Sitokinler

Sitokinler, yaygin olarak immiin sistem hiicrelerinin ¢esitli stimiilasyonlara ve
yabanci antikorlara karsi yanit olarak irettikleri polipeptit yapili bir hormon ailesidir.
Kadin ve erkek genital sistem sekresyonlarinda ve kan dolasiminda bulunmaktadirlar (32).
Sitokinlerin spermlerde motilite, kapasitasyon, akrozom reaksiyonu, zona pellusidaya
baglanma ve penetrasyonda pozitif veya negatif tarzda etki gosterdigi bildirilmistir (33).
Sitokinlerden bazilarina interferon o (IFN-a), interferon y (IFN- y) ve tiimor nekroz faktor
a (TNFa) ornek olarak verilebilir. Sitokinlerin sperm motilitesini olumsuz etkiledigi
bildirilmistir (33). IL-6' da erkek genital bezlerinin enfeksiyonunda tan1 amagli kullanilan
bir sitokin olup Onemli spesifik belirteclerden biridir. Semende IL-6 ve ROT
konsantrasyonlar1 arasinda korelasyon bulundugu bilinmektedir. ROT olusumundan,
sitokinlerin spermatozoa membranindaki lipidlerin peroksidasyonunu uyarici etkileri
sorumlu tutulmaktadir. Bununla birlikte, belirli diizeyde iiretilen IL-6’nin ayn1 zamanda
sperm kapasitasyonu ve akrozom reaksiyonunu da artirarak fertilizasyonda rol oynadigi

saptanmistir.

4.4. REAKTIF OKSIJEN TUREVLERI (ROT)

Serbest radikaller bir ya da daha fazla ayrilmamis elektron igeren bilesiklerdir (34).
Serbest radikaller oksijenden tiirerler ve reaktif oksijen tiirevleri olarak adlandirilirlar.
Bunlar siiperoksit iyonu (O), hidrojen peroksit (H,0,) peroksil (ROO") radikalleri ve
hidroksil (OH") radikalleridir (35). Nitrojenden tiireyen reaktif nitrojen tiirevleri (RNT) ise
nitrik oksit (NO) ve peroksinitrit iyonu (ONOO” dur (36).

Infertil erkeklerde yaklasik % 40 oraninda ROT’nin anormal sekilde yiikseldigi
gosterilmistir (37). Insan spermleri plazma membran kompozisyonu nedeniyle reaktif
oksijen tiirevlerinin indiikleyici zararlarina karsi asir1 kirilgandirlar (38). Sperm plazma
membrani fazla miktarda ¢oklu doymamis yag asidi ihtiva etmesinden dolayr oksidatif
stress indiiksiyonu zararina karsi hassastir (39). Bu durum sitoplazmadaki diisiik
konsantrasyondaki temizleme enzimlerinden siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GPX), vitamin E ve katalazin aktiflenmesine neden olmaktadir (40). ROT nin

ozellikle H,O; ve siiperoksit anyonunun, insan sperm kapasitasyonu ve protein tirozin



fosforilasyonu diizenlenmesine katildigi bilinmektedir (41). ROT’nin cAMP’de sinyal
basamaklar tarafinda yalanci akim artisi etkisi yarattigi ayni zamanda sinirli bolgede asagi
akim yarattig1 ileri siiriilmektedir (5,42). Hidrojen peroksitin adenilat siklaz aktivasyonuyla
cAMP diiretimine, bu sayede PKA bagimli protein tirozin fosforilasyonuna yol agtig
diistiniilmektedir. Spermlerde adenilat siklazin HCO3 tarafindan aktivasyonunun ortaya
konmasindan bu yana H,O, ve HCO;31n rollerinin tamamen ya da kismi sekilde birbiri
yerine gegebilecegi diistiniilmektedir (43). ROT iiretim miktar1 ve koruyucu sistem
arasindaki dengenin, sperm fonksiyonlarinin anlik olarak ilerlemesi veya sekteye ugramasi
konusunda belirleyici oldugu disiiniilmektedir. NADH (nikotinamid dehidrojenaz) ve
NADPH (nikotinamid adenozin diniikleotid fosfat)’in sperm kapasitasyonunun gelisimine
katkida bulundugu, dis kaynakli NADPH’in spermlerde protein tirozin fosforilasyonunu
arttirdig1 ve kapasitasyona yardimcei oldugu bulunmustur (43). NADPH sperm oksidaz dan
stiper oksit anyonu olusturmak igin ko-enzim rolii oynar, daha sonra SOD (stiperoksit
dismutaz) tarafindan H,0,’ye doniistiiriilir. NADH oksidasyonu ile PKA aktivitesi igin
gerekli ATP, LDH (laktik dehidrojenaz) destegi tarafindan saglanarak piruvat laktata
dontstirilir (44). ROT iretimi yoluyla NADH diaforaz sperm fonksiyonlar {izerine etki
eder. Yiiksek diaforaz aktivitesi nedeniyle fazla ROT iiretimi infertil erkeklerde
goriilmektedir (45). Nitrik oksit serbest radikali olusumunun sperm fonksiyonlart ile iliskili
oldugu, kapasite olamayan spermlerde diisiik seviyede NO° iiretildigi kapasitasyon
slirecinde zaman bagimli olarak NO™ sentezinin arttig1 gézlenmistir (46, 47). Kapasitasyon
sirasinda artan NO™ seviyesi cAMP yoluyla protein tirozin fosforilasyonunda diisiisii
saglamakta ve diisiik konsantrasyondaki NO™ ise akrozom reaksiyonunu ve spermlerin zona

pellusidaya baglanma yeteneklerini arttirmaktadir (48).

4.4.1. Reaktif Oksijen Tiirevlerinin Biyolojik Rolleri

ROT, yag asitleri, siilfidril gruplar1 ve niikleik asitler gibi birgok biyolojik
molekiille reaksiyona girebilir. Bu durum artrit, ateroskleroz ve dejeneratif yaslanma gibi
birgok hastaligin patolojisinde rol oynamaktadir (34). ROT’nin spermler iizerindeki
zararli etkileri 60 yilldan daha fazla bir siire Once tespit edilmis ve genelde sperm
stispansiyonlarindaki ROT’nin lipid peroksidasyonu ve DNA oksidasyonu iizerinde etkili

oldugu bulunmustur. Sperm fonksiyonlarinda diisme ve subfertiliteye neden oldugu kabul
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edilmistir (49-37). Ancak ROT fizyolojik rollere de sahiptirler, 16kositler tarafindan
fagositik islemler sonucunda yutulan bakterilerden tretilirler. Kiigiik bir miktar1 da diger
hiicre ¢esitlerinde mesajc1 olarak rol oynar (50). Degisik mesajlara uygun o6zel reseptor
baglanma bdlgelerinde rol almaktadirlar. ROT oksidasyon i¢indeki hedeflerini siklikla
degistirirler. Genellikle siilfidril gruplar1 ve belirli kimyasal reaksiyonlar1 hedeflerler. Bu
mekanizmalar bircok c¢apraz etkilesim arasindan cesitli yollarin diizenlenmesine yeni
olanaklar saglar (51). ROT hiicre i¢i birgok basamagin diizenlemesine katilmaktadirlar.
Gen ekspresyonunu diizenleyebilmekte, 6zellikle oksidatif stresin yiiksek seviyesinde anti
oksidan proteinlerin diizenlenmesinde rol almaktadirlar. Lokositler tarafindan hiicre
adezyonu ve antikor liretimi diizenlenmekte ve bununla beraber zorunlu olmayan apopitoz
icin pro-apoptotik etki gostermektedirler.

Hidrojen peroksitin reseptor otofosforilasyonunu kolaylastirmasiyla, epidermal ve
platelet biiyiime faktorlerinin aktivasyonlarmin arttigi bilinmektedir. Nisbeten yiikselen
konsantrasyondaki ~1mmol/l H,O, ya da thiol’deki genis oksidatif degisim tirozin
fosfataz1 inhibe ederek tirozin kinaz tarafindan tetiklenen tirozin fosforilasyonuna yol
acmaktadir (52). Nisbeten diisiik konsantrasyondaki H,O, veya thiol tirozin kinaz
aktivitesini arttirmakta hem insiilin reseptorleri hemde hiicre igi kinazlardan MAPK ve
protein kinaz C’yi aktive etmektedir. Oksidanlar, hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyon

artistyla da protein fosforilasyonuna katkida bulunmaktadirlar.

4.4.2. Semendeki Reaktif Oksijen Tiirevleri

Insan semeni tiim erkek genital sistemi boyunca seminifer tiibiiller ve aksesuar
bezlerden sentezlenen gesitli liriinlerin kombinasyonundan olusan kompleks bir karigimdir.
Seminal hiicreler; matiir veya immatiir spermler, spermatogenik olusum basamaklarindaki

yuvarlak hiicreler, 16kositler ve diger epitelyal hiicrelerdir.

4.4.2.1. Spermler

Sperm kaynakli ROT {iretimi, aktif olarak oksijen kullanan hiicrelerde mitokondrial
elektron tagima zinciri gibi hiicre i¢i indirgenme aktivitesinden sizan elektronlardan

olusturulmaktadir (53). Fizyolojik oksijen baskisinda oksijenin % 1-3’i mitokondrilerde
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siiper oksit iyonlarma (Oz) indirgenmektedir (34). Immatiir spermlerin ve genis
sitoplazmik droplete sahip anormal spermlerin 6nemli ROT freticileri oldugu
bilinmektedir (54). Glukoz metabolizmasiyla iliskili glukoz 6 fosfataz, NADPH oksidaz
sistemi ve NADH bagimli oksidorediiktaz gibi enzimatik islemler plazma membrani ve
mitokondri gibi iki farkli yerde meydana gelebilmektedir (56).

Tirozin proteini fosforilasyonu ve sperm kapasitasyonu oksijen tiirevlerince de
diizenlenir (50). Kapasite spermler siiperoksit iyonu iretirler bunun yaninda hidrojen
peroksit de insan spermlerinde tirozin fosforilasyonunu stimiile eder (2). Son zamanlarda
spermin iirettigi siiperoksit iyonunun cAMP ve Ca™® diizenlemesi altinda oldugu
gosterilmistir (20). Ciinkii oksijen tiirevlerinin sperm cAMP konsantrasyonunu attirdigi
gosterilmis  ve Ca*? bagimli cAMP konsantrasyon artis1 kapasitasyon sirasinda
Sl¢iilmiistiir (16). Bu sonuclar sperm kapasitasyonu ile Ca'?, cAMP ve tirozin
fosforilasyon yollar1 arasindaki etkilesim oldugu fikrini desteklemektedir (20). Bu sinyal
reaksiyonlart muhtemelen membran kolesterol sizintisi tarafindan tetiklenerek olusan

basamaklardir.

4.4.2.2. Lokositospermi

Semende bulunan c¢ogunlugu graniilositlerden olusan 16kositlerin agir erkek
infertilitesi vakalari ile iliskili oldugu gosterilmistir (55). Semende artan 16kosit miktar
lokositospermi olarak adlandirilir. Lokositospermi tablosunun sperm kalitesinde diisme,
hiperaktivasyonda azalma ve fonksiyon bozukluklarina yol actigi bilinmektedir (56).
Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tamimlamasima goére lokositospermi ortamdaki peroksidaz
pozitif 16kosit konsantrasyonunun mililitrede > 1x 10® olmas1 demektir (57).

Semendeki peroksidaz pozitif 16kositlerin orijini biiyiik dl¢lide prostat ve seminal
vezikiillerdir (56). Bunlarin semende baslica ROT iiretim kaynagi oldugu bulunmustur
(58). Aktive lokositlerin aktive olamayan l16kositlere oranla 100 kat fazla miktarda ROT
tirettigi tespit edilmistir (59). Lokositler ¢esitli inflamasyon ve enfeksiyon sebepleriyle de
aktive olabilmektedirler (60). Seminal 16kosit konsantrasyonu anormal yiiksekse l6kosit
kaynaklt ROT sperm harabiyeti olusturur (61). Bu durum seminal plazmanin igerdigi

yiiksek miktarda ROT temizleyicilerle engelenebilmektedir (62). Ancak 16kosit kaynakli
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ROT’nin sperm kapasitasyonu iizerine direk veya indirekt etkileri net olarak ortaya

koyulamamustir (37).

4.4.2.3. Sperm Hazirlama Teknikleri

Bir¢ok vakada spermler oksidatif strese maruz kalmakta ve bu durum DNA
hasarma sebep olmaktadir. Bunun sonucunda embriyo gelisiminde azalma, erken embriyo
olimii ve abortus gelisebilmektedir. Semendeki esas ROT kaynaginin 16kositler ve
morfolojik olarak anormal yapidaki spermler oldugu bilinmektedir. Canli spermleri, ROT
iireten spermlerden ve l0kositlerden miimkiin oldugunca g¢abuk uzaklastirarak, sperm
hazirlama teknikleriyle indiiklenen ROT nin etkisini mimimuma indirmek ¢ok énemlidir.
Sperm hazirlama teknigi olarak swim up, konsantrasyon, gradient santrifiij ve cam yiinii
filtrasyonu gibi bir¢ok yontem kullanilmaktadir (63). Cift gradientli santrifiij ve cam yiinii
filtrasyon yoOntemleri matiir spermleri immatiir olanlardan, hasar gormislerden ve
lokositlerden ayirmak igin uygun yontemlerdir (64). Medyumlara antioksidanlar ilave
edilerek santrifiijde spermlerin maruz kaldigi etkinin azaltilmasi amaglanmaktadir (65).
Sperm preparasyonunda pentoksifillin, glutatyon, N-asetil sistein ve albiimin gibi birgok

antioksidan ilavesi ROT’ ni temizleyici etki gostermektedir (66).
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5. MATERYAL VE YONTEM

5.1. KULLANILAN KiMYASALLAR

1) Aseton (Carlo Erba) 301511

2) Metanol (Reidel de Haén) 24229

3) Leucoscreen (FertiPro Belgika)

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 YONTEMLER

5.2.1. Calisma Gruplan

Calisma gruplari, yardimecr iireme teknikleri i¢in bagvuran hastalarin arta kalan ve
Spermiogram analizi i¢in basvuran ve arastirmaya katilmaya goniillii olan hastalardan
aliman semen orneklerinden olusturuldu. Kontrol grubu olarak normospermi degerlerine
sahip santrifiij ve swim-up ile hazirlanmis sperm Orneklerinde tirozin kinaz aktivitesi
immiinositokimyasal olarak belirlendi. Diger bir grupta, lokositospermili bireylerde,
l16kositlerce iiretilen yiiksek ROT’ne maruz kalan spermlerin tirozin kinaz aktivitesi
immiinositokimyasal olarak degerlendirildi. Lokospermi grubu da normospermi grubu gibi

sperm hazirlama tekniklerine bagli olarak iki alt gruba ayrildi.

5.2.2. Semen Toplanmasi

Semen Ornekleri normospermi (N=42), lokositospermi (n=21) (1 ml semende 1x
10° dan fazla sayida 1okositi olan vakalar), yas araligi 25 - 46 olan erkeklerden 2-5 giinliik
cinsel perhiz sonras1 mastiirbasyon ydntemiyle Fertijin UYTE merkezinde Diinya Saglik
Orgiitii’niin kriterlerine uygun olarak steril, genis agizli polipropilen kaplara alindi.

Orneklerin oda 1s1sinda 30 dakika likefiye olmasi beklendi (57).

5.2.3. Lokosit Konsantrasyonu Tespiti

Semen 6rneginde yuvarlak hiicre konsantrasyonunu belirlemek i¢in Makler sayim
kamarasina 10pl semen 6rnegi koyularak faz kontrast mikroskopta (Nikon E-400) X20
objektif ile sayim yapildi. Konsantrasyon milyon/ml olarak belirlendi. Hiicre
konsantrasyonu > 1x10° ise Leucoscreen (FertiPro Belcika) kiti ile boyanarak I6kositlerin
ayrimi yapildi. Hazirlanan reaktandan alinan 10ul’lik soliisyon ile 10ul likefiye olmus
semen Orne8i lam {lizerinde karistirildi ve iizerine lamel kapatilarak faz kontrast
mikroskopta (Nikon E 400) X40 objektifte 100 hiicre sayilarak kahverengi boyanan

l6kositlerle pembe boyanan diger yuvarlak hiicrelerin ylizdesi belirlendi. Bu yiizde
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yuvarlak hiicre konsantrasyonu ile ¢arpilarak milyon/ml olarak 16kosit konsantrasyonu
belirlendi (67).

5.2.4. Swim-Up Yontemi

Normospermi ve lokositospermi grubuna ait sperm parametreleri (say1, hareketlilik,
progresyon, aglutinasyon, yuvarlak hiicre ve morfoloji) makler chamber ile
degerlendirildikten sonra 15 ml falcon yuvarlak dipli tiiplerde iizerlerine 2 ml sperm
hazirlama medyumu konarak 37° C, % 5 CO; ve % 95 nem igeren Herause BBD 6220
inkiibatorde 2 saat siireyle 45° a¢1 ile yiizmeye birakildi (68).

Normospermi ve l6kositospermi vakalarinda spermlerin yiizmiis oldugu bolgeden
~ 10ul aliman 6rnek 12 mm c¢apindaki lameller iizerine ince bir tabaka halinde yayildi.
Kurumasi beklenen Ornekler 10 dakika siireyle - 20°C deki aseton ile fiske edildi.
Fiksasyona - 20°C deki metanolle 10 dakika boyunca devam edildi. Nunc 4 kuyucuklu

kiiltiir kaplarinda her bir kuyucuga bir lamel konularak immiin boyama i¢in hazirlandi.

5.2.5. Konsantrasyon Y éntemi

Lokositospermi ve normospermi vakalarinda swim up sonrasi kalan kisim Herause
labofuge 400 santrifiijde 300 g’de 10 dakika siireyle 15 ml’lik falcon yuvarlak dipli
tiplerde santrifiij edildi (57). Tiipiin tizerinde kalan kisim dokiilerek pellet kismindan
~ 10ul alman 6rnek 12 mm ¢apindaki lameller {izerine ince bir tabaka halinde yayildi.
Kurumasi beklenen ornekler 10 dakika siireyle - 20°C deki aseton ile fikse edildi  ve
fiksasyona - 20°C deki metanol ile 10 dakika boyunca devam edildi. Hazirlanan lameller
Nunc 4 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda her bir kuyucuga bir lamel olacak sekilde ayrildi. Her
bir kuyucuga hasta isimleri hangi grup 6rnegi oldugu, konsantrasyonu ve giiniin tarihi not
edildi.
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5.2.6. Immiinositokimyasal Boyama

Nunc 4 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda bulunan lameller rehidratasyon amaciyla PBS
(fosfat tampon ¢ozeltisi) soliisyonuyla yikandi. En son PBS alinarak non-immiin serumla
(Zymed histostain kit) 20 dakika siireyle bloking islemi uygulandi. Bloking sonrasi her bir
kuyucuga 1ul anti-fosfo tirozin primer (Neomarkers) antikor uygulamasi yapildi. Dortlii
kuyucuklarin ortasina 1slak pamuk yerlestirerek stre¢ film ile hava almasi engellenecek
sekilde kapland1 ve 4°C da 1 gece inkiibasyona birakildi. Primer antikorlar toplanarak
3 kez 5’er dakika siireyle PBS soliisyonuyla yikandi. Sekonder antikor olarak 20 dakika
stireyle biotin uygulamasi yapildi ve PBS yikamalar tekrarlandi. HRP (horse raddish
peroksidaz) streptavidin 20 dakika siireyle uygulandi ve takiben PBS yikamalar
tekrarlandi. Son yikama agamasinda aminoetilkarbazol kromojen hazirlandi ve son yikama
sonrasinda her bir kuyucuga kromojen koyularak karanlikta reaksiyon olusana kadar ~ 25
dakika inkiibe edildi. Spermlerde olusan reaksiyonlar Olmypus inverted mikroskop altinda
degerlendirilerek reaksiyon durduruldu ve hematoksilen ile zit boyama uygulandi. Cesme
suyu ile iki kez yikandiktan sonra daha 6nce % 70 lik alkol ile temizlenmis lamlar {izerine
tarih, isim ve hangi grup Ornegi oldugu yazilarak lameller kapatma soliisyonu ile
yapistirilarak kurumaya birakildi. Reaksiyon veren spermlerin tiim lamel tizerindeki total
spermlere orami almarak pozitif reaksiyon veren sperm yiizdesi hesaplandi. Ornekler

Olympus BX 50 151k mikroskobunda X 600 biiyiitmede fotograflandi.

5.2.7. Istatistiksel Degerlendirmeler

[statistiksel analiz igin SPSS 15.0 for Windows programi kullamldi. Analize 63
hasta dahil edildi. Kategorik degiskenler i¢in frekans tablolari, sayisal degiskenler igin
tanimlayict istatistikler (ortalama, std. sapma, ortanca, minimum, maksimum) sunuldu.
Gruplar arasi ortalama fark kontroliinde normal dagilim kosulu saglanmadigindan Mann
Whitney-U test teknigi kullanild1. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p degerinin 0,05 ten kiigiik

olmasit durumu olarak kabul edildi.
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6. BULGULAR

Calismamiza % 66,7’si (n=42) normospermi, %33,3’1 (n=21) 16kospermi olan 63
hasta dahil edildi. Streptavidin-biotin  peroksidaz  yontemiyle uyguladigimiz
immiinositokimya sonucu fosfo tirozin ekspresyonunun tiim gruplarda spermlerin kuyruk
bolgesinde lokalize oldugu tespit edildi. Spermlerin kuyrugunda izlenen aktivasyonun esas

parcalarda lokalize oldugu gozlendi (Resim 1).

Resim 1: Sperm kuyrugunda esas pargada lokalize immiin ekspresyon izlenmekte.
Hematoksilen, X 600.
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Hasta bazinda ekspresyon seviyelerinin bireysel farkliliklar gosterdigi izlendi. Bazi

vakalarda hi¢ ekspresyon yok iken bazilarinda yiiksek aktivasyon degerleri tespit edildi

(Tablol,2).

NORMOSPERMIi Swim-up Konsantrasyon
Ortalama % 1,88 2,78
Minimum 0 0
Maksimum 19,6 25,3

Tablo 1: Normospermili 6rneklerde fosfo tirozin kinaz ekspresyonu degerleri.

LOKOSPERMI Swim-up Konsantrasyon
Ortalama % 1,71 2,20
Minimum 0 0
Maksimum 10 19,63

Tablo 2: Lokospermili rneklerde fosfo tirozin kinaz ekspresyonu degerleri.
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Normospermili vakalarin swim-up yontemiyle hazirlanan 6rneklerde fosfo tirozin kinaz
ekspresyonu pozitif sperm sayisi yiizdesi ortalama 1,88+3,71 konsantrasyon yontemiyle
hazirlanan gruba ait Orneklerde ise ortalama 2,7845,27 olarak bulundu (Resim 2).
Santrifiije ve dolayisiyla reaktif oksijen tiirevlerine maruz kalan konsantrasyon grubunda

tirozin kinaz aktivitesinde bir artis izlenmesine karsin bu fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmadi.
2a
2c

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

yontemiyle (b-d) hazirlanmig spermlerde fosfo tirozin kinaz  ekspresyonu.

Hematoksilen, X 600.
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Lokospermili vakalarin swim-up yontemiyle hazirlanmis olan grubunda fosfo
tirozin aktivasyonu ortalamasi 1,71+3,02 konsantrasyon yontemiyle hazirlanan 6rneklerde
ise tirozin kinaz aktivasyonu gosteren sperm orani 2,20+4,67 olarak tespit edildi. 1ki grup

arasinda istatistiksel fark saptanmadi (Resim 3).

3a ‘ 3b

T

\\f\""’\“ 3d B

Resim 3: Lokospermili vakalarda swim-up yontemiyle (a-c) ve konsantrasyon yontemiyle

3c

(b-d) hazirlanmis spermlerde fosfo tirozin kinaz ekspresyonu. Hematoksilen, X600.
Normospermi ve lokospermili gruplarin swim-up ve konsantrasyon yodntemleri

kullanilarak ayn1 sekilde hazirlanmis sperm Orneklerinde aktivasyon degerleri

karsilastirildiginda da gruplar arasinda anlamli bir fark izlenmedi.
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7. TARTISMA

Spermlerin testislerde olgunlastiktan sonra epididimal matiirasyonlarini tamamlayip
ejekiilasyon sonucu viicut disina c¢ikmalari oositleri fertilize etme yetenegine sahip
olduklart anlamina gelmemektedir. Akrozom reaksiyonu ve fertilizasyon olusabilmesi
spermlerin disi genital sisteminde ilerlerken kazandiklar1 kapasitasyon yetenegine baglidir.
Ancak kapasitasyon yetenegi kazanan ve hiperaktivasyon gosteren spermler akrozom
reaksiyonunun  gelismesi  sonucu  oosit  fertilizasyonunu  gerceklestirebilirler.
Spermler, kendi genetik yapilarini oositin genetik yapisiyla birlestirerek yeni bir genotipin
olusumunu saglarlar. Spermler disi genital kanallarindan gegisleri sirasinda oositi fertilize
etme yetenegi ve ileri dogru hareket yetenegi kazanirlar. Bu durum zona pellusidaya
baglanma ve sonrasinda gelisen ekzositoz i¢in 6n kosuldur. Sperm kapasitasyonu sirasinda
birgok biyokimyasal olay ve membran yapisinin degisimi gergeklesir (54). Bu islemler
sirasinda membranin Kolesterol igerigi azalir ve iyonik membran gegirgenligi artar (69).
Bu durum membran hiperpolarizasyonuna dnciiliikk ederken hiicre i¢i pH, Ca*? ve CAMP
konsantrasyonlarinda artisa neden olur (70). Bunlara ilave olarak spermin kapasitasyon
altinda iken yiiksek oranda Siiperoksit iyonu irettigi ve tirozin fosforilasyonunun arttigi
bilinmektedir. Tirozin fosforilasyonunun degisik sperm aktiviteleri iizerindeki O6nemi
gosterilmistir. Motilitedeki modifikasyon bi¢imi genellikle kapasitasyon ile iligkili gegici
bir davranis tarzidir. Kapasitasyona ugramis spermlerin siiperoksit iyonu iretikleri ve
bunun sonucunda da insan spermlerinde tirozin fosforilasyonunu stimiile ettikleri
bildirilmistir (40). Spermin iirettigi siiperoksit iyonunun cAMP ve Ca*? diizenlemesi
altinda oldugu gosterilmistir. Bununla beraber kinaz ve fosfataz enzimlerinin sperm
fosfotirozin igeriginin diizenlenmesinde anahtar rol oynadigi anlasilmistir (18). Sperm
kapasitasyonu ve protein tirozin fosforilasyonunda ROT’larin rol oynadigi bilinmektedir.
Kapasite spermler tarafindan iiretilen siiperoksit iyonlar1 hidrojen peroksitle birlikte protein

2 un sperm protein

tirozin fosforilasyonunu stimiile etmektedir. Yapilan galismalar Ca”
fosforilasyonunda rolii oldugunu ancak spermlerin kapasite olamayacaklar1 kosullarda
mevcut hiicre dist Ca™ un protein tirozin fosforilasyonunda azalmaya neden oldugunu
bildirmektedir (17).

Mililitredeki bir milyon ya da {izerindeki peroksidaz pozitif 16kositin tespiti,

16kositospermi olarak adlandirilir (57). Lokositospermi sperm parametrelerini olumsuz
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etkilemesinin yani sira semende ROT olusumunun asiri artisina sebep olur. Sperm
siispansyonlarinda artan ROT nin sperm parametrelerini olumsuz etkiledigi bildirilmistir
ROT’nin yiiksek miktarlara ulasmasi da sperm tirozin kinaz aktivitesinin azalmasina ve
sperm kapasitasyonu ve akrozom reaksiyonunun olumsuz etkilenmesine neden olmaktadir
(35). Enfeksiyonlara bagl olarak artan 16kosit konsantrasyonu sonrasi spermler yiiksek
oranda ROT’nin olumsuz etkilerine maruz kalirlar. Sperm O&rneklerindeki yuvarlak
hiicrelerin tiimii 16kositlerden olusmamaktadir, erkek iireme sistemine ait dokulardan gelen
hiicrelerin semende bulunmasi ROT kaynagi olduklarin1 gostermemektedir. Bunlarin
ayriminin lokositler yoniinden peroksidaz pozitif olarak tespiti onemlidir. ROT nin sperm
tirozin kinaz aktivitesi lizerine etkilerini imminositokimyasal olarak incelendigimiz
calismamizda yardimer iireme teknikleri i¢in bagvuran hastalarin spermiogram testlerinde
peroksidaz pozitif yuvarlak hiicre konsantrasyonlar1 Imilyon/ml iizerinde olan hastalar
calismaya dahil edilmis. Profilaktik olarak antibiyotik kulanilan hastalar ¢aligma grubuna
dahil edilmemistir. Ayn1 zamanda yardimci tireme teknikleri i¢in sperm hazirlig
asamasinda  santrifiij uygulanan  konsantrasyon yontemi  sonrasinda  sperm
stispansiyonlarinda ROT nin uygulanan santrifiij islemine bagli olarak artmasi s6z konusu
olmaktadir (64,65). Santrifiij isleminin uygulanmadigi swim up yonteminde ise bu etki
olusmamaktadir. Fizyolojik kabul edilen diisiik diizeylerde ki ROT’nin sperm
fonksiyonlarini olumlu etkiledigi ancak artan konsantrasyonlarda sperm immobilizasyonu
ve Olime yol agtigi da bilinmektedir. Yapilan g¢alismalar, diisiik dozlardaki H,O, in
spermlerde adenil siklaz aktivasyonuyla cAMP’yi artirdigini ve PKA aktivasyonuyla
tirozin fosforilasyonuna yol agtigini  bildirmektedir (43). Disiik ve yiiksek
konsantrasyonlarda ROT’nin tirozin kinaz aktivasyonu tiizerindeki etkilerinin degistigi
bilindigi i¢in ¢aligmamizda, I6kosperminin kaynak olusturdugu ROT {iretiminin etkilerinin
yani sira semenin hem santrifiij uygulanmayan swim-up yontemi, hem de ROT iiretimine
neden olan santrifiij yontemiyle hazirlanmas: ile olusturulan iki alt grup olusturuldu.
Lokospermili bireylerden elde edilen sonuglar normospermili bireylerden alinan semen
orneklerinin ayni yontemlerle hazirlanan 6rneklerine ait fosfo tirozin immiin ekspresyon
sonuglartyla karsilastirildi. Immiin boyama sonuglarini degerlendirdigimizde tirozin kinaz
aktivasyonunun spermlerin kuyruk bdlgesinde esas parcada lokalize oldugu izlendi.
Mevcut ¢alismalar tirozin kinaz aktivasyonunun oncelikle esas par¢ada oldugunu ve esas

parcada gerceklesen ekspresyonu takiben orta parcada gelistigini bildirmektedir (16). Tiim
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gruplarda sperm kuyruklarinin esas parcalarinda immiin pozitif reaksiyon tespit etmemize
karsin bazi kaynaklar tirozin fosforilasyonunun tamamlanmis kapasitasyon ya da zona
pellusida fiizyonunu takiben arttigin1 ve akrozomal bolgede de gergeklestigini
bildirmektedir (19). Calisma grubunu olusturan bireylerde ekspresyon seviyelerinin
farkliliklar gosterdigi bazi bireylerde hi¢ immiin reaksiyon izlenmezken bazilarinda yiiksek
oranda immiin reaktif sperm bulundugu tespit edildi. Normospermili grupta
immiinpozitiflik oranlarinin ortalama degerleri alindiginda sperm hazirlama tekniklerinden
konsantrasyon yontemi uygulanan ve in-vitro olarak ROT artis1 olustugu kabul edilen
orneklerde aktivasyon oranmnin arttifi ancak bu artisgin  swim-up yOntemiyle
karsilastirildiginda anlamli olmadigi goriildii. Lokospermili grupta swim-up yontemiyle
hazirlanan sperm 6rneklerinde immiin reaktivite oraninin normospermili gruba gore ¢cok az
diisiis gosterdigi izlendi. ROT {iretiminin tirozin kinaz aktivitesini arttirdigi ancak asir
ROT iiretiminin bu aktivitede degisikliklere yol ac¢tigi mevcut ¢alismalarda bildirilmistir
(18-22). Arastirmamizi planladigimizda, in-vitro ortamlarda farkli konsantrasyonlarda
H20, ilave ederek hazirladigimiz deney gruplarinda tirozin kinaz immiin aktivitesi ve ROT
konsantrasyonu iligkisini degerlendirdigimiz 6n bir calisma gergeklestirdik. Tez
calismamiza dahil etmedigimiz 6n g¢alisma sonuglarinda fizyolojik sinirlarin tizerinde
yilksek ROT wvarliginin tirozin kinaz aktivitesini azalttigini ancak daha yiiksek ROT
konsantrasyonlarinda tirozin kinaz aktivitesinin yine artis gosterdigini gozlemledik. Bu
bilgilere paralel olarak 16kospermili grupta lokosit kaynakli mevcut yiiksek ROT’nin
tirozin kinaz aktivitesini az da olsa diislirdiigii, 16kospermili gruba artt ROT iiretimine
neden olacak santrifiijlii konsantrasyon yontemi uygulandiginda ise aktivasyonun yeniden
artis gosterdigi sonucuna varilmistir.

Elde etmis oldugumuz bulgularin sperm tirozin kinaz aktivitesinin lokalizasyonu ve
ROT ile iliskisinin tanimlanmasina bir katki sagladigini ancak bireysel farkliliklarin
aciklanabilmesi i¢in vaka sayilarmin artirilarak klinik anlamda da katki saglanabilmesi

amactyla ileri ¢alismalarla genisletilmesi gerektigini sdyleyebiliriz.
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8. SONUC

o Immiinositokimyasal olarak fosfo tirozin ekspresyonunun tiim gruplarda spermlerin
kuyruk bolgesinde ve esas pargada lokalize oldugu tespit edildi.

. Ekspresyon seviyelerinin bireysel farkliliklar gosterdigi izlendi.

. Normospermili vakalarda ROT {iretimine neden olan santrifiij isleminin sperm
orneklerinde fosfo tirozin ekspresyonunda artisa neden oldugu tespit edildi.

. ROT’nin semende en 6nemli kaynagi olan 16kosit igeren 16kospermili grupta olasi
yiiksek ROT degerlerinin fosfo tirozin ekspresyonunda azalmaya yol agtig1 izlendi.

o Lokospermili gruba uygulanan santrifiij islemine bagli olarak daha fazla arttig
diisiniilen ROT degerlerinin diismiis fosfo tirozin ekspresyonunu tekrar yiikselttigi
gozlendi.

o Tiim bulgular degerlendirildiginde belirli konsantrasyonda diisiik diizeylerde ortaya
¢ikan ROT’nin tirozin kinaz ekspresyonunu arttirdigi. Yiiksek ROT degerlerinin
belirli bir konsantrasyonda ekspresyonda azalmaya yol agarken asirt ROT

degerlerinin tirozin aktivasyonunu tekrar artirdigt sonucuna varildi.
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