
 
 

 

 

T.C. 

 

İSTANBUL MEDİPOL ÜNİVERSİTESİ 

 

SAĞLIK BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

 

YÜKSEK LİSANS TEZİ 

 

 

ERKEK İNFERTİLİTESİNDE OKSİDATİF STRESİN cAMP 

ARACILI PKA YOLAĞI PROTEİNLERİNE VE ICSI 

PARAMETRELERİNE ETKİSİNİN ARAŞTIRILMASI 

 

 

CEREN ERDEM ALTUN 

 

HİSTOLOJİ VE EMBRİYOLOJİ ANABİLİM DALI 

 

 

 

DANIŞMAN 

Dr. Öğr. Üyesi SEDA KARABULUT 

 

 

İSTANBUL-2020



 
 

 

 

T.C. 

 

İSTANBUL MEDİPOL ÜNİVERSİTESİ 

 

SAĞLIK BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

 

YÜKSEK LİSANS TEZİ 

 

 

ERKEK İNFERTİLİTESİNDE OKSİDATİF STRESİN cAMP 

ARACILI PKA YOLAĞI PROTEİNLERİNE VE ICSI 

PARAMETRELERİNE ETKİSİNİN ARAŞTIRILMASI 

 

 

CEREN ERDEM ALTUN 

 

HİSTOLOJİ VE EMBRİYOLOJİ ANABİLİM DALI 

 

 

 

DANIŞMAN 

Dr. Öğr. Üyesi SEDA KARABULUT 

 

 

İSTANBUL-2020



 
 

iv 

TEŞEKKÜR 

 

Yüksek lisans eğitim sürecimde, gerek eğitimimde gerek kişisel gelişimimde her 

anımda yanımda olup, beni yönlendiren, her daim daha iyi bir öğrenci ve daha iyi bir 

insan olmamı sağlayan, desteğini ve güvenini bir an olsun eksiltmeyen sayın danışman 

hocam Dr. Öğr. Üyesi Seda Karabulut’a sonsuz saygı ve teşekkürlerimi sunarım. 

 

Eğitim sürecimde destek ve katkılarıyla bu çalışmayı mümkün kılan anabilim 

dalı başkanımız sayın Doç. Dr. İlknur Keskin’e teşekkürlerimi bir borç bilirim. 

 

Tez sürecimde ve ders dönemlerimde her an yanımda olan, desteklerini her an 

hissettiğim Dr. Hilal Eren Gözel’e, A. Ahsen Kaplan’a, Benay Daylan’a, Ar. Gör. 

Bircan Kolbaşı’ya, Ar. Gör. Çağrı Çakıcı’ya ve ekip arkadaşlarıma çok teşekkür 

ederim. Tez yazımım ve iş hayatımdaki desteklerinden ötürü Emb. Pelin Kutlu’ya 

teşekkürlerimi sunarım. 

 

Bütün bu zorlu sürece birlikte göğüs gerdiğimiz, birlikte girdiğimiz bu yoldan 

çok daha güçlü çıktığımız can eşim Tansu Altun’a, hayatımın her alanında beni 

cesaretlendiren, düştüğümde elimi tutup kaldıran, beni bugünlere getiren çok kıymetli 

ailem Malka, Cemal ve Cem Erdem’e minnetlerimi sunarım. Son anda hayatımıza 

dahil olan daha yüzünü görmeden içimi titreten can parçam,  sevgili Burcu Alp ve Cem 

Erdem’in biricik kızı, canım yeğenim Nerissa Sue Erdem’e verdiği tarifsiz 

mutluluktan dolayı çok teşekkür ederim. İkinci ailem Resmiye – Ertürk Altun’a, 

sonsuz sevgi ve desteklerinden dolayı teşekkür ederim. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

v 

İÇİNDEKİLER 

                                                                       

TEZ ONAYI…………………………………………………………………….....ii 

BEYAN…………………………………………………………………………….iii 

TEŞEKKÜR/İTHAF……………………………………………………………...iv 

KISALTMALAR LİSTESİ …………………………………………………...….vııı 

TABLO LİSTESİ………………………………………………………………….ıx 

ŞEKİL LİSTESİ…………………………………………………………………...xıı 

1. TÜRKÇE ÖZET………………………………………………………………..15 

2. İNGİLİZCE ÖZET………………………………………………………..……17 

3. GİRİŞ VE AMAÇ………………………………………………………...…….19 

4. GENEL BİLGİLER…………………………………………………….. …......21 

4.1. İnfertilite……………………………………………………………………......21 

4.1.1. Erkek İnfertilitesi…………………………………………………………......21 

4.2. Oksidatif Stres………………………………………………………………….23 

4.2.1. Oksidatif Stres ve Erkek İnfertilitesi…………………………………………23 

4.2.2. Oksidatif Stres ve Semen Parametreleri……………………………………...28 

4.2.3. Oksidatif Stres ve ICSI Parametreleri……………………………………...…29 

4.3. Hücresel Sinyal İletim Mekanizmaları…………………………………………30 

4.3.1. cAMP Bağımlı PKA Yolağı…………………………...……………………..34 

4.4. Sperm Hücresinde cAMP Bağımlı PKA Yolağı…………………...…………...40 

4.5. Semendeki Oksidatif Stresin cAMP Bağımlı PKA Yolağına Etkisi………...….44 

5. MATERYAL VE METOT………………………….…………….……………48 

5.1. Etik Onayı……………………………………………………………………   48 

5.2. Hastaların Seçilmesi ve Sperm Örneklerinin Toplanması……………………..48 

5.3. Hasta Dışlama Kriterleri……………………………………………………….48 

5.4. Semen Örneklerinin Hazırlığı………………………………………………….49 

5.5.Oksidatif Stres Parametrelerinin Analizi……………………………………….49 

5.5.1.Total Oksidan Seviye Tespiti…………………………………………………49 

5.5.2.Total Antioksidan Seviye Tespiti……………………………………………..50 

5.6. Lipit Peroksidasyon Analizi……………………………………………………51 

5.6.1. Solüsyon Hazırlığı……………………………………………………………52 



 
 

vi 

5.7. Kromatin ve DNA Analizleri…………………………………………………...53 

5.7.1. DNA Fragmentasyon Analizi………………………………………………...53 

5.7.2. Kromatin Yapı Analizi………………………………………………………..54 

5.7.2.1. Solüsyon Hazırlığı………………………………………………………….55 

5.8.cAMP Bağımlı PKA Yolağı Analizleri…………………………………………55 

5.8.1.cAMP Analizi…………………………………………………………………55 

5.8.2.Proteinlerin (PKA ve p-PKA) İmmünohistokimyasal Analizi………………..58 

5.8.2.1. Kimyasal Hazırlığı………………………………………………………….61 

5.9. Sperm Parametrelerinin Analizi………………………………………………...62 

5.10. ICSI Parametrelerinin Analizi…………………………………………………66 

5.10.1. Oositin İndüklenmesi ve ICSI Prosedürü…………………………………...66 

5.10.2. Fertilizasyon ve Embriyo Gelişim Takibi…………………………………...67 

5.10.3. Embriyo Transferi ve Gebelik Değerlendirmesi…………………………….67 

5.11. İstatistiksel Analiz……………………………………………………………..71 

6. BULGULAR……………………………………………………………………..72 

6.1. Oksidatif Stres Parametreleri…………………………………………………...72 

6.1.1. Oksidatif Stres İndeksi (OSİ)…………………………………………………74 

6.1.2. Malondialdehit Analizi……………………………………………………….75 

6.1.3. Total Oksidan Seviye Analizi………………………………………………...77 

6.1.4. Total Antioksidan Seviye Analizi…………………………………………….78 

6.2. Kromatin ve DNA Parametreleri……………………………………………….80 

6.2.1. DNA Fragmentasyonu………………………………………………………..82 

6.2.2. Kromatin Bütünlüğü………………………………………………………….88 

6.3. cAMP Bağımlı PKA Yolağı Parametreleri……………………………………..94 

6.3.1. cAMP…………………………………………………………………………94 

6.3.2. PKA ve p-PKA……………………………………………………………….96 

6.4. ICSI Parametreleri…………………………………………………………….109 

6.5. Sperm Parametreleri…………………………………………………………...110 

7. TARTIŞMA VE SONUÇ……………………………………………………...112 

7.1. Oksidatif Stres Parametreleri………………………………………………….113 

7.1.1. Oksidaitf Stres İndeksi………………………………………………………113 

7.1.2. Lipit Peroksidasyonu……………………………………………………......114 



 
 

vii 

7.1.3. Toplam Oksidan Seviyesi…………………………………………………...116 

7.1.4. Toplam Antioksidan Seviyesi……………………………………………….117 

7.2. Kromatin ve DNA Parametreleri……………………………………………...120 

7.3. Sinyal Yolağı Parametreleri…………………………………………………...122 

8. KAYNAKLAR…………………………………………………………………125 

9. ETİK KURUL ONAYI………………………………………………………...144                                                                                          

10. ÖZGEÇMİŞ………………………………………………………………......147                                                                                                 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

viii 

KISALTMALAR 

 

DSÖ: Dünya Sağlık Örgütü (World Health Organization) 

ROT: Reaktif oksijen türleri 

mtDNA: Mitokondriyal DNA 

MDA: Malondialdehit 

TAS: Toplam antioksidan seviyesi 

TOS: Toplam oksidan seviyesi 

LPO: Lipit peroksidasyonu 

ORP: Oksidasyon – redüksiyon potansiyeli 

G Protein: Trimerik GTP bağlayıcı protein 

GTP: Guanozin trifosfat 

GDP: Guanozin difosfat 

ATP: Adenozin trifosfat 

cAMP: Halkasal adenozin 3’, 5’ monofosfat 

AC: Adenilat siklaz 

PKA: Protein kinaz A 

pPKA: Fosforlanmış protein kinaz A 

tmAC: Transmembran adenilat siklaz 

sAC: Çözünür adenilat siklaz 

PTP: Protein tirozin fosforilasyon 

PTK: Protein tirozin kinaz 

IUI: Aşılama (İntrauterin inseminasyon) 

ICSI: İntrasitoplazmik sperm enjeksiyonu 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ix 

TABLO LİSTESİ 

                                                                                                                                

Tablo 4.2.2.1 : Semen parametre değerleri DSÖ, 2010.…………………………….28 

Tablo 5.8.1.1 : Semen örneği dilüsyon hazırlığı…………………………………….57 

Tablo 5.8.1.2 : Solüsyon hazırlığı…………………………………………………...57 

Tablo 5.8.1.3 : Standart hazırlama…………………………………………………..57 

Tablo 6.1.1    : Oksidatif stres parametreleri istatiksel analizi………………………72 

Tablo 6.1.2   : Hastaların okunan oksidatif stres parametre değerleri………………73 

Tablo 6.1.1.1 : Oksidatif stres indeksinin, oksidatif stres parametreleri ve  

 DNA-kromatin parametreleri arasındaki ilişkinin  

 değerlendirilmesi…………………………………………………....74 

Tablo 6.1.1.2  : Oksidatif stres indeksi ile cAMP bağımlı PKA yolağı  

 parametreleri arasındaki ilişkinin 

 değerlendirildiği analiz……………………………………………...74 

Tablo 6.1.1.3. : Oksidatif stres indeksi ile ICSI parametreleri arasındaki  

 ilişkinin değerlendirildiği analiz…………………………………….74 

Tablo 6.1.1.4  : Oksidatif stres indeksi ile sperm parametreleri arasındaki  

 ilişkinin değerlendirildiği analiz…………………………………….75 

Tablo 6.1.2.1  : Malondialdehit analizinin oksidatif stres parametreleri ve  

 DNA-kromatin parametreleri arasındaki ilişkinin  

 değerlendirildiği analiz……………………………………………...75 

Tablo 6.1.2.2  : Malondialdehit analizi ile cAMP bağımlı PKA yolağı  

 parametreleri arasındaki ilişkinin değerlendirildiği analiz……….....76 

Tablo 6.1.2.3  : Malondialdehit analizi ile ICSI parametreleri arasındaki  

 ilişkinin değerlendirildiği analiz…………………………………….76 

Tablo 6.1.2.4  : Malondialdehit analizi ile sperm parametreleri arasındaki  

 ilişkinin değerlendirildiği analiz…………………………………….76 

Tablo 6.1.3.1  : Total oksidan seviyesinin, oksidatif stres parametreleri ve  

 DNA-kromatin parametreleri arasındaki ilişkinin  

 değerlendirildiği analiz……………………………………………...77 

Tablo 6.1.3.2  : Total oksidan seviyesi ile cAMP bağımlı PKA yolağı  

 parametreleri arasındaki ilişkinin değerlendirildiği analiz…...……..77 



 
 

x 

Tablo 6.1.3.3  : Total oksidan seviyesi ile ICSI parametreleri arasındaki  

 ilişkinin değerlendirildiği analiz……………………...……………..78 

Tablo 6.1.3.4  : Total oksidan seviyesi ile sperm parametreleri arasındaki  

 ilişkinin değerlendirildiği analiz………………...…………………..78 

Tablo 6.1.4.1  : Total antioksidan seviyesinin, oksidatif stres parametreleri ve  

 DNA-kromatin parametreleri arasındaki ilişkinin  

 değerlendirildiği analiz…………...…………………………………79 

Tablo 6.1.4.2  : Total antioksidan seviyesi ile cAMP bağımlı PKA  

 yolağı parametreleri arasındaki ilişkinin değerlendirildiği analiz..…79 

Tablo 6.1.4.3  : Total antioksidan seviyesi ile ICSI parametreleri arasındaki  

 ilişkinin değerlendirildiği analiz…………...………………………..79 

Tablo 6.1.4.4  : Total antioksidan seviyesi ile sperm parametreleri arasındaki  

 ilişkinin değerlendirildiği analiz…………………………………….80 

Tablo 6.2.1    : Kromatin ve DNA Parametreleri……………………………………80 

Tablo 6.2.2     : Hastaların DNA fragmentasyon ve kromatin bütünlüğü  

inceleme sonuçları…………………………………………………...81 

Tablo 6.2.1.1  : DNA fragmentasyonu analizinin oksidatif stres parametreleri  

ve kromatin bütünlüğü ile arasındaki ilişkinin  

değerlendirilmesi…………………………………………………….82 

Tablo 6.2.1.2  : DNA fragmentasyonu analizi ile cAMP bağımlı PKA  

yolağı arasındaki ilişkinin değerlendirildiği analiz………………….82 

Tablo 6.2.1.3  : DNA fragmentasyonu analizi ile ICSI parametreleri  

arasındaki ilişkinin değerlendirildiği analiz…………………………83 

Tablo 6.2.1.4  : DNA fragmentasyonu analizi ile sperm parametreleri  

arasındaki ilişkinin değerlendirildiği analiz…………………………83 

Tablo 6.2.2.1  : Kromatin bütünlüğü analizinin oksidatif stres parametreleri ve  

DNA fragmentasyonu ile arasındaki ilişkinin değerlendirilmesi……88 

Tablo 6.2.2.2  : Kromatin bütünlüğü analizi ile cAMP bağımlı PKA yolağı  

arasındaki ilişkinin değerlendirildiği analiz………………………….88 

Tablo 6.2.2.3  : Kromatin bütünlüğü analizi ile ICSI parametreleri arasındaki  

ilişkinin değerlendirildiği analiz……………………………………..89 

 



 
 

xi 

Tablo 6.2.2.4  : Kromatin bütünlüğü analizi ile sperm parametreleri  

arasındaki ilişkinin değerlendirildiği analiz…………………………89 

Tablo 6.3.1     : cAMP bağımlı PKA yolağı ortalama ekspresyon oranı istatiksel  

analizi………………………………………………………………..94 

Tablo 6.3.1.1  : cAMP analizi ile oksidatif stres parametreleri arasındaki  

ilişkinin değerlendirildiği analiz……………………………………..94 

Tablo 6.3.1.2  : cAMP analizinin DNA-kromatin parametreleri ve cAMP  

bağımlı PKA yolağı proteinleri arasındaki ilişkinin 

değerlendirildiği analiz……………………………………………....95 

Tablo 6.3.1.3  : cAMP analizi ile ICSI parametreleri arasındaki  

ilişkinin değerlendirildiği analiz……………………………………..95 

Tablo 6.3.1.4  : cAMP analizi ile sperm parametreleri arasındaki  

ilişkinin değerlendirildiği analiz……………………………………..95 

Tablo 6.3.2.1  : cAMP bağımlı PKA yolağının diğer parametrelerle  

ilişkinin değerlendirildiği analiz……………………………………..97 

Tablo 6.3.2.2  : cAMP bağımlı PKA yolağı proteinlerinin (PKA ve p-PKA) 

ekspresyon bölgelerinin ortalama oranları…………………………..98 

Tablo 6.4.1     : ICSI Parametrelerinin istatiksel analizinin 

                        değerlendirilmesi…………………………………………………...109 

Tablo 6.4.2     : ICSI parametrelerinin birbirleri ile ilişkilerinin 

                        değerlendirilmesi…………………………………………………...110 

Tablo 6.5.1      : Sperm Parametrelerinin istatiksel analizinin 

                           değerlendirilmesi…………………………………………………110 

Tablo 6.5.2     : Sperm parametrelerinin birbirleri ile ilişkinin  

                        değerlendirildiği analiz……………………………………………..111                                                          

 

 

 

 

 

 

 



 
 

xii 

ŞEKİL LİSTESİ 

 

Şekil 4.2.1.1.    : ROT kaynakları……………………………………….....................24 

Şekil 4.2.1.2.    : ROT’ un sperm fizyolojisindeki rolü………………………………25 

Şekil 4.2.1.3.    : Sperm hücresinde oluşan ROT hasarları…………………………..26 

Şekil 4.3.1.       : Hücre yüzey reseptörlerinin etki mekanizması…………………….31 

Şekil 4.3.2.       : Hücre yüzey reseptörleri…………………………………………..32 

Şekil 4.3.3.       : G-protein yapısı……………………………………………………33 

Şekil 4.3.4.       : Hücresel sinyal iletim yolakları……………………………………34 

Şekil 4.3.1.1.     : cAMP moleküler yapısı…………………………………………..35  

Şekil 4.3.1.2.    : cAMP sentezi……………………………………………………..37 

Şekil 4.3.1.3.    : PKA yapısı………………………………………………………..38 

Şekil 4.3.1.4.    : cAMP tarafından düzenlenen glikojen metabolizması…………...39 

Şekil 4.3.1.5.    : PKA aktivasyonu…………………………………………………40 

Şekil 4.4.1.       : Sperm hücresinde cAMP bağımlı PKA yolağının işlevi…………44 

Şekil 4.5.1.       : Protein tirozin fosforilasyonu ve kapasitasyon oluşumu…………45 

Şekil 4.5.2.        : Sperm hüresinde kapasitasyon ve hiperaktivasyon regülasyon....46 

Şekil 5.5.1.       : Oksidatif stres ölçüm kitleri………………………………….......50 

Şekil 5.6.1.       : Lipit peroksidasyon analizi işlem basamakları………………......52 

Şekil 5.7.1.1.    : DNA fragmentasyon analiz işlemi……………………………….54 

Şekil 5.7.2.1.    : Toluidin mavisi boyama işlemi sonrası sperm yaymaları………..55 

Şekil 5.8.2.1.     : İmmünohistokimyasal analiz basamakları………………………60 

Şekil 5.8.2.2.     : İmmünohistokimyasal analiz basamakları………………………61 

Şekil 5.9.1.       : Sperm Diff-Quick boyama………………………………….........64 

Şekil 5.9.2.       : Sperm Diff-Quick boyama…………………………………….....65 

Şekil 5.10.1.     : Metafaz II evresi………………………………………………....68 

Şekil 5.10.2.     : ICSI işleminden 1 gün sonra……………………………………..68 

Şekil 5.10.3.     : ICSI işleminden 2 gün sonra……………………………………..69 

Şekil 5.10.4.     : ICSI işleminden 3 gün sonra……………………………………..69 

Şekil 5.10.5.     : ICSI işleminden 5 gün sonra……………………………………..70 

Şekil 5.10.6.     : Mikroenjeksiyon işlemi…………………………………………..70 

 



 
 

xiii 

Şekil 6.2.1.1.    : Sperm hücrelerindeki DNA fragmentasyonu 

                           geliştirilmiş sperm kromatin yapı analizi tekniği…………………84 

Şekil 6.2.1.2.    : Sperm hücrelerindeki DNA fragmentasyonu 

    geliştirilmiş sperm kromatin yapı analizi tekniği………………....85 

Şekil 6.2.1.3.    : DNA fragmentasyonu < %30 olan 3 numaralı  

    hastaya ait ışık mikroskopik görüntü X100……………………….86 

Şekil 6.2.1.4.    : DNA fragmentasyonu < %30 olan 31 numaralı  

    hastaya ait ışık mikroskopik görüntü X100)………………………87 

Şekil 6.2.2.1.    : Sperm kromatin bütünlüğü Toluidin Mavisi boyama tekniği……..90 

Şekil 6.2.2.2.    : Toluidin Mavisi boyama tekniği…………………………………..90 

Şekil 6.2.2.3.    : 8 numaralı hastaya ait Toluidin Mavi  

    boyasının ışık mikroskopik görüntüsü X100)……………………..91 

Şekil 6.2.2.4.    : 26 numaralı hastaya ait Toluidin Mavi  

    boyasının ışık mikroskopik görüntüsü X100)……………………..92 

Şekil 6.2.2.5.    : 40 numaralı hastaya ait Toluidin Mavi  

    boyasının ışık mikroskopik görüntüsü X100)……………………..93 

Şekil 6.3.1.1     : cAMP standart kalibrasyon eğrisi…………………………………96 

Şekil 6.3.2.1.    : cAMP bağımlı PKA yolağı proteinlerinin  

                            (PKA ve p- PKA) ekspresyon oranlarının bölgesel dağılımı……..99 

Şekil 6.3.2.2.    : PKA proteinin immünohistokimyasal analizi……………………..100 

Şekil 6.3.2.3.    : PKA proteinin immünohistokimyasal analizi……………………..101 

Şekil 6.3.2.4.    : PKA proteinin immünohistokimyasal analizi……………………102 

Şekil 6.3.2.5.    : Sperm hücresinin boyun bölgesindeki PKA  

    protein ekspresyonunun ışık mikroskopik görüntüsü X100……..103 

Şekil 6.3.2.6.    : Sperm hücresinin kuyruk bölgesindeki PKA  

    protein ekspresyonunun ışık mikroskopik görüntüsü X100……..103 

Şekil 6.3.2.7.    : Sperm hücresinin akrozom bölgesindeki PKA  

    protein ekspresyonunun ışık mikroskopik görüntüsü X100……..104 

Şekil 6.3.2.8.    : p-PKA proteinin immünohistokimyasal analizi………………….104 

Şekil 6.3.2.9.    : p-PKA proteinin immünohistokimyasal analizi………………….105 

Şekil 6.3.2.10.  : p-PKA proteinin immünohistokimyasal analizi….………………106 

Şekil 6.3.2.11.  : p-PKA proteinin immünohistokimyasal analizi…….……………107 



 
 

xiv 

Şekil 6.3.2.12.  : Membran, ekvatoryal ve akrozom bölgelerindeki p-PKA  

    proteinin ekspresyon görüntüsü………………………………….108 

Şekil 6.3.2.13.  : Baş anterior bölgesindeki p-PKA protein ekspresyonu………….108 

 

 

 



 
 

15 

1. ÖZET 

ERKEK İNFERTİLİTESİNDE OKSİDATİF STRESİN cAMP ARACILI 

PKA YOLAĞI PROTEİNLERİNE VE ICSI PARAMETRELERİNE 

ETKİSİNİN ARAŞTIRILMASI 

 

İnfertilite, çiftlerin en az 1 yıl süre ile korunmasız ve düzenli cinsel ilişkiye rağmen 

gebelik elde edilememesi olarak tanımlanmaktadır (DSÖ, 2010). Toplumun 

~%15’inde görülen infertilite sorunu ile karşılaşan çiftler yardımla üreme tekniklerine 

başvurmakta ve ancak bu yolla gebelik sağlanabilmektedir. Oksidatif stresin, birçok 

hastalığın etiyolojisinde rol oynadığı gibi infertilitede de etkisi olduğu bilinmektedir. 

Sperm hücrelerinin fertilizasyon sürecinde (hiperaktivasyon, kapasitasyon) rol 

oynayan yolaklardan biri de cAMP bağımlı PKA yolağıdır. Çalışmamızda, seminal 

plazmada belirlenen oksidatif stres parametrelerinin sperm hücreleri üzerine hücresel, 

genetik ve fonksiyonel etkilerini ve bu spermler kullanılarak yapılan bir tüp bebek 

(ICSI) tedavisinde, tedavinin başarı ölçütlerine etkileri araştırılmıştır. Çalışmamıza, 

tüp bebek merkezine başvuran 40 çiftin erkek partnerlerinin semen parametreleri, 

oksidatif stres değerleri (TOS, TAS, MDA), DNA fragmentasyonu ve kromatin 

bütünlüğü değerleri, cAMP düzeyleri, PKA ve p-PKA proteinlerinin ekspresyon 

seviyeleri ve hücresel lokasyonları ve bu spermler kullanılarak yapılan bir ICSI 

tedavisi sonrası ICSI parametreleri araştırılmıştır. Oksidatif stresin ölçütlerinden biri 

olan MDA’nın, cAMP bağımlı PKA yolağı ile (p= 0,008) ve kromatin yapısı (p=0,607) 

ve DNA Fragmentasyonu (p=0,037) ile ilişkili olduğu belirlenmiştir. TAS düzeyi ile 

sperm motilitesi (p=0,047) ve blastosist gelişim oranı (p=0,023) arasında, TOS düzeyi 

ile de spermin progresif motilite oranı (p=0,053) arasında anlamlı ilişki bulunmuştur. 

PKA seviyesi ile progresif sperm motilitesi arasında anlamlı bir ilişki belirlenmiş 

(p=0,056), bu proteinin aktive formu olan p-PKA ile de fertilizasyon oranı arasında 

ilişkili belirlenmiştir (p=0,023). Bulgularımız doğrultusunda semendeki oksidatif 

stresin, cAMP aracılı PKA yolağını aktive ettiği, bu yolağın sperm DNA’sı ve 

kromatin yapısını bozduğu, ve sperm motilitesi ve ICSI sonrası fertilizasyon oranlarını 

düşürdüğü sonucuna ulaşılmıştır. Konu ile ilgili yapılacak kapsamlı çalışmalara ihtiyaç 

vardır.  
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2. ABSTRACT 

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF OXIDATIVE STRESS ON 

CAMP-MEDIATED PKA PATH PROTEINS AND ICSI PARAMETERS IN 

MALE INFERTILITY 

 

Infertility is defined as the couples' inability to achieve pregnancy despite unprotected 

and regular sexual intercourse for at least 1 year (WHO, 2010). Couples who encounter 

infertility problem, which is seen in ~ 15% of the society, attend to assisted 

reproductive techniques and pregnancy can only be achieved by this way. Oxidative 

stress is known to play a role in the etiology of many diseases as well as in infertility. 

One of the pathways that play a role (hyperactivation, capacitation) in the fertilization 

process of sperm cells is the cAMP-dependent PKA pathway. In our study, the cellular, 

genetic and functional effects of oxidative stress in seminal plasma on sperm cells and 

the effects of treatment on success rates in an in vitro fertilization (ICSI) treatment 

using these sperms were investigated. In our study, the semen parameters, oxidative 

stress values (TOS, TAS, MDA), DNA fragmentation and chromatin integrity values, 

cAMP levels, expression levels and cellular locations of PKA and p-PKA proteins of 

male partners of 40 couples who applied to the IVF center, and ICSI parameters were 

investigated after an ICSI treatment. It was determined that MDA, one of the criteria 

of oxidative stress, is associated with the cAMP-dependent PKA pathway (p = 0.008) 

and chromatin structure (p = 0.607) and DNA Fragmentation (p = 0.037). A significant 

relationship was found between TAS level and sperm motility (p = 0.047) and 

blastocyst growth rate (p = 0.023), and between TOS level and progressive motility 

rate of sperm (p = 0.053). A significant correlation was found between PKA level and 

progressive sperm motility (p = 0.056), and a relationship between p-PKA, the 

activated form of this protein, and fertilization rate (p = 0.023). According to our 

findings, we may conclude that oxidative stress in semen activates the cAMP-mediated 

PKA pathway, this pathway disrupts the sperm DNA and chromatin structure, and 

reduces sperm motility and fertilization rates after ICSI. More studies are needed to 

provide more evidence to the subject. 
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Key words: cAMP/PKA pathway, DNA fragmantation, ICSI parameters, 
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3. GİRİŞ VE AMAÇ 

 

İnfertilite, çiftlerin en az 1 yıl süre ile korunmasız ve düzenli cinsel ilişkiye 

rağmen gebelik elde edilememesi olarak tanımlanmaktadır (DSÖ, 2010). Toplumun 

~%15’inde görülen ve her geçen gün insidansı hızla artan infertilite, günümüzün 

önemli sağlık sorunlarından biri haline gelmiştir. İnfertilite ile karşılaşan çiftler 

yardımla üreme tekniklerine başvurmakta ve ancak bu yolla gebelik 

sağlanabilmektedir. İnfertilite tedavisi ve yardımla üreme tekniklerinde başarı olarak 

adlandırılan gebelik ve sağlıklı doğum birçok parametreye bağlı olmakla birlikte, 

başarı şansı günümüzde ortalama %40 civarında olup bu oranın yükseltilmesi birçok 

çalışmaya konu olmaktadır [1]. 

 

Erkek kaynaklı infertilite tanısında, DSÖ’nün oluşturduğu rehber doğrultusunda 

semen analizi gold standart olarak kullanılmakta, konsantrasyon, motilite ve morfoloji 

gibi sperm parametreleri belirlenerek erkek üreme potansiyeli belirlenmeye 

çalışılmaktadır [2]. Ancak semen analizi birçok erkek infertilite vakasını predikte 

etmekte yetersiz kalmakta ve sperm fonksiyonu ile ilgili bilgi verememektedir [3]. 

Bunun sonucu olarak infertilite ile karşı karşıya kalan erkeklerin yaklaşık %50’sine 

sorunun nedeni ile ilgili bir tanı koyulamamakta ve bu hastalar açıklanamayan 

infertilite grubu olarak sınıflandırılmaktadır [4]. Bu durumu açıklamak üzere sperm 

fonksiyonunu belirlemeye ve problemin etiyolojisini bulmaya yönelik yapılan 

araştırmalar, oksidatif stresin erkek infertilite patogenezinde önemli payı olduğunu 

göstermiştir [5-8]. 

 

Oksidatif stresin birçok hastalığın etiyolojisinde rol oynadığı gibi infertilitede de 

etkisi olduğu bilinmektedir [9]. Oksidatif stres çeşitli iç ve dış etkenler nedeniyle 

reaktif oksijen türleri ve antioksidan mekanizmalar arasındaki dengenin bozulması 

sonucunda ortaya çıkan bir durum olarak tanımlanmaktadır [10]. Bir veya daha fazla 

eşlenmemiş elektron içeren, stabil olmayan, yüksek enerjili atom veya moleküllere, 

serbest radikaller denmektedir. Serbest radikaller yüksek derecede reaktif özellik 

göstermelerinden dolayı lipitleri, amino asitleri ve karbonhidratları oksitleyebilmekte 

ve DNA mutasyonlarına yol açabilmektedir [11]. ROT (Reaktif Oksijen Türleri) 
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üretimi ve antioksidan savunma yeteneği arasında bir dengesizlik oluştuğunda 

meydana gelen oksidatif stres, sperm canlılığını, motilitesini ve döllenme potansiyelini 

olumsuz etkileyebilmektedir, bu durum, fertil erkek kontrollerle karşılaştırılan infertil 

erkek semen örneklerindeki anlamlı yüksek ROT seviyeleri bulunan çalışmalarda 

gösterilmiştir [9]. 

 

ROT, spermde olgunlaşma, aktivasyon, kapasitasyon ve akrozomal reaksiyon 

gibi fonksiyonel yeterliliğini kazanması için gerekli olan bir uyarıcıdır [12]. Spermde 

bulunan ROT, adenilat siklazı uyararak cAMP üretimini indüklemektedir. Sentezlenen 

cAMP ise PKA molekülünü aktive etmektedir [13]. Aktif hale geçen PKA, tirozin 

kinazların aktivasyonu ve/veya protein fosfatazların inhibisyonuyla protein 

fosforilasyonunu arttırmaktadır. Artmış protein fosforilasyonu kapasitasyonu 

uyarmaktadır [14].  

 

Fertilite ve infertilitenin, erkek gamet hücresi olan spermin kalitesi (morfolojik, 

genetik, yapısal ve fonksiyonları) ile direkt ilişkili olup tüp bebek başarı ölçütlerini 

(fertilizasyon oranı, embriyo gelişim oranı, embriyo kalitesi, gebelik oranı, 

implantasyon oranı ve devam eden başarı oranları vb.) etkileyebileceği gösterilmiştir 

[15-17]. Ancak, gerek normal fertilite süreci gerekse infertilite etiyolojisinde oksidatif 

stresin rolü, etkileri ve moleküler mekanizması tam olarak bilinmemektedir. Oksidatif 

stresin ICSI parametrelerine etkisi ile ilgili ise literatürde sadece bir çalışma olup, bu 

çalışmada fertilizasyonu olumsuz etkilediği iddia edilmiştir [18]. 

 

Çalışmamızda, seminal plazmada belirlenen oksidatif stres parametrelerinin 

sperm hücreleri üzerine hücresel, genetik ve fonksiyonel etkilerini ve bu spermler 

kullanılarak yapılan bir tüp bebek (ICSI) tedavisinde, tedavinin başarı ölçütlerine 

etkileri araştırılarak erkek infertilite patogenezinde önemli rolü olan seminal oksidatif 

stresin etkilerinin kapsamlı olarak analiz edilmesi amaçlanmıştır. 
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4. GENEL BİLGİLER 

4.1. İnfertilite 

 

İnfertilite, Dünya Sağlık Örgütü’nün 2010 yılında güncel olarak belirlediği 

tanıma göre, çiftlerin en az 1 yıl süre ile korunmasız ve düzenli olarak cinsel ilişkiye 

girmesine rağmen gebeliğin oluşmaması durumudur. Son dönemlerde çiftlerin 

yaklaşık %15’inde görülebilen [19] ve insidansı büyük bir hızla artmakta olan 

infertilite, ciddi bir sağlık sorunu olarak kabul edilmektedir. Düzenli ve korunmasız 

cinsel ilişki yaşayan çiftlerin yaklaşık %85’i, ilk 1 yıl içerisinde çocuk sahibi 

olabilmektedir. Üçüncü yıldan sonra bu oran %25’lere kadar düşebilmektedir. Dünya 

genelinde infertilite vakalarının, yaklaşık %40'ı kadın, %40'ı erkek [20] ve %10'u hem 

kadın hem erkek kaynaklı olabilmektedir. Diğer %10-15'lik grup, açıklanamayan 

infertilite olarak kaydedilmektedir.  

 

Kadın ve erkeğe ait problemlerin önemine ve ilişkili faktörlere bağlı olarak 

çiftlere, intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu tedavisi uygulanmaktadır. Ancak gerek 

başarısızlık ihtimali barındırdığından, gerekse tedavi sürecindeki güçlüklerden dolayı 

hastalar maddi ve manevi olarak yıpranabilmektedir. Tüp bebek tedavisinin 

günümüzdeki bildirilen başarı oranı yaklaşık %40’tır. İnfertilite kliniklerine tedavi için 

başvuran hastalardan, öncelikli olarak FSH, LH, E2, progesteron, prolaktin ve 

testosteron gibi hormon tetkikleri istenmekte, kadın üreme kanallarındaki ve sperm 

taşıyıcı kanal ve organlara ait anatomik bozukluklar araştırılmakta, DSÖ’nün 

belirlediği semen parametrelerine göre semen analizi yapılmaktadır.   

 

4.1.1. Erkek İnfertilitesi 

 

İnfertilite kaynaklarına bakıldığında %40’lık bir orana sahip olan erkek nedenli 

infertilitenin altında yatan mekanizma, bütünüyle aydınlatılamamıştır [21,22]. Bilinen 

nedenler arasında; spermatogenez (sperm oluşumu) sırasında meydana gelebilecek 

hasarlar, hormonal bozukluklar ve genetik hastalıklar sayılabilmektedir.   
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Bunlardan başka, sosyal yaşam kaynaklı oksidatif strese neden olabilecek sigara, alkol 

veya uyuşturucu kullanımı, radyasyon maruziyeti, stres gibi faktörler de 

sıralanabilmektedir [23]. 

 

İnsan genomunun %10’u üreme ile ilgili bulunmuştur [24]. Bu bilgi ışığında, 

erkek fertilitesini etkileyen genetik bir mutasyonun diğer fizyolojik süreçlere de etkisi 

olabileceği düşünülmektedir. Örneğin non-obstrüktif azoospermi hastalarında, DNA 

hasar onarım mekanizmalarında ve hücre döngüsünün düzenlenmesinde hata 

oranlarının daha fazla olduğuna ve azoospermik hastalarda kanser oranlarının daha 

yüksek olduğuna dair çalışmalar bulunmaktadır [25]. Yine Klinefelter sendromuna 

sahip hastalarda kardiyovasküler hastalıklar insülin direnci ve kanser çeşitlerinden 

özellikle erkek meme kanseri riskinde artış olduğu gözlenmektedir [26-28]. Klinefelter 

sendromu, 47,XXY genotipinin primer hipogonadizmin şeklinde ifadesidir ve erkek 

infertilitesine/subfertilitesine neden olduğu bilinmektedir.  

 

Öte yandan, erkek fertilitesini etkileyebilecek akut ve kronik hastalıkların 

başında, retrograd ejakülasyona neden olabilen diyabet, luteinize edici hormonda (LH) 

azalmaya ve testosteronun östrodiole dönüşmesine sebep olarak testosteron 

seviyesinde ve sperm konsantrasyonunda azalmaya neden olabilen obezite sayılabilir 

[29]. Hastanın maruz kaldığı herhangi bir travma, gonadotropin salınımını 

baskılayarak sperm üretimini etkileyebilmekte, bu etki travmadan 1-3 ay sonra 

parametrelere yansımaktadır.   

 

Ergenlik sonrası geçirilmiş bir kabakulak hastalığı, testiste atrofiye, epididim 

veya vas deferenste yara dokusu oluşumuna veya tıkanıklığa neden olabilmektedir 

[29]. Yine birçok kronik hastalığın, altta yatan sebeplerden biri olan yaşam şekli, erkek 

infertilitesinin de altta yatan sebeplerden biri olarak sayılabilir. Etki şekli tam olarak 

aydınlatılamamış olsa da psikolojik stres, sigara, alkol ve uyuşturucu gibi madde 

bağımlılıklarının, yukarıda da belirtildiği gibi, semen hacminin azalmasına, sperm 

konsantrasyonu sayısında düşüklüğe, sperm motilite ve morfolojisine olumsuz etki 

ettiğine dair çalışmalar bulunmaktadır [30]. 
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4.2. Oksidatif Stres 

 

Hücresel metabolizmanın bir ürünü olarak mitokondride, moleküler oksijenden 

üretilen reaktif oksijen türleri, serbest radikaller ve non-radikallerden oluşmaktadır.  

Bir veya daha fazla eşlenmemiş elektron içeren, stabil olmayan, yüksek enerjili atom 

veya moleküllere, serbest radikaller denmektedir. Eşlenmemiş elektron içeren kararsız 

yapıdaki atom veya moleküller kararlı hale gelebilmek için diğer bileşiklerin 

elektronlarıyla birleşerek oksidasyona neden olabilmektedirler. Bu şekilde meydana 

gelmiş olan serbest radikaller, yüksek derecede reaktif özellik göstermelerinden dolayı 

lipitleri, amino asitleri ve karbonhidratları oksitleyebilmekte ve DNA mutasyonlarına 

yol açabilmektedir [11]. 

 

Reaktif oksijen türleri, eşleştirilmemiş elektronlarla donatılmış oksijen veya 

azottan türetilmiş moleküller dizisi olmakla birlikte, hücre metabolizması ve çeşitli 

hücresel fonksiyon işlemleri sırasında üretilen yan ürünlerdir [31]. Oksidatif stres, 

ROT üretimi ve antioksidan savunma yeteneği arasında bir dengesizlik oluştuğunda 

meydana gelmektedir. Oluşan dengesizlik sonucu artmış olan oksidatif stres, sayısız 

hastalıkta önemli rol oynamaktadır. Bu hastalıklar başında kanser [32], vasküler 

hastalıklar, yüksek kolesterol [33], hipertansiyon, Parkinson, Alzheimer, diyabet ve 

böbrek hastalıkları gelmektedir. 

 

4.2.1. Oksidatif  Stres ve Erkek İnfertilitesi 

 

Sperm hücrelerinin içerisinde bulunduğu seminal plazma, sperm hücrelerini 

besleyen bir ortam sunmaktadır. Seminal plazmanın içerisinde sperm hücreleri 

dışında, lökositler, olgunlaşmamış germ hücreleri, sertoli hücreleri gibi farklı hücreler 

de bulunmaktadır [34]. Lökositler, enfeksiyon ve inflamasyon durumunda aktif hale 

gelen savunma sistemi hücreleridir. Aktif haldeki lökositler seminal plazmadaki ROT 

miktarını arttırmaktadır [35]. DSÖ’nün yapmış olduğu tanıma göre, ejakülattaki 

lökosit konsantrasyonu mililitrede 1×106 seviyesinin üzerine çıktığında lökositospermi 

oluşmaktadır. Lökositospermi durumu, sperm hücrelerinin ROT üretimini 

arttırmaktadır [36]. Olgunlaşmamış sperm hücreleri, anormal baş morfolojisi ve 
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sitoplazmik retansiyon ile karakterizedir. Sperm olgunlaşması sırasında fazlalık olan 

sitoplazma uzaklaştırılamadığında, serbest radikal oluşumu gözlenir [37]. Bu durum, 

olgunlaşmamış sperm hücrelerinin, ROT kaynaklarından biri olduğuna işaret 

etmektedir [38]. Endojen ROT kaynaklarından bir diğeri olan sertoli hücrelerinin de, 

ROT aracılı spermatogenez sürecinde rol aldığı düşünülmektedir [39]. 

 

Varikosel, enfeksiyon, kriptorşidizm, obezite, kanser, radyasyon, sigara, alkol, 

uyuşturucu, iyonlaştırıcı radyasyon ve yüksek sıcaklığa maruz kalma, çevre kirliliği 

gibi birçok etken oksidatif strese katkıda bulunan faktörler arasında sayılabilmektedir 

[40,41]. 

 

Yapılan çalışmalarda sağlıklı fertil kontrollerle karşılaştırılan idiopatik infertil 

erkek hastalarında, antioksidanlara kıyasla yüksek miktarda seminal ROT miktarı 

gözlenmiştir. [42]. ROT ve antioksidanlar arasındaki bu bozulmuş denge, oksidatif 

strese ve sonucunda erkek infertilitesine neden olabilmektedir. 

 

 

 

Şekil 4.2.1.1: ROT kaynakları. (Dutta S., 2019) 

 

 

Sperm hücresi, motilite için ihtiyacı olan enerjiyi sağlamak üzere, bol miktarda 

mitokondri içermektedir. Hücredeki ROT’nin ana kaynağının mitokondri olması 

sperm hücresindeki ROT miktarını arttırmaktadır [43]. Oksidatif stres, ROT üretimi 

ve antioksidan savunma yeteneği arasında bir dengesizlik olarak tanımlanmakta ve 

açıklanamayan erkek infertilitesinin patofizyolojisinde klinik bir öneme sahip olduğu 

düşünülmektedir [10]. Semen örneğinde sperm hücresi tarafından üretilen fizyolojik 
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miktardaki ROT, hücre içi sinyal yolaklarını düzenleyerek kapasitasyon, 

hiperaktivasyon, akrozomal reaksiyon ve spermatozoon-oosit füzyonu gibi 

fonksiyonel süreçler için gereklidir (Şekil: 4.2.1.2). ROT artışının yüksek ve 

antioksidan kapasitesinin düşük olduğu yani oksidasyon-redüksiyon dengesinin 

bozulduğu durumlarda oluşan oksidatif stres ise oksidatif hasara neden olmaktadır 

[43,44]. Oluşan oksidatif stres, sperm canlılığını, motilitesini ve döllenme 

potansiyelini olumsuz etkileyebilmektedir, bu durum, fertil erkek kontrollerle 

karşılaştırılan infertil erkek semen örneklerindeki anlamlı yüksek ROT seviyeleri 

bulunan çalışmalarda gösterilmiştir [9]. 

 

 

 

Şekil 4.2.1.2: ROT’un sperm fizyolojisindeki rolü (Dutta S., 2019) 

 

 

Sperm hücresi, antioksidanların bol miktarda bulunduğu sitoplazma bakımından 

fakir, hücre onarım sistemleri bakımından da az gelişkindir, plazma membranında 

bulundurduğu kolesterol ve çoklu doymamış yağ asitleri nedeniyle de ROT’ne karşı 

oldukça hassas olabilmektedir [45]. Patolojik seviyede bulunan ROT miktarının insan 

spermindeki DNA (hem mitokondriyal hem de nükleer genom), protein, lipit gibi 

yapılarda ciddi hasarlara neden olduğu bilinmektedir [46] (Şekil 4.2.1.3). 
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Şekil 4.2.1.3: Sperm hücresinde oluşan ROT hasarları. (Dutta S., 2019) 

 

 

Patolojik miktardaki ROT, DNA’ daki fosfodiester omurgalara saldırarak DNA 

fragmantasyonuna ve bunun sonucunda anormal sperm parametrelerine neden 

olabilmektedir [47]. Ayrıca yüksek seviyedeki ROT miktarı, düzensiz veya artmış 

apoptotik sinyallere neden olarak da dolaylı olarak DNA fragmentasyonuna yol 

açmaktadır [48]. ROT, sitokrom C salgılayan iç ve dış mitokondriyal membranları 

bozabilmekte ve salgılanan sitokrom C, apoptotik kaspazları aktive edebilmektedir 

[49]. DNA hasarı ve anormal kromatin paketlenmesi sonucunda embriyonun 

fertilizasyon sonrası gelişimi, olumsuz etkilenir, embriyoda bölünme ve sonrasında da 

gebelik oranlarında azalmaya neden olabilmektedir. Mitokondriyal DNA (mtDNA), 

mitokondrilerin içinde yer alan küçük, dairesel bir DNA türüdür. mtDNA, oksidatif 

fosforilasyon ve ATP üretiminde çok önemli rol oynamaktadır. Ayrıca mtDNA’ nın 

mutasyon oranı, nükleer DNA'nınkinden iki kat fazladır. Bu özelliğinden dolayı daha 

fazla sayıda sperm hücresinde hasarlı mitokondri bulunmakta, bu hücreler tam 

apoptoza girememekte ve hasar görmüş DNA'ya sahip bu spermler, ejaküle olmaktadır 

[50].  
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              ROT ayrıca, lipit peroksidasyonu ve mtDNA mutasyonları aracılığı ile de 

enerji üretimini inhibe etmektedir, bu inhibisyon etkisi ile sperm motilitesinde 

azalmaya neden olabilmektedir [51]. 

 

 Sperm hücresinin plazma membranında, metilen grupları arasında konjuge 

edilmemiş çift bağlara sahip çoklu doymamış yağ asitleri (PUFA) bulunmaktadır. 

Metilen grubuna yakın çift bağ, karbon-hidrojen bağının gücünü azaltmaktadır. Bu 

durum hidrojeni, oksidatif stres hasarına karşı hassas hale getirmektedir. Sperm 

hücresindeki redoks dengesi bozulup ROT miktarı arttıkça, sperm plazma 

membranının yağ asitlerinin çoğunluğu erimekte ve membran akışkanlığının 

azalmasına neden olan lipit peroksidasyonuna neden olabilmektedir. Hücredeki 

peroksidatif hasar, lipit peroksidasyonunun biyokimyasal belirteci olan malondialdehit 

analizi ile gösterilebilmektedir. Lipit peroksidasyonunun membran fonksiyonları ve 

membran bütünlüğünün kaybına neden olduğu, yapılan çalışmalarla gösterilmiştir 

[52,53].  

 

Spermatogenez, pubertede başlayıp erkek hayatı boyunca devam eden bir 

süreçtir. Sperm üretimi sürekli gerçekleşse de ilerleyen yaşla birlikte seminal 

plazmadaki antioksidan miktarı gittikçe azalmakta, bu da oksidasyon-redüksiyon 

dengesini bozarak oksidatif strese neden olabilmektedir [54,55].  

 

Oksidatif stres ölçümü için çeşitli yollar geliştirilmiştir. Seminal plazmadaki 

hücre dışı ROT miktarını ölçebilen ‘Kemilüminesan ROT Testi’ bunlardan biridir 

[56]. Semen içindeki total antioksidan kapasitesini ölçen ‘TAK (Total Antioksidan 

Kapasitesi) testi’ bir diğeridir [57]. ROT-TAK testinde ise iki değişkenin indeksi 

oluşturulmaktadır [58]. MDA testi ile lipit peroksidasyon düzeyi belirlenebilmekte, bu 

da oksidatif stres durumuna işaret etmektedir [59]. ORP testi, oksidan ve 

antioksidanları ölçüp redoks dengesini belirlemektedir. Son dönemlerde ise, kullanım 

kolaylığı ve zaman avantajı ile, oksidan-antioksidan dengesini gösteren MiOXSYS 

cihazı kullanılmaktadır [60]. 
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4.2.2. Oksidatif Stres ve Semen Parametreleri 

 

İnfertilite nedeniyle kliniklere başvuran erkek hastalara semen parametrelerinin 

değerlendirildiği konvansiyonel semen analizi yapılmaktadır. DSÖ, 2010 kriterlerine 

göre (Şekil 4.2.2.1), sperm parametreleri normal seviyenin altında olan hastalara, 

oligozoospermi, astenozoospermi veya teratozoospermi tanısı konmaktadır. Üretilen 

semende sperm yoksa bu durum, ‘azoospermi’ olarak adlandırılmaktadır. Bazı 

azoospermi vakalarında, hasta aslında sperm üretebilmektedir ancak vas deferenste 

yani spermi taşıyan kanallarda tıkanıklık olabilmekte, bu nedenle ejakülatta sperm 

görülememektedir. Semenin üretilmediği vakalar ise ‘aspermi’ olarak tanımlanır. 

Sperm konsantrasyonu 15 milyondan az ise durum, ‘oligozoospermi’dir. Sperm 

hareketliliğindeki azalmaya ‘astenozoospermi’, spermdeki yapısal ve morfolojik 

bozukluklar ise, ‘teratozoospermi’ olarak adlandırılmaktadır. 

 

 

Tablo 4.2.2.1: Dünya Sağlık Örgütü Semen Parametre Değerleri, 2010 

 

 

 

 

Yapılan çalışmalarda, seminal plazmadaki artmış ROT seviyesi ile sperm 

parametreleri arasında bir ilişki olduğu saptanmıştır [7]. Artmış ROT seviyelerinin 

neden olduğu oksidatif stres, lipit peroksidasyonuna, bu da plazma membran zarı 

bütünlüğünü ve geçirgenliğinde bozulmaya, enzim aktivasyonlarına ve hücresel 

apoptozda olumsuz etkiye neden olur. Bütün bunların sonucunda sperm sayısı ve 

hareketliliği azalır, anormal sperm morfolojisi gözlenmeye başlar [61,62]. 
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Yapılan bazı çalışmalarda likopenin, antioksidan kapasitesini arttırıp oksidatif 

stres hasarını azalttığı, böylece sperm sayısı, konsantrasyonu ve motilitesinde 

düzelmeye sebep olduğu gösterilmiştir [63,64]. 

 

Oksidatif stres görülen hastaların sperm parametreleri (sperm sayısı, motilitesi 

ve morfolojisi) incelendiğinde, sperm sayısı ve motilitesinde azalma olduğu ve 

morfolojisinin bozulduğu bildirilmiştir [65,66]. Ayrıca oksidatif stresin sperm 

DNA’sına yaptığı hasar sonucunda, sperm motilitesini olumsuz etkilediği, yapılan 

çalışmalarda gösterilmiştir [65]. 

 

Literatürde erkek infertilitesi çalışmalarında seminal plazmadaki oksidatif stres 

analizi farklı yollarla yapılabilmektedir. Doğrudan oksidatif stres tayini ya da dolaylı 

oksidatif stres sonucu oluşabilecek lipit peroksidasyon seviyesi analiz edilmekte, 

spermdeki DNA fragmentasyonu da içeren çeşitli hasarlar incelenebilmetedir [46]. 

Ancak konvansiyonel sperm analizi gibi evrensel bir teknik, tam olarak 

belirlenmemiştir. Varolan çalışmalar, infertilitenin altında yatan nedenleri gün yüzüne 

çıkarabilmek için, daha detaylı taramaların yapılması gerektiğine işaret etmektedir.  

 

4.2.3. Oksidatif Stres ve ICSI Parametreleri 

 

Sperm hücresinde DNA fragmentasyonunun en büyük nedeninin ROT ve 

oksidatif stres olduğu gösterilmiştir [67]. Oksidatif stres sonucu hasar gören DNA 

bütünlüğünün, fertilizasyon, embriyo gelişimi, implantasyon ve gebelik için önemli 

olduğu düşünülmektedir [68-70]. Literatürde sperm DNA hasarının yardımcı üreme 

tekniklerinin sonuçlarını ne şekilde etkileyeceği hakkında farklı fikirler öne 

sürülmüştür. Yapılan bir çalışmada, sperm DNA hasarının IVF klinik gebelik 

oranlarını olumsuz etkilediği, ancak ICSI işlemi uygulanan gebeliklere etkisi olmadığı 

gösterilmiştir [71]. Başka bir çalışmada ise, infertil erkeklerin DNA bütünlüğünün 

incelenmesinin klinikte bir sonuç veremeyeceği bildirilmiştir [72]. Bu çalışmalardan 

farklı olarak, özellikle DNA hasarı ile klinik gebelikler arasında ilişki olduğunu 

gösteren çalışmalar da bulunmaktadır [73]. 
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ICSI işlemi uygulanan kadın hastaların folikül sıvılarındaki oksidatif stres 

ölçümleri, bu sıvıdaki ROT’nin gebeliği olumsuz etkilediğini göstermiştir [74].  ICSI 

tedavisi gören hastaların incelendiği başka bir çalışmada, kültür ortamındaki 

embriyoların 3. günde gösterdikleri artmış ROT seviyesinin, blastosist gelişme hızını 

ve klinik gebeliği olumsuz yönde etkilediği gösterilmiştir [75]. 

 

4.3. Hücresel Sinyal İletim Mekanizmaları 

 

Çok hücreli organizmalar canlılığın devamı için özelleşmiş bir hücrelerarası 

iletişim ağına sahiptirler. Hücreler, hücre büyümesi, hücre farklılaşması ve 

bulundukları doku içerisindeki organizasyonlarını düzenlemek ve koordine edebilmek 

için birbirleri ile ilişki kurmaktadırlar. Hücreler arasındaki haberleşme, çevreden veya 

başka hücrelerden alınan uyarının yani ‘hücre sinyali’nin spesifik bir cevap 

oluşturulmak üzere, hücre içine iletilmesi şeklinde gerçekleşmektedir [76]. Ligand – 

reseptör ilişkisi kurulduğunda, ilgili moleküller ve yolaklar aktif hale gelmektedir. 

 

Uyarı molekülleri hücreye iki şekilde girmektedir. Biri suda çözünmeyen, sadece 

özel taşıyıcı proteinlere bağlanarak taşınan, steroit hormon reseptörleri olan, hücre içi 

reseptörlerdir. Diğeri ise, suda çözünen hormon reseptörleri, yani hücre yüzey 

reseptörleridir. Bunlar, hidrofilik özellik gösterir, hedef hücre yüzeyindeki reseptör 

proteine bağlanıp görevini yerine getirmektedir (Şekil 4.3.1). 
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Şekil 4.3.1: Hücre yüzey reseptörlerinin etki mekanizması. Alberts, Johnson, Lewis, Raff, Roberts, 

Walter, Molecular Biology Of The Cell 4th ed.) 

 

 

Hücre yüzey reseptörleri, yani suda çözünür hormon reseptörleri, uyarıyı iletim 

sistemlerine göre sınıflandırılmaktadır. Hücre yüzey reseptörleri; iyon kanalına bağlı, 

G proteinine bağlı ve enzime bağlı reseptörler olarak ayrılırlar (Şekil 4.3.2). 

 

Enzime bağlı hücre yüzey reseptörleri, ligandın bağlandığı bölümü hücre 

membranının ekstrasellüler yüzeyinde kalacak şekilde membrana oturmuş, 

transmembran proteinleridir. Bilinen 5 sınıfı bulunmaktadır. Bunlardan bir grubu, 

büyüme faktör reseptörü olarak adlandırılan, sinyal proteinlerinin tirozin kalıntılarını 

fosforilleyen, ‘tirozin kinaz reseptörleri'dir (RTK). Tirozin kinaz reseptörleri, EGF 

(Epidermal Büyüme Faktörü) reseptörü, NGF (Nöronal Büyüme Faktörü) reseptörü, 

trombosit kaynaklı büyüme faktörü (PDGF) reseptörü ve insülin reseptörlerini 

kapsamaktadır. Hücre sitozolünde, cGMP sentezini katalizleyen ‘guanilat siklaz 

reseptörleri’, ‘tirozin kinazla birleşmiş reseptörler’, zara bağlı veya sitozolde 

çözünmüş olarak bulunan ‘tirozin fosfataz reseptörleri’ ile TGF-β (transforme edici 
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büyüme faktörü-beta) ailesi üyeleri gibi, serin ve treonin kalıntılarını fosforilleyen 

‘serin-treonin kinaz reseptörleri’ bulunmaktadır. 

 

 

 

Şekil 4.3.2:Hücre yüzey reseptörleri. (picscience.net) 

 

 

Hücre yüzey reseptör grubunun en yaygın üyeleri G proteinine bağlı 

reseptörlerdir [77] (Şekil 4.3.3). G proteini (trimerik GTP bağlayıcı proteinler), hücre 

yüzeyindeki reseptörler ile hücre zarına bağlı hedef proteinler arasındaki ilişkiyi kurar. 

Hücre içerisindeki hedef proteini, bir enzim veya iyon kanalı olabilir. Hücre 

içerisindeki hedef proteinlerin aktivasyonu ‘hücre içi ikinci haberci’ olarak 

adlandırılan, hücre içi habercilerin konsantrasyonunu değiştirmektedir. Tanımlanmış 

hücre içinde ikinci haberciler; halkasal adenozin 3′, 5′-monofosfat (cAMP), halkasal 

guanozin 3′, 5′ monofosfat (cGMP), 1,2 diaçilgiserol (DAG), inositol 1,4,5 trifosfat 

(IP3) ve kalsiyumdur (Ca+2). Hücrede en sık kullanılan ikinci habercilerden biri 

cAMP’ tır [77]. 

 

https://www.google.com.tr/imgres?imgurl=https%3A%2F%2Fwww.drozdogan.com%2Fnews-images%2Fhucre_yuzey_reseptoru_algac_toll_like_resptor_integrinler_tirozin_kinaz_ligand_iyon_kanali_g_proteini-1024x713-388282.jpg&imgrefurl=https%3A%2F%2Fwww.drozdogan.com%2Freseptor-nedir-kanserlesmede-ve-kanser-tedavilerinde-rolu-nedir%2F&tbnid=1QT-0JKBEPSooM&vet=12ahUKEwjFk8ujzeDpAhVCeRoKHZaPDl4QMygQegUIARCLAg..i&docid=depkgIZK7gp4KM&w=1024&h=713&q=g%20proteinine%20ba%C4%9Fl%C4%B1%20resept%C3%B6rler&ved=2ahUKEwjFk8ujzeDpAhVCeRoKHZaPDl4QMygQegUIARCLAg
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Şekil 4.3.3: G-protein yapısı. (Capper MJ., 2018) 

 

 

 Hücrede apoptoz, proliferasyon, gen ekspresyonu gibi hücresel cevapların 

tümü, hücre içi sinyal yolakları vasıtasıyla gerçekleşmektedir. Hücre içerisindeki 

birçok yolak birbiriyle ilişkili şekilde çalıştığı halde en temel olanları cAMP, cGMP, 

Fosfolipaz C-Ca+2, NF-Kb transkripsiyon, Ca+2’ – kalmodülin, MAP kinaz (mitojenle 

aktiflenen protein kinaz), JAK-STAT ve PI3K yolaklarıdır [78]. 

 

cGMP'nin sentezi, nitrik okside duyarlı olan guanilat siklaz tarafından 

gerçekleştirilir. Bu molekül, sinir, dolaşım ve bağışıklık sistemlerinde rol 

oynamaktadır. RTK’ya bağlanan fosfolipaz C, aktif hale gelir, bir membran lipiti olan 

fosfotidil inositol 4,5 bifosfatın (PIP2), inozitol 1,4,5 trifosfata (IP3) ve diaçilgliserole 

(DAG) hidrolizini gerçekleştirir. DAG, protein kinaz C (PKC) yolunu aktifleştirerek 

hücre çoğalmasında etkili olan bir moleküldür. IP3 ise hücre içi Ca+2’ depolarından 

Ca+2 salınımını uyarır [78] (Şekil 4.3.4). 

 

Hücrede aktif hale gelen reseptör tirozin kinazlar (RTK’lar), hücre 

proliferasyonu ve farklılaşmasını uyaran Ras – Raf – MAP kinaz yolunu aktive eder. 

MAP kinazlar transkripsiyon faktörlerinin DNA’ya bağlanmasını sağlamar. JAK-

STAT yolağı ise hematopoetik hücre gelişiminde rol oynamaktadır [79]. 
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 Şekil 4.3.4. : Hücresel sinyal iletim yolakları. (Alberts, Johnson, Lewis, Raff, Roberts, Walter, 

Molecular Biology Of The Cell 4th ed.)  

 

  

ATP’den adenilat siklaz yardımıyla sentezlenen cAMP, PKA’yı aktive edip 

seçili proteinlerin serin ve treonin kalıntıları fosforile etmesini sağlar. Hayvan 

hücresinde hücre proliferasyonu, hücre sağ kalımı ve hücre farklılaşmasında etkilidir. 

Ayrıca cAMP’ın PKA’yı aktif hale getirmesiyle hücre çekirdeğine göç eden PKA, 

CRE’ye (cAMP cevap elementi) bağlı proteini (CREB) fosforlar. CREB, hücre 

proliferasyonu ve farklılaşmasından sorumlu gen dizilimini düzenleyen bir 

transkripsion faktörüdür [78]. 

 

4.3.1. cAMP Bağımlı PKA Yolağı 

 

cAMP bağımlı PKA yolağı, çok çeşitli organizmalarda yaşam süreci için 

gereklidir. cAMP, kalp atış hızındaki artış, kortizol sekresyonu, glikojen ve yağın 

parçalanması gibi birçok değişik hücresel olaya aracılık eder [80]. cAMP, hafıza, 

kalpte gevşeme süreci ve böbrekte emilen suyun korunmasında da gerekli bir 
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moleküldür. Bu yol, enzim aktivasyonuyla gen ekspresyonunu düzenler. Var olan 

enzimin aktivasyonu çok daha hızlı bir süreçken, gen ifadesinin düzenlenmesi uzundur 

ve saatler sürebilir [81]. cAMP yolunun incelenmesi, cAMP'ın fonksiyon kaybı 

(inhibisyon) ve fonksiyon kazanımı (artışı) yoluyla yapılmaktadır. cAMP’a bağlı yol 

kontrol edilmezse, hiper proliferasyona yol açabilir ve bu da kanser gelişimi de dahil 

olmak üzere birçok hücresel süreçte sorun oluşturabilir [80]. 

 

 

Halkasal adenozin 3′, 5′-monofosfat (cAMP), ilk olarak 1950 yıllarında, küçük 

bir hücre içi haberci olarak tanımlanmıştır [78]. cAMP, çeşitli hücre tiplerinde hücre 

içi sinyal iletiminde ikinci haberci olarak görev gören bir nükleotittir [82] (Şekil 

4.3.1.1). 

 

 

 

  

 

Şekil 4.3.1.1. : cAMP moleküler yapısı 

 

cAMP, bütün prokaryot ve ökaryot hücrelerinde bulunmaktadır. Hücre içi 

konsantrasyonu 10-7 M’dır [77]. Hücre içindeki görevini yerine getirebilmesi için 

konsantrasyonu çok hızlı bir şekilde azaltabilmekte veya çoğalabilmektedir. Hücre 

dışından bir sinyal geldiğinde cAMP konsantrasyonu saniyenin yirmi katından hızlı 

değişebilmektedir. cAMP, hücre büyümesi, hücre farklılaşması, gen transkripsiyonu 
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ve protein ekspresyonu gibi çeşitli hücresel fonksiyonları düzenlemektedir [82, 83].  

1970 yılında Martin Rodbell ve arkadaşları, hücre içinde bulunan ikinci haberci olan 

cAMP'nin, hücre zarına bağlı olarak bulunan bir enzim olan adenilat siklaz tarafından 

aktifleştirildiğini bildirmişlerdir. 

 

Hücre yüzey reseptörlerinden biri olan G protein reseptörleri; adenilat siklaz gibi 

enzimleri aktif hale getirdikleri için ‘uyarıcı (stimulatory) G protein’ yani Gs protein 

olarak da adlandırılmaktadır. Gs proteinlerine GTP bağlanırsa aktif, GDP bağlanırsa 

inaktif hale geçmektedirler (Şekil 4.3.1.2). Gs proteinleri α, β ve ƴ olmak üzere 3 farklı 

polipeptidden oluşmaktadır (Şekil 4.3.1.2). Gs proteinlerinin α bölümü GTP’yi 

kendine bağlayarak adenilat siklazı aktifleştirmekte ve GTP’yi hidroliz 

edebilmektedir. Gs proteinlerinin β ve ƴ  bölümleri birlikte bir kompleks oluşturarak, 

Gs proteinlerinin hücre zarının sitoplazmik yüzeyine bağlanmasını sağlamaktadır. GDP 

bağlı Gs proteinleri inaktif durumdayken, hücre dışından gelen bir ligand tarafından 

uyarılan hücre yüzeyindeki reseptörler, Gs proteinlerinin α alt birimine GDP yerine 

GTP’nin geçmesini sağlar. GTP bağlı olan α alt birimi ayrılıp hücre yüzeyinde bulunan 

adenil siklaz enzimine bağlanarak adenil siklazın ATP yardımı ile cAMP’ı 

sentezlemesini sağlar. cAMP sentezlenme süreci çok hızlı meydana gelir ve etkisi kısa 

sürer. cAMP’ın oluşumunu takiben Gs proteinlerinin α alt birimi, hızla GTP’yi 

hidrolize edip βƴ kompleksiyle yeniden birleşir ve adenilat siklazı inaktifleştirip GDP 

bağlı inaktif durumdaki Gs proteinlerini oluşturur (Şekil 4.3.1.2). 
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 Şekil 4.3.1.2: cAMP sentezi. (Alberts, Johnson, Lewis, Raff, Roberts, Walter, Molecular Biology Of 

The Cell 4th ed.) 

 

 

cAMP, fosfodiesterazlar (PDE) tarafından bozunabilmektedir. PDE, hücre 

zarında bulunan aktifleştirilmiş adenilat siklaz tarafından sentezlenip, hücre içi ikinci 

haberci moleküllerinin hidrolizini katalize eden bir enzimdir [84,85]. 
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Litaratürde, cAMP sinyal yolağını da içine alan hücre içi ikinci habercilerin, 

iltihap [86], kanser [87], miyokard atrofisi [88] ve depresyon [89] da dahil olmak üzere 

birçok hastalıkla ilişkili olabileceği gösterilmiştir. Ayrıca hücrelerde biyolojik 

fonksiyonların düzenlenmesinde rol oynayan cAMP sinyal yolunun, nörotransmitter 

sentezinin düzenlemesi [90], transkripsiyon faktörlerinin düzenlemesi [91] gibi 

fonksiyonları sayesinde, çeşitli hastalıkların önlenmesinde ve hatta tedavi edilmesinde 

kullanılabileceği düşünülmektedir [92,93]. 

 

Adenilat siklaz, ATP’yi cAMP'a dönüştürerek cAMP'a bağımlı protein kinaz A 

enzimini aktifleştirir. Aktifleşen PKA, bazı spesifik proteinleri hücresel reaksiyonları 

başlatmak üzere fosforile etmektedir [94]. 

 

Protein kinaz A’nın yapısında iki adet düzenleyici ve iki adet de katalitik alt 

birimden oluşmaktadır. Sitozolde konsantrasyonu artmış olan cAMP, düzenleyici alt 

birimlere bağlanıp, katalitik alt birimlerin düzenleyici alt birimlerden ayrılmasına 

neden olur. Ayrılan katalitik alt birimler, çok sayıda fosforilaz kinaz molekülünü 

fosforlamak üzere aktifleşir [77] (Şekil 4.3.1.3). PKA, hedef proteinine fosfat grubu 

bağlayıp yapısını değiştirerek, hedef proteininin aktivitesini düzenlemektedir. 

 

 

 

Şekil 4.3.1.3: PKA yapısı (Alberts, Johnson, Lewis, Raff, Roberts, Walter, Molecular Biology Of The 

Cell 4th ed.) 
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cAMP tarafından düzenlenen fosforilasyon, ilk olarak glikojen metabolizması 

ile gösterilmiştir [78]. Glikojenin depo şekli olan glukoza yıkımı, böbrek üstü 

bezlerinden kana salgılanan adrenalin tarafından düzenlenmektedir. Salgılanan 

adrenalin, adenilat siklazı aktive ederek cAMP’ın hücre içi konsantrasyonunu hızla 

arttırır, sentezlenen cAMP, PKA’yı aktifleştirir. Aktifleşen PKA, fosforilaz kinaz ve 

glikojen sentaz denilen iki enzimi fosforlayıp glikojen metabolizmasını düzenler [77] 

(Şekil 4.3.1.4). 

 

 

 

Şekil 4.3.1.4: cAMP tarafından düzenlenen glikojen metabolizması. (Alberts B., Esssential cell biology 4th 

ed.) 
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cAMP fonksiyonunun ilk hedeflerinden biri PKA’dır. Hücrede hormonal 

stimülasyona, fosforilasyonu katalizleyerek cevap oluşturur. DNA replikasyonu 

[95,96], aktin hücre iskeletinin yeniden düzenlenmesi [97], hücre büyümesi [98] gibi 

birçok hücresel fonksiyonda rol alan önemli bir düzenleyici enzimdir. Yapılan 

çalışmalarda, PKA’nın aracılık ettiği cAMP’nin, endokrin, kardiyovasküler, nöronal 

ve immün fonksiyonların da dahil olduğu birçok fizyolojik işlemlerin düzenleyicisi 

olduğu da gösterilmiştir [99-101] (Şekil 4.3.1.5). 

 

 

 

Şekil 4.3.1.5. : PKA aktivasyonu (Alberts B., Esssential cell biology 4th ed.)  

 

4.4. Sperm Hücresinde cAMP Bağımlı PKA Yolağı 

 

Bütün hücrelerde olduğu gibi sperm hücresinde de metabolik faaliyetlerinin 

düzenlenmesi, hücre içi sinyal iletim mekanizmasıyla gerçekleşir. Spermde sinyal 
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iletiminde, birçok molekül ve yolak görev almaktadır. Literatürde bildirilen ve 

spermde rol alan sinyal yolakları arasında, MAP kinaz ailesinin alt grupları [102-105], 

PI3K ve AKT bulunmaktadır [106-108]. MAP kinaz ailesinin alt grupları olan ERK, 

JNK ve p38 izoformları sertoli ve germ hücrelerinde tanımlanmıştır [102] ve 

spermatogenez sürecinde fonksiyonel rol aldıkları gösterilmiştir [103]. Kapasitasyon 

sürecindeki sperm hücresinin hareketliliğini kazanmasında ve sperm-oosit füzyonunu 

gerçekleştirebilmesinde MAPK yolağının rol aldığı gösterilmiştir [105]. Protein kinaz 

B (PKB ) olarak da adlandırılan AKT, somatik hücrelerde hayatta kalma ve apoptozun 

düzenlenmesinde rol oynamaktadır [109]. Bu yolağın ilk bileşeni olan PI3K ve AKT 

yolağının sperm motilitesini ve sperm canlılığını düzenlediği gösterilmiştir [106-107]. 

AKT sperm kapasitasyon sürecini baskılamakta ve spermin yaşlanmasına ve ölümüne 

yol açan apoptotik kaskada girmesini önlemektedir [108]. Biz çalışmamızda, cAMP 

bağımlı PKA yolağını inceleyeceğiz. 

 

cAMP’nin, 1950’lerdeki keşfinden itibaren yapılmış birçok çalışma 

bulunmaktadır. Başlangıçta cAMP’ın tek hedefinin PKA olduğu düşünülmüş olsa da, 

sonraları hedeflerinin arasında RAP guanin-nükleotit değişim faktörü (GEF) EPAC 

[110-111] ve siklik-nükleotid-geçitli iyon kanalları da [112] olduğu gösterilmiştir. 

Bunlara ek olarak, cAMP’ın sentezinin, adenilat siklazı kodlayan 10 ayrı genin 

ürünleri tarafından gerçekleştirildiği belirtilmiştir. Bunlardan dokuzu (Adcy1-9), 

transmembran adenilat siklaz (tmAC) izoformları ailesinin üyelerini kodlamaktadır. 

Tüm izoformlar, G proteinleri tarafından düzenlenmekte ve diterpen forskolin 

(fosfodiesteraz) tarafından aktive edilmektedir [113]. 

 

Tek bir atipik adenilat siklaz ise (Adcy10, aka sAC, SACY-soluable adenilat 

siklaz) [114], alternatif birleştirme ile çoklu izoformlar oluşturmaktadır [115-116]. 

Bunlar, G proteinin regülasyonuna karşı duyarsız olmaları ile tmAC’lardan 

ayrılmaktadırlar [117]. sAC ilk olarak sıçan testisinde yapılan bir çalışmada bulunup 

‘çözünür’ adenilat siklaz olarak tanımlanmıştır [118]. sAC’ye ait en belirgin özellik 

ise HCO-3 tarafından doğrudan uyarılması ve bu sayede hücrede CO2 sensörü olarak 

işlev görmesidir [114]. Seminal plazmadaki HCO-3'ün, sperm hücresinde cAMP 

seviyesinin hızla artırdığı birçok çalışmada gösterilmiştir [119-120]. Ayrıca farklı 
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çalışmalarda, sAC yokluğunda spermin hiperaktivasyona uğramadığı ve in-vitro 

olarak döllenmediği bildirilmiştir [121,122].  

 

Sperm hücresi testisten ayrıldıktan sonra morfolojik olarak olgunlaşmıştır ancak 

kapasitasyon kazanamadığı için fertilizasyon sürecini tamamlayamamaktadır. 

Fertilizasyon için gerekli olan kapasitasyonu tamamlamasını sağlayan moleküler 

mekanizmalar tam olarak aydınlatılamamıştır. Bilindiği kadarıyla sperm hücresinin 

kapasitasyonun kazanması için önce, kapasitasyondan sorumlu sinyal yolaklarının 

aktivasyonu ve epididimal epitel tarafından salgılanan proteinlerin erkek üreme 

kanalına eklenmesi gerekmektedir. Bu işlemler sırasında sperm, kademeli olarak 

kapasitasyon kazanır [123]. Memeli sperminin kapasitasyon sürecini tamamlayıp 

fertilizasyon yeteneğini dişi üreme kanalında (oosit kanalı lümeninde) bir süre kalarak 

elde ettiği bulgusu, ilk olarak 1951'de, tavşan ve sıçanlarda ortaya konmuştur 

[124,125]. 1952'de ise fertilizasyon yeteneğini kazanma süreci ‘kapasitasyon’ olarak 

adlandırılmıştır [126]. Bir çalışmada, bir süre domuz üreme kanalında inkübe edilen 

domuz sperminin, zonası bulunmayan fare yumurtasına penetrasyonunun 

gerçekleştiğini bildirmektedir. Bu çalışmadan yola çıkarak, dişi üreme kanalında 

geçirilen kapasitasyon sürecinin farklı türler arasında da benzer olabileceği fikri ortaya 

atılmıştır [127].  

 

Birçok çalışmada cAMP’nin, motilite [128] ile hiperaktivasyon olarak bilinen, 

hareketlilik düzenindeki değişiklikler ve akrozom reaksiyonuna girme [129] 

yeteneğinin geliştirilmesi dahil, kapasitasyon [130-133] sırasında meydana gelen 

olaylar için gerekli olduğu rapor edilmiştir. cAMP'nin sperm üzerindeki etkilerinin 

çoğunun, PKA'nın aktivasyonuna aracılık ettiğine dair kanıtlar bulunmaktadır [134]. 

 

Kapasitasyon sürecinde, sperm plazma membranında bulunan kolesterol, 

albümin tarafından uzaklaştırılır. Bu durum, membran geçirgenliğinin artmasına 

neden olur [135,136]. Ardından HCO-3 [137,138] ve membran kanallarının [139] da 

uyarılmasıyla sitozoldeki Ca+2 miktarı artar. Artan Ca+2, sAC’yi uyararak cAMP’ın 

sentezlenmesini sağlar [121] (Şekil 4.4.1). 
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Sperm kapasitasyon sürecinde özellikle HCO-3 ve sAC büyük önem arz 

etmektedir. cAMP sentezini, HCO-3 tarafından aktive edilen sAC, gerçekleştirir. 

Sentezlenen cAMP, PKA’yı aktive eder. Ejakülasyonundan önce seminal plazma 

içeriğinde düşük seviyede HCO-3 konsantrasyonu gözlenmesine karşın [140], 

ejakülasyondan sonra seminal plazmada ve daha sonra da dişi üreme kanalında  

HCO-3 konsantrasyonunda kapasitasyon için gerekli olan bir artış gerçekleşmektedir.  

 

HCO-3’ın bulunmadığı kapasitasyon ortamında inkübe edilmiş domuz sperm 

hücrelerini içeren sitoplazmik damlacıkların zona pellucidaya bağlanamadıkları 

bildirilmiştir [141].  Bu nedenle, fonksiyonel olarak hazırlanmış sperm hücrelerinin 

zona pellucida ile etkileşime girebilmesi ve fertilizasyonu sağlayabilmesi için, 

kolesterol organizasyonunda değişiklikler gerekmektedir. Kapasitasyon sürecinde 

sperm plazma membranındaki kolesterol miktar ve dağılımı değişikliğe uğramaktadır. 

Plazma membranında bulunan kolesteroldeki değişiklikler spermde bulunan sinyal 

yolaklarını düzenler. Kapasitasyon süreci sperm plazma membranını daha az stabil 

hale getirmektedir [142]. 

 

Sperm hücre membranından kolesterolü çıkaran bir ajan olan siklodekstrin 

kullanılan bir çalışmada, sperm hücrelerinin HCO-3 bulunmayan ortamda siklodekstrin 

ile inkübe edilmesinin, PKA aktivasyonunu [143] ve PTP düzeyini [144] artırdığı 

gözlenmiştir [135,136]. HCO-3, sperm hücrelerinin plazma membranında meydana 

gelen albümin aracılı kolesterol ekstraksiyonu sonucunda kolesterolün dağılımını, 

diğer bir deyişle sperm lipit membranını yeniden düzenlemektedir [142,145]. 

 

Sperm membran hiperpolarizasyonunun da kapasitasyon sürecine dahil olduğu 

gösterilmiştir [146]. Hiperpolarizasyon, hücre içi negatif yüklerde bir artış anlamına 

gelmektedir. HCO-3, kapasitasyona bağlı membran hiperpolarizasyonuna neden olur. 

HCO-
3 aracılı hiperpolarizasyon Na+'a bağımlıdır ve sonucunda pH artışına yol açar 

[147]. Artmış hücre içi pH da progresif hareketlilik ve kapasitasyon gibi çeşitli memeli 

sperm fonksiyonlarının kontrolünde rol oynamaktadır [148,149]. 
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Şekil 4.4.1: Sperm hücresinde cAMP bağımlı PKA yolağının işlevi. (Buffone MG., 2014) 

 

 

4.5. Semendeki Oksidatif Stresin cAMP Bağımlı PKA Yolağına Etkisi 

 

ROT, spermde olgunlaşma, aktivasyon, kapasitasyon ve akrozomal reaksiyon 

gibi fonksiyonel yeterlilik kazanımı için gerekli olan bir uyarıcı moleküdür [12]. 

Spermde bulunan ROT, AC’yi uyararak cAMP üretimini indükler. Sentezlenen cAMP 

ise PKA molekülünü aktive eder [13]. Sonrasında PKA, tirozin kinazların aktivasyonu 

ve/veya protein fosfatazların inhibisyonuyla, protein fosforilasyonunu arttırır. Artmış 

protein fosforilasyonu kapasitasyonu uyarmaktadır [150]. 



 
 

45 

 

Şekil 4.5.1: Protein tirozin fosforilasyonu ve kapasitasyon oluşumu. (Leemans B., 2019) 

 

 

Sperm hücreleri, ejakülasyondan sonra kadın genital kanalında kapasitasyon adı 

verilen bir olgunlaşma sürecine girmektedir. Spermde meydana gelen bu değişiklikler, 

oosit zona pellucidasına penetre olup bunu takiben oositle kaynaşmasını 

sağlamaktadır. Sperm hücresinin fertilizasyonu gerçekleştirebilmesi için kazanması 

gereken özelliklerden biri de hiperaktivasyon yeteneğidir. Hiperaktivasyon, 

kapasitasyon sürecinin içerisine dahil edilmekte olup artmış ve lineer olmayan sperm 

hareketliliği olarak tanımlanmaktadır. ROT’un sperm hiperaktivasyon kazanımı 

sürecinde olumlu yönde etkileri bulunmaktadır [151]. Ca+2 iyonları ve ROT (özellikle 

O-2) [152], adenilat siklazı uyararak cAMP üretimini indükler. Üretilen cAMP’nin 

PKA’yı aktif hale getirmesiyle NADPH oksidazı tetikler ve daha fazla ROT 

oluşumuna neden olur. Aktif hale gelen PKA ayrıca, protein tirozin kinazı aktive 

edebilen serin ve tirozin kalıntılarını fosforile eder. Sonuç olarak PTK, aksonem ve 

sperm kuyruğunun hücre iskeleti etrafını saran lifli kılıftaki tirozin kalıntılarının 

fosforilasyonunu tetiklemektedir.  
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Reaktif oksijen türlerinden biri olan H2O2, PTK’yı indüklemekte bu sayede tirozin 

fosforilasyonunu arttırmaktadır. Artmış tirozin fosforilasyonu, hiperaktivasyonun 

tamamlandığını göstermektedir [12,13] (Şekil 4.5.2). 

 

 

 

 

Şekil 4.5.2: Sperm hücresinde kapasitasyon ve hiperaktivasyonun regülasyonu. (Du Plessis 

SS.,2015) 

 

 

Semende fizyolojik koşullar altında üretilen ROT, sperm hücresinin kapasitasyon 

kazanmasında ve akrozom reaksiyonuna girmesinde rol oynamaktadır [152,153].  

Sürekli olarak üretilen endojen ROT, sperm hücresinin olgunlaşma sürecinde hücre içi 

fosforilasyonların gerçekleşmesini sağlamaktadır. Donà ve ark. [154] yaptıkları 

çalışmada, endojen ROT’un eşik seviyesinin 0,05 ile 0,1 RLU (bağıl ışık birimleri) 

arasında değiştiğini ve bu değerlerin dışına çıkan ROT seviyesinin sperm hücresindeki 

moleküler mekanizmaları ve apoptoz ile sonlanabilecek hücre işlev bozukluklarına 

neden olabileceğini bildirmişlerdir.  
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Sonuç olarak, fertilizasyonun gerçekleşmek üzere kapasitasyonunu tamamlamış 

ve hiperaktivasyon kazanmış sperm hücresi, oositin etrafındaki kümülüs hücrelerini 

geçip oosit ile birleşimi sağlayacak akrozomal reaksiyonlar için, hücre içerisindeki 

Ca+2 akışının cAMP ve PKA miktarını artırmasıyla oluşan protein tirozin 

fosforilasyona ihtiyaç duyar. ROT’un da plazma membran proteinlerinin 

fosforilasyonları dahil sperm hücresinin bu eylemlerini gerçekleştirmesi için aracılık 

ettiği gösterilmiştir [12]. 

 

 

Bütün hücrelerde olduğu gibi sperm hücrelerinde de, hücre içi sinyal iletimi 

sperm fizyolojisi açısından çok önemli bir rol oynamaktadır. Hücre içi ikinci haberci 

olan cAMP ve onun hedeflerinden biri olan PKA sinyal yolağı, spermin fertilizasyon 

sağlamada ihtiyacı olan hiperaktivasyon ve kapasitasyon yeteneklerini kazanmasında 

anahtar rol oynamaktadır [123].   

 

Biz de çalışmamızda, tüp bebek merkezine başvuran ve geleneksel semen analizi 

sonucuna göre normozoospermi tanısı alan normal sperm değerlerine sahip hastaların, 

seminal oksidatif stres seviyesini ve oluşabilecek oksidatif hasarın sperm hücreleri 

üzerine hücresel, genetik ve fonksiyonel etkilerini ve bu spermler kullanılarak yapılan 

bir tüp bebek (ICSI) tedavisinde, tedavinin başarı ölçütlerine etkilerini araştırmayı 

hedefledik.  
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5. MATERYAL VE METOT 

 

Projemizin deneyleri İstanbul Medipol Üniversitesi, Tıp Fakültesi’nde ve 

İstanbul Medipol Üniversitesi Rejeneratif ve Restoratif Tıp Araştırmaları Merkezi’nde 

(REMER) gerçekleşmiştir. Hastaların tüp bebek tedavisi ve ICSI işlemleri ise Çamlıca 

Medicana Hastanesi Tüp Bebek Merkezi’nde yapılmıştır.   

 

5.1. Etik Onayı 

 

Etik onayı İstanbul Medipol Üniversitesi Girişimsel Olmayan Klinik 

Araştırmaları Etik Kurulu’ndan alınmıştır. 

 

5.2. Hastaların Seçilmesi ve Sperm Örneklerinin Toplanması 

 

İnfertilite nedeniyle Çamlıca Medicana Hastanesi Tüp Bebek Merkezi’ne 

başvurup ICSI tedavisine alınan 40 çift çalışmaya alınmıştır. Semen örnekleri, Dünya 

Sağlık Örgütü’nün (DSÖ, 2010) belirlediği semen parametrelerine göre 

normozoospermi değerlerine sahip erkek hastalar seçilmiştir. 

 

5.3. Hasta Dışlama Kriterleri 

 

Çalışmamıza, 2’den fazla ICSI siklusunda olan çiftler, dondurulmuş embriyo 

transferi siklusları, preimplantasyon genetik tarama (PGS) ve preimplantasyon genetik 

tanı (PGT) uygulanan sikluslar dahil edilmemiştir. Ayrıca, azoospermi ve 

kriptozoospermi belirlenen, spermin testiküler yöntemlerle 

(TESA/TESE/microTESE) elde edildiği sikluslar, testislerinden cerrahi operasyon 

geçirmiş, kronik hastalığa sahip, genetik anomali belirlenen son olarak 20 yaşından 

küçük ve 45 yaşından büyük erkek hastalar çalışmaya alınmamıştır. 
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5.4. Semen Örneklerinin Hazırlığı 

 

Hastadan alınan semen örneğinin 1 mL’si sperm yıkama ve akabinde ICSI 

işlemleri için ayrılmıştır. 10’ar µL konsantrasyon, vitalite, morfoloji ve sperm dışı 

hücre analizi için ayrılmıştır. Geriye kalan semen örneği önce vortekslenip 30 µL’si 

sperm DNA fragmentasyonu analizi (Geliştirilmiş sperm kromatin yapı analizi) için 

eppendorf tüpe konulup -200C’ye kaldırılmıştır. Ardından +40C, 3500 rpm’de 10 

dakika boyunca santrifüj edilmiştir. Seminal plazmadan 30’ar µL cAMP analizi 

(ELISA), lipit peroksidasyon analizi (MDA analizi) ve TAS-TOS analizi için 

ayrılmıştır. -200C’de muhafaza edilmiştir. Semen örneklerinin, sperm yıkama sonrası 

ICSI işlemi yaptıktan sonra kalan kısımı  +40C, 3500 rpm’de 10 dakika boyunca 

santrifüjlendikten sonra sperm kromatin yapı analizi (Toluidine Blue boyama) ve 

proteinlerin (PKA ve p-PKA) immünohistokimyasal analizi için sperm yayma işlemi 

yapılmıştır. Lam üzerine 10 µL sperm örneği konulup lamel yardımıyla yayması 

yapılmıştır ve kapalı serin bir ortamda muhafaza edilmiştir. 

 

5.5. Oksidatif Stres Parametrelerinin Analizi 

 

Oksidatif stres ölçümü, ticari olarak satın alınan Rel Assay Diagnostics (Sigma 

Aldrich) Total Antioksidan Seviyesi (TAS) ve Total Oksidan Seviyesi (TOS) test 

kitleri kullanılarak ölçülmüş ve hesaplanmıştır (Şekil 5.5.1). 

 

Oksidatif stres indeksi = TOS / (TAS*10)  

 

5.5.1. Total Oksidan Seviye Tespiti 

 

Total oksidan seviyesi testi satın alınan kit protokolüne göre uygulanmıştır. 

Protokole göre; 96 well plate’in kuyucuklarına 7,5 µL semen örneklerinden 

konulmuştur. Standart 1 olarak ultra distile sudan 7,5 µL, Standart 2 olarak da 7,5 µL 

kitin içerisinde hazır halde bulunan Stock Stabilized Standart solüsyonundan 

konulmuştur. Kitin içerisinde kullanıma hazır olarak bulunan Assay Buffer (Reagent 

1)’dan 50 µL bütün standart ve semen örneklerinin bulunduğu kuyucuklara 
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eklenmiştir. Başlangıç absorbansı olarak spektrofotometre (iMAX) ile 530 nm’de 

ölçüm yapılmıştır. Ölçümden sonra standartların ve semen örneklerinin üzerine 2,5 µL 

kitin içerisinde bulunan Prokromojen solüsyonu yavaşça eklenmiştir. Oda sıcaklığında 

hafifçe çalkalayarak 10 dakika inkübasyona bırakılmıştır. Ardından spektrofotometre 

ile 530 nm’de son okuma ölçümü yapılmıştır ve veriler kaydedilmiştir. 

 

5.5.2. Total Antioksidan Seviye Tespiti 

 

Total antioksidan seviyeleri de ticari olarak satın alınan Rel Assay TAS Kit 

(Sigma-Aldrich) protokolüne uygun olarak yapılmıştır. Protokole göre; 96 well 

plate’in kuyucuklarına 3 µL semen örneklerinden konulmuştur. Standart 1 olarak 3 µL 

ultra distile su, Standart 2 olarak ise kitin içerisinde kullanıma hazır olarak bulunan 3 

µL 1.0 mmolTrolox Equiv/L kuyucuğa konulmuştur. Kitin içerisinde bulunan Assay 

Buffer (Reagent 1)’dan 50 µL standartlara ve semen örneklerine eklenmiştir. 

Başlangıç absorbansı olarak spektrofotometrede 660 nm’de ölçüm yapılmıştır. İlk 

okuma yapıldıktan sonra standartların ve semen örneklerinin üzerine kitin içerisinde 

bulunan 7,5 µL Colored ABST Radical solüsyonu eklenmiştir. Oda sıcaklığında 

hafifçe çalkalayarak 10 dakika inkübe edilmiştir. Spektrofotometrede 660 nm’de son 

okuma ölçümü yapılıp veriler kaydedilmiştir. 

 

 

Şekil 5.5.1: Oksidatif stres ölçüm kitleri 
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5.6. Lipit Peroksidasyon Analizi 

 

Lipit peroksidasyonunun ürünü olan malondialdehid (MDA) tayini ile analiz 

edilmiştir. MDA analizinin yöntemi MDA ile tiyobarbitürik asit (TBA) arasındaki 

reaksiyon sonucu oluşan pembemsi rengin absorbansının spektrofotometrik olarak 

değerlendirilmesidir. Örnek ve kör tüp olmak üzere 2 adet tüp hazırlanmıştır. Örnek 

tüpünün içine 50 µL serum ve 0,25 mL 1,22 M trikloroasetik asit (TCA) ilave edilip 

vortekslendikten sonra 15 dakika oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. İnkübasyondan 

sonra örnek tüpünün içerisine 0,047 M 0,15 mL tiobarbitürik asit (TBA) eklenip 

vortekslenmiştir. 30 dakika su banyosu içinde inkübasyona bırakılmıştır. Ardından 

ticari olarak alınabilen 0,40 mL n-bütanol ilave edilmiş ve vorteksle karıştırıldıktan 

sonra 3000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifüj edilmiştir (Şekil 5.6.1.a).  Santrifüj 

işleminden sonra karışımın 0,2 mL’lik bütanol fazı 96 well plate kuyucuklarına 

koyulmuştur (Şekil 5.6.1.b). Kör tüpüne ise yine 0,2 mL n-bütanol konulmuştur. Örnek 

tüpünden alınan bütanol fazı köre karşı 532 nm’de okutulmuştur (Şekil 5.6.1.c). MDA 

için saptanmış ekstinksiyon kat sayısı  (1.56.105 M-1cm-1) kullanılarak sonuç elde 

edilmiştir [155]. 
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Şekil 5.6.1: Lipit peroksidasyon analizi işlem basamakları. 

 

 

5.6.1. Solüsyon Hazırlığı 

1 M NaOH Hazırlığı 

 

TBA çözeltisi için taze olarak hazırlanmıştır. 4 gr NaOH (Thermo Scientific, 

Amerika) bir miktar distile su içerisinde çözdürülmüştür. Hacmi distile su ile 100 

mL’ye tamamlanmıştır. 

 

0,047 M TBA Çözeltisi Hazırlığı 

 

Önceden hazırlanıp oda sıcaklığında karanlık bir ortamda muhafaza edilmiştir. 

6 mL 1 M NaOH, 500 mg TBA (Sigma Aldrich, Amerika)  ile karıştırılmıştır. 

Karışımın üzerine 69 mL distile su eklenmiştir. 
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TCA Çözeltisi Hazırlığı 

 

TCA çözeltisi de önceden hazırlanıp oda sıcaklığında karanlık bir ortamda 

muhafaza edilmiştir. 20 mL TCA (Merck, Almanya), %37’lik 5 mL HCl 

karıştırılmıştır. Karışımın hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlanmıştır. 

 

5.7. Kromatin ve DNA Analizleri 

5.7.1. DNA Fragmentasyon Analizi 

 

Sperm DNA fragmentasyonu, geliştirilmiş Sperm Chromatin Structure Assay 

(SCSA) yöntemi kullanılarak HaloSperm kiti (Halotech DNA SL, Halosperm HT-

HS10, İspanya) ile analiz edilmiştir. Halosperm sperm DNA fragmentasyon kiti 

içerisindeki protokol uygulanmıştır. Kitin içerisinde bulunan agaroz tüp, 95-1000C’de 

su banyosunda 5 dakika boyunca erimesi için bekletilmiştir (Şekil 5.7.1.1.a). Eriyen 

agaroz jel 5 dakika boyunca 370C’lik etüvde bekletilmiştir. Eppendorf tüpüne 12,5 µL 

sperm örneği, 20 µL eritilmiş agaroz jel eklenip karıştırılmıştır ve hızlıca kitin 

içerisinde bulunan super-coated lamlara yayılıp baloncuk bırakmayacak şekilde lam 

ile kapatılmıştır. Her sperm örneği için aynı işlem uygulanmıştır. Lamellerle kapatılan 

super-coated lamlar 5 dakika boyunca +40C’de inkübe edilmiştir. Bu sırada bir kapta 

denatürasyon solüsyonu hazırlanmıştır. Kitin içerisinde bulunan denatürasyon 

ajanından (DA) 80 µL alınıp 10 mL distile su ile karıştırılmıştır. İnkübasyon süresi 

dolan preparatların lamelleri üzerinden yavaşça kaydırılıp alınmıştır (Şekil 5.7.1.1.b) 

ve oda sıcaklığında 6 dakika boyunca yatay olarak DA solüsyonunun içerisine 

bırakılmıştır (Şekil 5.7.1.1.c). Bu sırada kitin içerisinde bulunan lizis solüsyonundan 

10 mL kadar bir kaba alınmıştır. DA solüsyonundan çıkarılan sperm yaymaları yine 

yatay olarak lizis solüsyonuna konulmuştur (Şekil 5.7.1.1.d). Oda sıcaklığında 23 

dakika boyunca lizis solüsyonu içerisinde bekletilmiştir. Ardından 5 dakika boyunca 

distile su içerisinde yıkama işlemi yapılmıştır (Şekil 5.7.1.1.e). Yıkama işleminden 

sonra artan etanol serisinde (%70, %90 ve %100) 2’şer dakika dehidrate edilmiştir 

(Şekil 5.7.1.1.e). Preparatlar karanlık ve kuru bir ortamda kurumaya bırakılmıştır. 

Kuruduktan sonra Diff-Quick boyama yapılmıştır. Diff-Quick boya seti fiksatif (metil 

alkol içerisinden trimethan boyası), solüsyon 1 (ksantin boyası) ve solüsyon 2 (azine 
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A ve metilen mavisi)’den oluşmaktadır. Kuruyan preparatlar fiksatife konulmadan 

sırasıyla solüsyon 1 ve solüsyon 2’den geçirilip kurumaya bırakılmıştır. 

Görüntülenmesi ışık mikroskobunda gerçekleştirilmiştir. 

 

 

Şekil 5.7.1.1: DNA fragmentasyon analiz işlemi. 

 

5.7.2. Kromatin Yapı Analizi 

 

Sperm kromatin yapısı Toluidine Mavisi boyama ile analiz edilmiştir. 1:1 

oranında aseton ve %100’lük etanol solüsyonu hazırlanmıştır. Önceden hazırlanan 

sperm yayma preparatları hazırlanan bu solüsyon içerisinde +40C’de 1 saat boyunca 

fikse edilmiştir. Fiksasyon işlemini takiben preparatlar +4oC’de 0,1 N HCl (Merck 

K50227117 818, Almanya) içerisinde 5 dakika hidrolize edilmiştir. Ardından 

preparatlar distile su ile yıkanıp %0.05 Toluidine mavisi ile oda ısısında 5 dakika 

boyunca boyanmaya bırakılmıştır. Boyanma gerçekleştikten sonra preparatlar hava ile 
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kurumaya bırakılmıştır. (Şekil 5.7.2.1) Preparatlar kuruduktan sonra ışık 

mikroskobunda immersion yağı yardımıyla 100X objektifte görüntülenmiştir. 

 

 

Şekil 5.7.2.1: Toluidin mavisi boyama işlemi sonrası sperm yaymaları. 

 

5.7.2.1. Solüsyon Hazırlığı 

0,1 N HCl Hazırlığı 

 

500 mL’lik hazırlık yapılmıştır. Çeker ocağında 125 mL distile suyun üzerine 

piyasada bulunan %37’lik HCl’den 4,106 mL eklenmiştir. Karışım distile su ile 500 

mL’ye tamamlanmıştır. 

 

5.8. cAMP Bağımlı PKA Yolağı Analizleri 

5.8.1. cAMP Analizi 

 

Sperm seminal plazmasındaki cAMP analizi, ticari olarak satın alınan cAMP 

Direct Immunoassay Kitinin (abcam ab65355, İngiltere) protokolüne bağlı kalarak 

ELISA yöntemi yardımıyla gösterilmiştir. Kitin içerisinden çıkan standartlar protokole 

uygun dilüsyonlarda hazırlanmıştır. Semen örnekleri kitin içerisinde yazan dilüsyon 

oranlarına göre hazırlanmıştır (1:20 – 1:50 – 1:100). Çalışmayı stabilize etmek içinde 

çift tekrarlı çalışılmıştır. Semen örnekleri için en uygun değer 1:100 görülerek bu 
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dilüsyonla çalışmaya devam edilmiştir. Mikrosantrifüj tüplerine (ISOLAB, 07803021, 

Türkiye) kitte belirtilen protokole uygun olarak standartlar hazırlanmıştır. Her hastanın 

semen örneğinden 100 µL mikrosantrifüj tüplerine konulmuştur. Kitin içerisinde 

kullanıma hazır olarak bulunan Neutralizing Buffer’dan 50 µL bütün standartlara ve 

semen örneklerine eklenmiştir. Asetile edici reaksiyon için taze olarak hazırlanmış 

karışımdan 5’er µL bütün standart ve semen örneklerine eklenmiştir. Her bir 

mikrosantrifüj tüpüne eklendikten sonra 2-3 saniye vortekslenmiş ve 10 dakika 

boyunca oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. Önceden hazırlanmış olan 1X Assay 

Buffer’dan 845 µL bütün standart ve semen örneklerine eklenmiş ve karıştırılmıştır. 

Her bir karışımdan 50 µL Protein G coated 96-well plate’e sırayla konulmuştur. 8. 

Standart hariç bütün kuyucuklara 10 µL önceden hazırlanmış olan cAMP antikoru 

eklenmiştir. 8. Standarta ise 10 µL 1X Assay Buffer konulmuştur. Numuneler oda 

sıcaklığında 1 saat boyunca hafifçe çalkalanarak inkübe edilmiştir. Her bir kuyucuğa 

10 µL kitte hazır halde bulunan cAMP – HRP solüsyonu eklenip yavaşça pipetle al-

ver yapılarak karışması sağlanmıştır ve 1 saat boyunca oda sıcaklığında hafifçe 

çalkalanarak inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyondan sonra numunelere yavaş bir 

şekilde 5 kere 200 µL 1X Assay Buffer eklenerek yıkanmaları sağlanmıştır. Kitte hazır 

halde bulunan HRP Developer’dan her bir kuyucuğa 100 µL eklenip 1 saat boyunca 

oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. Kuyucuklardaki karışımın renginin maviye 

döndüğü görülmüştür. Reaksiyonu durdurmak için her bir kuyucuğa 100 µL 1M HCl 

eklenmiştir ve karışımların renginin maviden sarıya döndüğü gözlenmiştir. Örnekler 

spektrofotometrede (Spectramax i3 + SofMaxPro 6.4 Programı, Molecular Devices, 

Amerika) 450 nm’de okutulmuştur. Sonuçların analizi kitte belirtildiği gibi 

uygulanmıştır. 
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Tablo 5.8.1.1: Semen Örneği Dilüsyon Hazırlığı 

 

Dilüsyon Semen Örneği 0,1 M HCl 

1:20 5 µL 95 µL 

1:50 2 µL 98 µL 

1:100 1 µL 99 µL 

           

 

 

Tablo 5.8.1.2: Solüsyon Hazırlığı 

 

Solüsyon Malzemeler 

1 M HCl 20,75 mL HCl 229,25 mL distile su 

1X Assay Buffer 10X cAMP Assay Buffer 225 mL ultra distile su 

Stok standart cAMP     1 mL 0,1 standart cAMP 

Working Solution 25 µl stok standart cAMP 975 µL 0,1 M HCl 

Asetile Edici Solüsyon 1X Reagent A          2X Reagent B 

cAMP Antikoru 1,1 mL 1X Assay Buffer Rabbit Anti-cAMP pAb 

 

 

 

Tablo 5.8.1.3: Standart Hazırlama 

 

Standart Çalışma Solüsyonu 0,1 M HCl Kuyucuktaki Son Miktar 

      1 200 µl 0                    100 µL 

      2     std 1' den 100 µL          100 µL      100 µL 

      3     std 2' den 100 µL          100 µL      100 µL 

      4     std 3' den 100 µL          100 µL      100 µL 

      5     std 4' den 100 µL 100 µL      100 µL 

      6     std 5' den 100 µL          100 µL      100 µL 

      7                 0          100 µL      100 µL 

      8      0          100 µL      100 µL 
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5.8.2. Proteinlerin (PKA ve p-PKA) İmmünohistokimyasal Analizi 

 

İmmünohistokimya yöntemiyle, Mouse and Rabbit Specific HRP (ABC) 

Detection IHC Kit (abcam, ab93677, İngiltere) yardımı ile proteinlerin ekspresyonu 

ve lokalizasyonları gösterilmiştir.  Önceden yaymaları yapılmış semen örneklerinin 

preparatları %4’lük PFA ile oda sıcaklığında 20 dakika fikse edilmiştir (Şekil 

5.8.2.1.a). PBS ile cam şale içinde 5’er dakika boyunca 3 kere hafifçe sallayıp 

bekletilerek yıkanmıştır. Endojen peroksidaz aktivasyonunu inhibe etmek amacıyla 

preparatlar %3’lük hidrojen peroksit ve metanol solüsyonu içerisinde 20 dakika oda 

sıcaklığında inkübe edilmiştir (Şekil 5.8.2.1.b). Preparatlar inkübasyon sonrası 5’er 

dakika süre ile 3 kere PBS ile yıkanmıştır. Antijen geri kazanımı amacıyla, preparatlar 

800 watt’ta kaynayana kadar Citrate buffer solüsyonu (Bio Optica 15M-103, İtalya) 

ile inkübe edilip, sonrasında 200 watt’lık mikrodalga içerisinde 20 dakika boyunca 

inkübasyona bırakılmıştır (Şekil 5.8.2.1.c). Mikrodalgadan çıkarılan preparatlar 20 

dakika boyunca soğumaya bırakılmıştır (Şekil 5.8.2.1.d). Oda sıcaklığında ıslak 

peçetelerle nemli bir ortam oluşturulan humidified chamber içerisine alınan 

preparatlara, spesifik olmayan bağlanmaları engellemek amacıyla 10 dakika boyunca 

kitin içerisinde kullanıma hazır olarak bulunan protein blocking solüsyonu 

uygulanmıştır (Şekil 5.8.2.1.e). Uygulamanın ardından preparatlar 5’er dakika süre ile 

3 kez PBS (Sigma-Aldrich P4417-100, Amerika) ile yıkanmıştır. Yıkama sonrası 

preparatlara 1 gece boyunca +40C’de bekletilmek üzere istenilen dilüsyonda 

hazırlanan primer antikoru eklenmiştir (Şekil 5.8.2.1.f-g). Preparatlar 16 – 18 saatlik 

inkübasyon sonrası (Şekil 5.8.2.2.h) PBS ile 3 kez 5’er dakika yıkanmıştır. Yıkanan 

preparatlar nemli bir ortam oluşturan humidified chamber içine alınıp kitin içerisinde 

kullanıma hazır olarak bulunan biotinlenmiş goat anti-polyvalent 10 dakika boyunca 

uygulanmıştır (Şekil 5.8.2.2.ı).  Preparatlar yine üç defa 5’er dakika PBS ile 

yıkanmıştır. Yıkamanın ardından kitin içerisinde bulunan streptavidin peroksidaz, 

humidified chamber içine alınan preparatlara 10 dakika boyunca uygulamış (Şekil 

5.8.2.2.i) ve ardından yine 3 defa 5’er dakika PBS ile yıkanmıştır. 

İmmunohistokimyasal reaksiyonun görünürlüğünü saptamak amacıyla 10 dakika 

boyunca Scytek DAB (Diaminobenzidin) Chromogen / Substrate kit (Scytek ACK125, 

Amerika) uygulanmış (Şekil 5.8.2.2.j) ve ardından yine 3 defa 5’er dakika PBS ile 
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yıkanmıştır. Yıkama sonrası karşıt boyama için Mayer’s hematoksilen ile 3 dakika 

boyandıktan sonra çeşme suyunun altında 10 dakika mordanlama işlemi 

uygulanmıştır. Mordanlama işleminin ardından preparatlar ksilen içerisine daldırılıp 

çıkarıldıktan sonra hava ile kurumaya bırakılmıştır. Kuruyan preparatlar Mounting 

Medyum kullanılarak lamel ile kapatılıp ışık mikroskobu altında incelenmiştir. 
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Şekil 5.8.2.1: İmmünohistokimyasal analiz basamakları. 
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Şekil 5.8.2.2: İmmünohistokimyasal analiz basamakları. 

 

 

5.8.2.1. Kimyasal Hazırlığı 

PBS Hazırlığı 

 

80 gr NaCl, 2 gr KCl, 2 gr KH2PO4, 21,6 gr Na2HPO4 (Sigma Aldrich, Amerika) 

1 litre distile su içerisinde çözülmüştür ve pH’ı 7,4’e ayarlanmıştır. Elde edilen 10X 

PBS distile su ile 1X PBS’e seyreltilerek kullanılmıştır. 

 

%4’ lük PFA Hazırlığı 

 

800 mL 1X PBS içerisine 40 gr PFA konulmuştur. Çözünmeyi ve karışımı 

sağlayabilmek için içerisine NaOH eklenip berraklık sağlanana kadar 600C’de 

manyetik karıştırıcı üzerinde bırakılmıştır.  Berraklık sağlandıktan sonra solüsyon 

soğumaya bırakılmış ve ardından filtreden geçirilmiştir. Ardından 1X PBS ile 1 litreye 

tamamlanıp pH’ı 6,9 olarak ayarlanmıştır. 
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%3’ lük H202 Hazırlığı 

 

Piyasada satılan Hidrojen Peroksit (Fisher Scientific JT Baker, Amerika) 

%30’luk olduğu için %3’e metanol (Merck 10600925, Almanya) ile seyreltilmiştir.  

 

Citrate Buffer Hazırlığı 

 

Piyasada bulunan Citrate Buffer’ın (Bio Optica 15M-103, İtalya) kullanımı için 

1:10 oranında distile su ile dilüe edilmiştir. 

 

Primer Antikor Hazırlığı 

 

Anti-PKA (Sigma Aldrich, SAB4502337, Çin) ve Anti- Phospho-PKA (Sigma 

Aldrich, sab4503969, Çin) antikorlarının dilüsyon oranları 1:50 ve 1:100 olarak 

verilmiştir. Yapılan dilüsyon denemesi sonucunda Anti-PKA antikorunun 1:200 

oranında, Anti-Phospho-PKA antikorunun 1:100 oranında kullanılmasına karar 

verilmiştir. Antikorlar PBS ile dilüe edilmiştir. 

 

DAB Kromojen / Substrat Hazırlığı 

 

Ticari olarak satın alınan DAB Kromojen/Substrat kitinin (Scytek, ACK125, 

A.B.D.) prosedürüne uygun olarak karışım 1:50 oranında hazırlanmıştır. 

 

5.9. Sperm Parametrelerinin Analizi 

 

Semen örnekleri, en az 2 günlük (2-5 gün) cinsel perhiz sonrası mastürbasyon 

yoluyla steril bir kaba alınmıştır. Yaklaşık 20 dakikalık likefaksiyon sürecinden sonra 

alınan semen örneğinin Dünya Sağlık Örgütü’ nün kriterlerine göre (DSÖ, 2010) 

semen parametrelerine bakılmıştır. 

 

Sperm hacim ölçümü: Hastadan alınan semen örneğinin ilk olarak hacmi (mL) 

ve pH değeri ölçülmüştür.  
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Sperm konsantrasyon ölçümü:  Makler sayma kamarasına 10 µL semen örneği 

koyulmuştur ve faz kontrast mikroskobunda 20X objektif altında 100 kare sayılmıştır 

ve konsantrasyonu mil/ mL olarak verilmiştir.  

 

Sperm motilitesi: Işık mikroskobunda (Nikon, Japonya) 40X objektif altında 100 

sperm sayılıp spermler 4 gruba ayrılmıştır. 1. Grup A motilite progresif motil yani ileri 

hızlı hareketli spermleri, B motilite yavaş hareketli spermleri, C motilite yerinde 

hareketli spermleri, D motilite hareketsiz spermleri temsil etmektedir. Grupların 

sonuçları yüzde (%) olarak verilmiştir. Toplam motiliteyi A, B ve C motilite oranları 

toplamı sonucu elde edilmiştir. Progresif motil sperm oranını da A motilite oranı 

vermiştir.  

 

Sperm vitalite analizi: 10 µL semen örneği ile 10 µL Eosin-Y boyası (Bio Optica 

05-10003, İtalya) lam üzerinde karıştırılmıştır. Görüntüleme 40X objektif altında 

gerçekleştirilmiştir. Sperm örneğinden 100 sperm sayılmıştır ve kırmızı ile boyanan 

spermler non-vital, kırmızı ile boyanmayan spermler ise vital olarak ayrılmıştır. 

Sonuçlar yüzde (%) olarak verilmiştir. 

 

Sperm morfolojik değerlendirme: Morfolojik boyama işleminde sperm yaymalar 

öncelikle setin içerisindeki fiksatif ile fikse edilmiş, daha sonra iki farklı boyama 

solüsyonunda 30 saniye bekletilerek boyanmıştır. Hava ile kuruması sağlandıktan 

sonra 100X objektif altında Kruger’s strict criteria kullanılarak analiz edilmiştir. En az 

100 sperm hücresi sayılmış ve morfolojik olarak normal spermler ile anormal spermler 

ayrılıp, sonuç yüzde (%)  normal sperm oranı olarak verilmiştir.  
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Şekil 5.9.1: Sperm Diff-Quick boyama. (Ok başları normal sperm hücresini, oklar anormal kafa 

morfolojisine sahip sperm hücresini göstermektedir.) 
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Şekil 5.9.2: Sperm Diff-Quick boyama. (Ok başı normal sperm hücresini, yıldız akrozom defektine 

sahip sperm hücresini göstermektedir.) 

 

 

 

Akrozomal indeks oranları: 100 sperm hücresinin akrozomu değerlendirilmiştir. 

Spermlerin akrozomları morfolojik olarak normal akrozomlar ve anormal akrozomlar 

diye ayrılmıştır ve sonuç yüzde (%) normal akrozomal indeks oranı olarak verilmiştir. 

 

Semen örneğinde bulunabilecek lökosit ve diğer hücrelerin konsantrasyonu: 10 

µL semen örneği Makler sperm sayma kamarasına koyulmuştur. Faz kontrast 

mikroskobunda (Hoffman Modülasyonu eklenmiş ZEISS AXIO, Almanya) 20X 

objektif altında 100 karedeki yuvarlak hücreler sayılmış ve sonuç mil/ mL olarak 

verilmiştir. Ardından 10 µL semen örneği ve 10 µL Leucoscreen boyası lam üzerinde 

karıştırılmıştır, 40X objektif altında 100 sperm hücresi sayılmış ve kahverengi 

boyanan yuvarlak hücreler lökosit hücresi, kırmızı boyanan yuvarlak hücreler ise diğer 

hücreler (spermatogenik seri hücreleri, epitel hücreleri vs.) olarak adlandırılmıştır. 

Lökosit konsantrasyonu toplam yuvarlak hücre konsantrasyonu ile lökosit yüzdesinin 

çarpılması ile bulunmuştur. 
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Sperm yıkama işlemi: Semen örnekleri dansite gradyan yöntemi ile yıkanmıştır. 

%90’lık ve % 45’lik olarak iki farklı yoğunlukta özel sperm yıkama solüsyonları 

(PureSperm, Nidacon, İsveç) hazırlanmıştır. Konik bir tüpe (Falcon 2095, Fisher 

Scientific, Amerika) önce %90’lık, daha sonra %45’lik solüsyon aralarında bir geçiş 

katmanı oluşturacak şekilde çok yavaş bir şekilde eklenmiştir. Farklı 

konsantrasyonlardaki karışımın üzerine 1 mL semen örneği eklenmiş ve 1300 rpm’de 

20 dakika boyunca santrifüj edilmiştir. Dibe çöken pelletten 400 µL başka bir tüpe 

aktarılmış ve üzerine 2 mL PureSperm yıkama solüsyonu eklenip 2200 rpm’de 6 

dakika boyunca santrifüj edilmiştir. Supernatan atılıp tekrar 2 mL yıkama solüsyonu 

eklenip 2200 rpm’de 6 dakika daha santrifüj edilmiştir. Böylelikle gradyanlardan tam 

olarak arınması sağlanmıştır. Son olarak 400 µL kalacak şekilde süpernatan alınmış ve 

sperm konsantrasyonu (mil/mL), toplam motilite ve progresif motilite oranları 

yukarıda anlatıldığı şekilde tekrar değerlendirilmiştir. Yıkama öncesi ve yıkama 

sonrasında hesaplanan toplam motil sperm sayısı ve toplam progresif sperm sayısı 

hacim ile çarpılarak hesaplanmıştır. 

 

5.10. ICSI Parametrelerinin Analizi 

5.10.1. Oositin İndüklenmesi ve ICSI Prosedürü 

 

Çalışmamıza katılan hastaların kadın partnerlere, GnRH antagonist protokolü ve 

rekombinant folikül uyarıcı hormon (FSH) uygulanarak ovulasyon indüksiyonu 

gerçekleştirilmiştir. Oosit-kümülüs kompleksi 36 saat sonra oosit toplama işlemiyle 

edilmiştir. Oosit, çevrelendiği kümülüs ve korona hücrelerinden enzimatik (Hyase 10- 

Vitrolife, İsveç) ve mekanik tekniklerle soyulmuş ve nükleer olgunlaşması takip 

edilmiştir. Oositler toplandıktan 4 saat sonra, metafaz II ve metafaz I oositlere hareketli 

bir sperm enjekte edilmiştir (ICSI). 

 

5.10.2. Fertilizasyon ve Embriyo Gelişim Takibi 

 

Mikroenjeksiyon yapılan oositler kültür ortamlarında (OVOIL, Vitrolife ve IVF, 

Vitrolife, İsveç) bekletilmiştir. 16–18 saat sonra iki farklı pronükleus (2PN) ve iki 

polar cismin görülmesi ile fertilizasyon gerçekleşmiştir. Mmikroenjeksiyon sonrası 2. 
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ve 3. Gün embriyo gelişim takibi yapılmıştır. İyi kalite embriyo sayısı en az bir tane A 

kalitede olan 3. gün ve 5. gün embriyoları dahil edilmiştir. Hastalardan toplanan oosit 

sayısı, MII oosit sayısı, fertilizasyona uğrayan oosit sayısı, iyi kalite embriyo sayısı, 

transfer edilen embriyo sayısı, gebelik ve yaş değerleri kaydedilmiştir. 

 

5.10.3. Embriyo Transferi ve Gebelik Değerlendirmesi 

 

Embriyo transferleri embriyo sayı ve kalitesine göre embriyoların 3. veya 5. 

gününde aynı klinisyen ve embriyolog tarafından gerçekleştirilmiştir. Embriyo 

transferinden 12 gün sonra kanda bakılan β-hCG değeri (≥15 mIU / mL) pozitif gebelik 

olarak değerlendirilmiştir ve gebelik bilgileri kayıt edilmiştir. 

 

ICSI parametrelerinin hesaplanması ; 

 

Fertilizasyon Oranı =   Fertilizasyon gerçekleşen olgun oosit sayısı / MII 

(Metafaz 2) oosit sayısı 

 

          İyi kalitede embriyo oranı = (iyi kalitede embriyo sayısı / Fertilizasyon 

gerçekleşmiş embriyo sayısı) * 100 

 

Blastosist Oranı = ICSI sonrası 5. Günde blastosiste gelişen embriyo sayısı / 

Fertilizasyon gerçekleşen embriyo sayısı 
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Şekil 5.10.1: Metafaz II evresinde 1 polar cisimciği ile olgun bir oosit izlenmektedir. 

 

 

 

Şekil 5.10.2: ICSI işleminden 1 gün sonra, 2 pronükleus (çekirdek öncülü) ile fertilize olmuş bir 

zigot izlenmektedir. 
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Şekil 5.10.3: ICSI işleminden 2 gün sonra, 4 hücreli iyi kalitede (fragmentasyon yok, granülasyon 

yok, vakuolizasyon yok, hücreler eşit ve sitoplazmalar homojen) bir embriyo izlenmektedir. 

 

 

 

Şekil 5.10.4: ICSI işleminden 3 gün sonra, 8 hücreli iyi kalitede (fragmentasyon yok, granülasyon 

yok, vakuolizasyon yok, hücreler eşit ve sitoplazmalar homojen) bir embriyo izlenmektedir. 
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Şekil 5.10.5: ICSI işleminden 5 gün sonra, blastosist evresinde, iyi kalitede (iç hücre kitlesi 

kompakt ve yoğun hücreli, dış hücre kitlesi yoğun hücreli ve iğ görünümlü morfolojiye sahip 

hücrelerden oluşan, sıkı örülmüş, hatching başlamış ) bir embriyo izlenmektedir. 

 

 

 

 
 

Şekil 5.10.6: Mikroenjeksiyon işlemi sırasında holding pipet ile sabitlenmiş bir oosit ve pipet 

içerisinde immobilize edilmiş bir sperm izlenmektedir. 
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5.11. İstatiksel Analiz 

 

Çalışmada elde edilen bulgular değerlendirilirken, istatiksel analizler için SPSS 

(Statistical Package for Social Sciences) for Windows 22.0 programı kullanılmıştır. 

Çalışma verileri değerlendirilirken tanımlayıcı istatiksel metodlar (ortalama, standart 

sapma) hesaplanmıştır. Verilerin dağılımı One Sample Kolmogorov- Smirnov testi ile 

belirlenmiştir. İlişki analizi için regresyon analizi uygulanmıştır. Normal dağılımlar 

için Pearson korelasyonu, normal dağılım göstermeyenler için Spearman ilişkisi 

kullanılmıştır. Sonuçlar %95’lik güven aralığında, anlamlılık p<0,05 düzeyinde 

değerlendirilmiştir. 
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6. BULGULAR 

6.1. Oksidatif Stres Parametreleri 

Oksidatif stres parametreleri (TAS, TOS ve OSİ) sonuçları, Tablo 6.1.1, 6.1.2 ve Şekil 

6.1.1’de gösterilmiştir. İstatiksel veriler her parametrenin altında belirtilmiştir. 

 

 

Tablo 6.1.1: Oksidatif stres parametreleri istatiksel analizi. (TAS: Total antioksidan seviyesi, TOS: 

Total oksidan seviyesi, OSI: Oksidatif stres indeksi, MDA: Malondialdehit). Sonuçlar ortalama ± 

standart sapma olarak verilmiştir. 
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Tablo 6.1.2: Tüm hastaların oksidatif stres parametre değerleri 
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6.1.1. Oksidatif Stres İndeksi (OSİ) 

Çalışmamızda, oksidatif stres indeksinin araştırılan diğer parametreler ile ilişkisi Tablo 

6.1.1.1, 6.1.1.2, 6.1.1.3 ve 6.1.1.4’te gösterilmiştir. 

 

 

Tablo 6.1.1.1: Oksidatif stres indeksinin, oksidatif stres parametreleri ve DNA-kromatin 

parametreleri arasındaki ilişkinin değerlendirildiği analiz 

 

 

 

 

Tablo 6.1.1.2: Oksidatif stres indeksi ile cAMP bağımlı PKA yolağı parametreleri arasındaki 

ilişkinin değerlendirildiği analiz. 

 

 

 

Tablo 6.1.1.3: Oksidatif stres indeksi ile ICSI parametreleri arasındaki ilişkinin değerlendirildiği 

analiz 
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Tablo 6.1.1.4: Oksidatif stres indeksi ile sperm parametreleri arasındaki ilişkinin 

değerlendirildiği analiz 

 

 

 

6.1.2. Malondialdehit Analizi 

 

Çalışmamızın, Malondialdehit analizinin diğer parametreler ile ilişkileri, Tablo 

6.1.2.1, 6.1.2.2, 6.1.2.3 ve 6.1.2.4’te gösterilmiştir. 

 

 

Tablo 6.1.2.1: Malondialdehit analizinin oksidatif stres parametreleri ve DNA-kromatin 

parametreleri arasındaki ilişkinin değerlendirildiği analiz 
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Tablo 6.1.2.2: Malondialdehit analizi ile cAMP bağımlı PKA yolağı parametreleri arasındaki 

ilişkinin değerlendirildiği analiz 

 

 

 

 

Tablo 6.1.2.3: Malondialdehit analizi ile ICSI parametreleri arasındaki ilişkinin değerlendirildiği 

analiz 

 

 

 

 

Tablo 6.1.2.4: Malondialdehit analizi ile sperm parametreleri arasındaki ilişkinin 

değerlendirildiği analiz 
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6.1.3. Total Oksidan Seviyesi 

 

Çalışmamızda total oksidan seviyesi ile diğer parametrelerin ilişkileri Tablo 

6.1.3.1, 6.1.3.2, 6.1.3.3 ve 6.1.3.4’te gösterilmiştir. 

 

 

Tablo 6.1.3.1: Total oksidan seviyesinin, oksidatif stres parametreleri ve DNA-kromatin 

parametreleri arasındaki ilişkinin değerlendirildiği analiz 

 

 

 

 

Tablo 6.1.3.2: Total oksidan seviyesi ile cAMP bağımlı PKA yolağı parametreleri arasındaki 

ilişkinin değerlendirildiği analiz 
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Tablo 6.1.3.3: Total oksidan seviyesi ile ICSI parametreleri arasındaki ilişkinin değerlendirildiği 

analiz 

 

 

 

 

Tablo 6.1.3.4: Total oksidan seviyesi ile sperm parametreleri arasındaki ilişkinin değerlendirildiği 

analiz 

 

 

 

 

6.1.4. Total Antioksidan Seviyesi 

 

Çalışmamızda total antioksidan seviyesi ile diğer parametrelerin ilişkileri Tablo 

6.1.4.1, 6.1.4.2, 6.1.4.3 ve 6.1.4.4’te gösterilmiştir. 
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Tablo 6.1.4.1: Total antioksidan seviyesinin, oksidatif stres parametreleri ve DNA-kromatin 

parametreleri arasındaki ilişkinin değerlendirildiği analiz 

 

 

 

 

Tablo 6.1.4.2: Total antioksidan seviyesi ile cAMP bağımlı PKA yolağı parametreleri arasındaki 

ilişkinin değerlendirildiği analiz 

 

 

 

 

Tablo 6.1.4.3: Total antioksidan seviyesi ile ICSI parametreleri arasındaki ilişkinin 

değerlendirildiği analiz 
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Tablo 6.1.4.4: Total antioksidan seviyesi ile sperm parametreleri arasındaki ilişkinin 

değerlendirildiği analiz 

 

 

 

 

6.2. Kromatin ve DNA Parametreleri 

 

Çalışmamızın sonuçları Tablo 6.2.1. ve Tablo 6.2.2’de gösterilmiştir. İstatiksel 

veriler her parametrenin altında belirtilmiştir. 

 

 

Tablo 6.2.1.: Kromatin ve DNA Parametreleri. Sonuçlar ortalama ± standart sapma olarak 

verilmiştir. 
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Tablo 6.2.2.: Hastaların DNA fragmentasyon ve kromatin bütünlüğü inceleme sonuçları. (DF: 

DNA fragmentasyonu, KB: Kromatin bütünlüğü). 
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6.2.1. DNA Fragmentasyonu 

Çalışmamızda DNA fragmentasyonu ile diğer parametrelerin ilişkiları Tablo 

6.2.1.1, 6.2.1.2, 6.2.1.3 ve 6.2.1.4.’ te gösterilmiştir. Geliştirilmiş sperm kromatin yapı 

analizi (Halosperm) Şekil 6.2.1.1 ile Şekil 6.2.1.2’de gösterilmiştir. 

 

 

Tablo 6.2.1.1: DNA fragmentasyonu analizinin oksidatif stres parametreleri ve kromatin 

bütünlüğü ile arasındaki ilişkinin değerlendirildiği analiz 

 

 

 

 

Tablo 6.2.1.2: DNA fragmentasyonu analizi ile cAMP bağımlı PKA yolağı arasındaki ilişkinin 

değerlendirildiği analiz 
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Tablo 6.2.1.3: DNA fragmentasyonu analizi ile ICSI parametreleri arasındaki ilişkinin 

değerlendirildiği analiz 

 

 

 

 

Tablo 6.2.1.4: DNA fragmentasyonu analizi ile sperm parametreleri arasındaki ilişkinin 

değerlendirildiği analiz 
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Şekil 6.2.1.1.: Sperm hücrelerindeki DNA fragmentasyonu geliştirilmiş sperm kromatin yapı 

analizi tekniği (Halosperm kit) ile gösterilmiştir. Ok ile gösterilen sperm hücrelerinde DNA 

fragmentasyonu görülmektedir. Yıldız ile gösterilen sperm hücrelerinde DNA fragmentasyonu 

görülmemektedir. (DNA fragmentasyonu < %30 olan 39 numaralı hastaya ait ışık mikroskopik görüntü 

X100) 
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Şekil 6.2.1.2.: Sperm hücrelerindeki DNA fragmentasyonu geliştirilmiş sperm kromatin yapı 

analizi tekniği (Halosperm kit) ile gösterilmiştir. Ok başı ile gösterilen sperm hücrelerinde DNA 

fragmentasyonu görülmektedir. (DNA fragmentasyonu > %30 olan 22 numaralı hastaya ait ışık 

mikroskopik görüntü X100) 
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Şekil 6.2.1.3: Sperm hücrelerindeki DNA fragmentasyonu geliştirilmiş sperm kromatin yapı 

analizi tekniği (Halosperm kit) ile gösterilmiştir. DNA fragmentasyonu < %30 olan 3 numaralı 

hastaya ait ışık mikroskopik görüntü X100. Yıldız ile gösterilen sperm hücrelerinde DNA 

fragmentasyonu görülmemektedir. 
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Şekil 6.2.1.4: Sperm hücrelerindeki DNA fragmentasyonu geliştirilmiş sperm kromatin yapı 

analizi tekniği (Halosperm kit) ile gösterilmiştir. DNA fragmentasyonu < %30 olan 31 numaralı 

hastaya ait ışık mikroskopik görüntü X100) Ok başı ile gösterilen sperm hücrelerinde DNA 

fragmentasyonu görülmektedir. Yıldız ile gösterilen sperm hücrelerinde DNA fragmentasyonu 

görülmemektedir. 
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6.2.2. Kromatin Bütünlüğü 

 

Çalışmamızda kromatin bütünlüğü ile diğer parametrelerin ilişkileri Tablo 

6.2.2.1, 6.2.2.2, 6.2.2.3 ve 6.2.2.4’te gösterilmiştir. Kromatin bütünlüğü analizi için 

uygulanan Toluidin mavi boyama analizi sonuçları Şekil 6.2.2.1 ve Şekil 6.2.2.2 

6.2.2.3, 6.2.2.4, 6.2.2.5’te gösterilmiştir. 

 

 

Tablo 6.2.2.1: Kromatin bütünlüğü analizinin oksidatif stres parametreleri ve DNA 

fragmentasyonu ile arasındaki ilişkinin değerlendirildiği analiz 

 

 

 

 

Tablo 6.2.2.2: Kromatin bütünlüğü analizi ile cAMP bağımlı PKA yolağı arasındaki ilişkinin 

değerlendirildiği analiz 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

89 

Tablo 6.2.2.3: Kromatin bütünlüğü analizi ile ICSI parametreleri arasındaki ilişkinin 

değerlendirildiği analiz 

 

 

 

 

Tablo 6.2.2.4: Kromatin bütünlüğü analizi ile sperm parametreleri arasındaki ilişkinin 

değerlendirildiği analiz 
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Şekil 6.2.2.1: Sperm kromatin bütünlüğü Toluidin Mavisi boyama tekniği ile gösterilmiştir. 

Anormal kromatin bütünlüğüne sahip olanlar koyu mavi olarak boyanmış ve TB(+) olarak belirtilmiştir. 

Normal kromatin yapısına sahip sperm hücreleri açık mavi renge boyanmış ve TB (-) olarak 

belirtilmiştir. (ışık mikroskopik görüntü X100). 

 

 

 

Şekil 6.2.2.2: Toluidin Mavisi boyama tekniği ile açık mavi renge boyanan TB (-) sperm hücresi. 

(ışık mikroskopik görüntü X100). 
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Şekil 6.2.2.3: 8 numaralı hastaya ait Toluidin Mavi boyasının ışık mikroskopik görüntüsü X100) 
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Şekil 6.2.2.4: 26 numaralı hastaya ait Toluidin Mavi boyasının ışık mikroskopik görüntüsü X100) 
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Şekil 6.2.2.5: 40 numaralı hastaya ait Toluidin Mavi boyasının ışık mikroskopik görüntüsü X100) 
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6.3. cAMP Bağımlı PKA Yolağı Parametreleri  

 

Çalışmamızın sonuçları Tablo 6.3.1’de gösterilmiştir. İstatiksel veriler her 

parametrenin altında belirtilmiştir. 

 

 

Tablo 6.3.1: cAMP bağımlı PKA yolağı ortalama ekspresyon oranı istatiksel analizi. Sonuçlar 

ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir. 

 

 

 

 

6.3.1. cAMP 

 

 Çalışmamızdaki cAMP analizi ile diğer parametrelerin ilişkiları Tablo 6.3.1.1, 

6.3.1.2, 6.3.1.3 ve 6.3.1.4’te ve Şekil 6.3.1.1’de gösterilmiştir. 

 

Tablo 6.3.1.1: cAMP analizi ile oksidatif stres parametreleri arasındaki ilişkinin değerlendirildiği 

analiz 
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Tablo 6.3.1.2: cAMP analizinin DNA-kromatin parametreleri ve cAMP bağımlı PKA yolağı 

proteinleri arasındaki ilişkinin değerlendirildiği analiz 

 

 

 

 

Tablo 6.3.1.3: cAMP analizi ile ICSI parametreleri arasındaki ilişkinin değerlendirildiği analiz 

 

 

 

 

Tablo 6.3.1.4: cAMP analizi ile sperm parametreleri arasındaki ilişkinin değerlendirildiği analiz 
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Şekil 6.3.1.1.: cAMP standart kalibrasyon eğrisi. 

 

 

6.3.2. PKA ve p-PKA 

 

 Çalışmamızdaki cAMP bağımlı PKA yolağı proteinleri ile diğer parametrelerin 

ilişkiları Tablo 6.3.2.1, Tablo 6.3.2.2 ve Şekil 6.3.2.1’de gösterilmiştir. 

İmmünohistokimyasal analiz sonuçları Şekil 6.3.2.2, Şekil 6.3.2.3, Şekil 6.3.2.4, Şekil 

6.3.2.5, Şekil 6.3.2.6, Şekil 6.3.2.7, Şekil 6.3.2.8, 6.3.2.9 ve 6.3.2.10, 6.3.2.11, 

6.3.2.12, 6.3.2.13’de gösterilmiştir. 
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Tablo 6.3.2.1: cAMP bağımlı PKA yolağının diğer parametrelerle ilişkinin değerlendirildiği 

analiz 
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Tablo 6.3.2.2: cAMP bağımlı PKA yolağı proteinlerinin (PKA ve p-PKA)  ekspresyon bölgelerinin 

ortalama oranları. Sonuçlar ortalama ± standart sapma olarak verilmiştir 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ekspresyon 

Bölgeleri 

PKA pPKA 

Ortalama (%) Ortalama (%) 

Baş 1,00 ± 2,26 0,84 ± 1,62 

Ekvatoryal 0,06 ± 0,31 4,40 ± 9,81 

Baş Posterior 0,81 ± 1,89 1,59 ± 3,10 

Baş Anterior 0,05 ± 0,19 77,10 ± 29,27 

Boyun 20,60 ± 15,79 35,28 ± 11,07 

Kuyruk 35,40 ± 17,85 35,46 ± 10,96 

Membran 3,28 ± 6,96 1,32 ± 2,63 

Sitoplazmik 

Damlacık 
3,43 ± 4,00 4,20 ± 4,55 

Akrozom 4,05 ± 5,48 5,79 ± 6,54 

Ekspresyon Yok 

 

28,81 ± 31,00 

 

12,70 ± 21,91 
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Şekil 6.3.2.1: cAMP bağımlı PKA yolağı proteinlerinin (PKA ve p- PKA) ekspresyon oranlarının 

bölgesel dağılımı. 
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Şekil 6.3.2.2: PKA proteinin immünohistokimyasal analizi. (negatif kontrol ışık mikroskopik 

görüntüsü X100) 
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Şekil 6.3.2.3: PKA proteinin immünohistokimyasal analizi. Ok başı boyun, yıldız ise kuyruk 

bölgesindeki ekspresyonu göstermektedir.(ışık mikroskopik görüntü X100) 
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Şekil 6.3.2.4: PKA proteinin immünohistokimyasal analizi. Ok başı boyun, yıldız ise kuyruk 

bölgesindeki ekspresyonu göstermektedir. (ışık mikroskopik görüntü X100) 
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Şekil 6.3.2.5: Sperm hücresinin boyun bölgesindeki PKA protein ekspresyonunun ışık 

mikroskopik görüntüsü X100. 

 

 

 

 

 

 

Şekil 6.3.2.6: Sperm hücresinin kuyruk bölgesindeki PKA protein ekspresyonunun ışık 

mikroskopik görüntüsü X100 
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Şekil 6.3.2.7: Sperm hücresinin akrozom bölgesindeki PKA protein ekspresyonunun ışık 

mikroskopik görüntüsü X100 

 

 

 

 

 

Şekil 6.3.2.8: p-PKA proteinin immünohistokimyasal analizi. (negatif kontrol ışık mikroskopik 

görüntüsü X100) 
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Şekil 6.3.2.9: p-PKA proteinin immünohistokimyasal analizi. Ok başı boyun, yıldız ise kuyruk 

bölgesindeki ekspresyonu göstermektedir. (ışık mikroskopik görüntü X100) 
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Şekil 6.3.2.10: p-PKA proteinin immünohistokimyasal analizi. Ok başı boyun, yıldız kuyruk, ok ise 

akrozom ve başın ön membran bölgesindeki ekspresyonu göstermektedir. (ışık mikroskopik görüntü 

X100) 
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Şekil 6.3.2.11: p-PKA proteinin immünohistokimyasal analizi. Ok başı boyun, yıldız ise kuyruk 

bölgesindeki ekspresyonu göstermektedir. (ışık mikroskopik görüntü X100) 
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Şekil 6.3.2.12: Membran, ekvatoryal ve akrozom bölgelerindeki p-PKA proteinin ekspresyon 

görüntüsü. 

 

 

 

 

 

Şekil 6.3.2.13: Baş anterior bölgesindeki p-PKA protein ekspresyonunun ışık mikroskopik 

görüntüsü x100. 
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6.4. ICSI Parametreleri 

 

Çalışmamızın sonuçları Tablo 6.4.1 ve 6.4.2’de gösterilmiştir. İstatiksel veriler 

her parametrenin altında belirtilmiştir. 

 

 

    Tablo 6.4.1: ICSI Parametrelerinin istatiksel analizinin değerlendirilmesi. Sonuçlar ortalama ± 

standart sapma olarak verilmiştir. 
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Tablo 6.4.2: ICSI parametrelerinin birbirleri ile ilişkinin değerlendirildiği analiz 

 

 

 

 

6.5. Sperm Parametreleri 

 

Çalışmamızın sonuçları Tablo 6.5.1 ve 6.5.2’de gösterilmiştir. İstatiksel veriler 

her parametrenin altında belirtilmiştir. 

 

Tablo 6.5.1: Sperm Parametrelerinin istatiksel analizinin değerlendirilmesi. Sonuçlar ortalama ± 

standart sapma olarak verilmiştir. 
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Tablo 6.5.2: Sperm parametrelerinin birbirleri ile arasındaki ilişkinin değerlendirildiği analiz 
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7. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

Çalışmamızda, seminal plazmada belirlenen oksidatif stres parametrelerinin 

sperm hücreleri üzerine hücresel, genetik ve fonksiyonel etkilerini ve bu spermler 

kullanılarak yapılan bir tüp bebek (ICSI) tedavisinde, tedavinin başarı ölçütlerine 

etkileri araştırılmıştır. 

 

Bu amaçla, semende oksidatif stres parametreleri (TAS, TOS, OSİ, MDA 

değerleri), cAMP aracılı PKA sinyal yolağı bileşenleri ekspresyon seviyeleri ve 

hücresel lokasyonları (cAMP, PKA, p-PKA), genetik yapı parametreleri (DNA 

fragmentasyonu, Kromatin bütünlüğü), semen parametreleri (konsantrasyon, motilite 

progresif motilite), ICSI parametreleri (fertilizasyon oranı, embriyo gelişme oranı, iyi 

kalite embriyo oranı, blastosist gelişme oranı, iyi kalite blastosist oranı, gebelik oranı) 

araştırılmış ve bu parametrelerin birbiri ile ilişkisi analiz edilmiştir. 

 

Çalışmamıza, sonuçları etkileyebilecek tüm diğer parametrelerin etkisini 

minimize edebilmek ve oksidatif stresin etkilerini direkt olarak analiz edebilmek için 

sperm parametrelerinde problem belirlenmemiş normozoospermik (DSÖ,2010 

kriterlerine göre), aynı yaş grubunda ve kadın faktörlü infertilite nedeniyle ICSI 

tedavisine alınmış vakalar dahil edilmiştir.   

 

Seminal plazmada oksidatif durumun belirlenmesi için 4 farklı parametre 

kullanılmıştır: 

1) Oksidatif stres indeks (OSİ): TOS ve TAS’nin birbirine oranı alınarak 

hesaplanan ve oksidanlar ile antioksidanlar arasındaki dengeyi ortaya koyan, 

2) Malondialtehit (MDA) seviyesi: Oksidatif hasara bağlı olarak sperm 

membranında ortaya çıkan lipid peroksidasyonunun bir yan ürünü olan ve seminal 

plazmadaki oksidatif stres seviyesini belirlemek için etkili bir belirteç olarak kullanılan 

malondialtehit seviyesi, 

3) Toplam oksidan miktarı (TOS): Seminal plazmadaki tüm oksitleyici 

radikallerin toplam miktarı, 
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 4) Toplam antioksidan miktarı (TAS): Seminal plazmadaki tüm nötralize edici 

antioksidanların toplam miktarı. 

 

Sözü edilen oksidatif stres parametrelerinin (TOS, TAS, OSI, MDA); 

1) Sperm hücrelerinin kromatin yapısı ve DNA bütünlüğüne etkileri, 

2)Tüm hücrelerde önemli işlevlere sahip olan (glikojen, şeker ve lipit 

metabolizmasının düzenlenmesi, vd.) sinyal yolaklarından biri olan ‘cAMP aracılı 

PKA yolağı’ proteinlerinin (cAMP, PKA, p-PKA) lokalizasyonları ve ekspresyon 

seviyelerine etkileri, 

3) Semen parametrelerine  (konsantrasyon, motilite, progresif motilite) etkileri,  

4) Tüp bebek (ICSI) parametrelerine (fertilizasyon oranı, embriyo gelişme oranı, 

embriyo kalitesi, blastosiste gitme oranı, blastosist kalitesi, gebelik) araştırılmıştır. 

  

Tüm bu bulgular birbirleri ile ilişkilendirilerek, oksidatif stresin sperm 

hücrelerine etkileri, bu etkileri hangi mekanizmalar üzerinden gerçekleştirdiği ve bu 

etkilerin klinik sonuçları üzerine bütüncül bilgi edinilmesi amaçlanmıştır. Böylece, 

erkek infertilite patogenezinde önemli rolü olan seminal oksidatif stresin etkilerinin 

kapsamlı olarak analiz edilmesi amaçlanmıştır. Araştırılan tüm parametreler,  aşağıda 

alt başlıklar halinde tartışılmıştır. 

 

7.1. Oksidatif Stres Parametreleri 

7.1.1. Oksidatif Stres İndeksi 

 

Çalışmamızda seminal plazmada belirlenen TOS ve TAS’ ın birbirine oranı 

alınarak hesaplanan ve oksidanlar ile antioksidanlar arasındaki oksidatif dengeyi 

ortaya koyan oksidatif stres indeks (OSİ) değeri ile araştırılan diğer parametreler 

arasında ilişki belirlenmemiştir. Çalışmamızda OSİ değerleri ortalama 1,08 olarak 

bulunmuştur.  

 

OSİ ile sperm ve ICSI parametreleri arasındaki ilişkiyi inceleyen çok az sayıda 

çalışmadan birinde [156], çalışmamızın bulguları ile benzer şekilde nitro bazlı bir 

kolorimetrik test olan mavi tetrazolium (NBT: OxiSperm, Halotech DNA®) 
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kullanılarak belirledikleri seminal oksidatif stres seviyesi ile semen parametreleri ve 

gebelik oranları arasında ilişki bulamamışlardır. Bu bulgu bize, (OSİ değerleri ile 

analiz edilen parametreler arasında ilişki bulunmaması) oksidan ve antioksidanlar 

arasındaki dengeyi ifade eden OSİ değerinin, normozoospermik vakalarda çok yüksek 

olmaması nedeniyle elde edildiğini düşündürmüştür. Oksidasyon redüksiyon 

potansiyeli (ORP), oksidatif stresi doğrudan ölçmek için kullanılan alternatif 

tekniklerden biridir. MiOXSYS kullanarak oksidasyon-redüksiyon potansiyellerinin 

(ORP) ölçüldüğü bir başka çalışmada ise [157], ORP düzeylerindeki artışla birlikte 

sperm konsantrasyonu ve motilitesinde de artış gösterilmiştir. İnfertil ve fertil hasta 

grubunun semendeki ORP düzeylerinin karşılaştırıldığı bir çalışmada [8], ORP 

seviyesi ile sperm parametreleri (konsantrasyon, toplam sperm sayısı, motilite ve 

morfoloji) arasında negatif ilişki gösterilmiştir. Bu çalışmada da, aynı yaklaşımla 

infertil hastaların çalışmaya dahil edilmesi nedeniyle bu sonuçların elde edilmiş 

olabileceği düşünülmektedir. 

 

Çalışmamızda dikkate değer noktalardan biri ise hasta popülasyonumuzda TOS 

miktarlarının yüksek olduğu vakalarda bu yükselişin TAS seviyeleri ile kompanse 

edildiğinin gözlemlenmesidir. Bu gözlem doğrultusunda, normozoospermik vakalarda 

oksidatif dengenin iyi korunduğu, buna bağlı olarak da sperm parametrelerinin normal 

sınırlar içinde kaldığı ileri sürülebilir. 

 

7.1.2. Lipit Peroksidasyonu (MDA Analizi) 

 

Sperm plazma membranı, metilen grupları arasında konjuge edilmemiş çift 

bağlara sahip PUFA’lar şeklinde yüksek seviyelerde lipitlere sahiptir. Metil, karbon-

hidrojen bağının gücünü azaltmakta ve hidrojeni oksidatif hasara karşı duyarlı hale 

getirmektedir.  Hücre içi ROT seviyeleri kontrolsüz bir şekilde artması, plazma zarı 

yağ asitlerinin yaklaşık % 60' ının kaybolduğu ve zar akışkanlığının azaldığı ayrıca 

iyonların, membran reseptörlerinin ve enzimlerin etkilerinin inhibe edildiği lipit 

peroksidasyonu ile sonuçlanmaktadır. Bu nedenle LPO, anormal döllenmeye yol açan 

otokatalitik, kendiliğinden ilerleyen kimyasal bir reaksiyondur ve bu oksidatif hasarın 

mekanizması başlatma, yayılma ve sonlanma olarak üç ana adımda gerçekleşmektedir 
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[152,158,159]. Başlatma, karbon-karbon çift bağlarından hidrojen atomlarının 

ayrılmasını içermektedir, böylece serbest radikalleri iter, bu da daha sonra lipit 

radikalleri oluşturmaktadır ve daha sonra peroksil radikallerini oluşturan oksijen ile 

reaksiyona girmektedir [158]. Peroksil radikalleri, özellikle bakır ve demir gibi 

metaller bulunduğunda, otokatalitik reaksiyon zincirini ilerleterek tekrar lipitlerden 

hidrojen atomları oluşturabilmektedir. Oksidatif hasarın yayılma aşaması, 

hidroperoksitin bozunması nedeniyle sitotoksik aldehitler üreten ve ardışık lipitlerle 

reaksiyona giren radikallerle devam etmektedir [158,160]. Peroksil ve alkil 

radikallerinin oluşumu,  reaksiyon zinciri sona erene kadar ve malondialdehit (MDA) 

olan kararlı bir nihai ürün oluşana kadar bu adımda döngüsel bir şekilde sürer [158]. 

Bu nedenle MDA, sperm hücresini etkileyen peroksidatif hasar seviyesini belirlemek 

ve izlemek için kullanılabilen bir biyokimyasal belirteçtir.  

 

Çalışmamızda oksidatif stres belirteçlerinden biri olan MDA seviyesi ile sperm 

ve ICSI parametreleri arasında herhangi bir ilişki belirlenmemesine rağmen, cAMP 

bağımlı PKA yolağı arasında pozitif bir ilişki gözlenmiştir.  

 

İnfertil ve fertil erkek hastaların TAS ve MDA seviyelerini değerlendiren bir 

çalışmada bir antioksidan olan çinko ile in vitro inkübasyondan sonra sadece infertil 

hastalarda TAS seviyesinde önemli bir artış bulunmuştur. Buna karşılık hem fertil hem 

de infertil hastaların lipit peroksidasyon değerleri üzerinde bir etkisi bulunmamıştır 

[161]. Bu çalışmanın bulguları, bizim çalışmamızın sonuçlarını destekler niteliktedir. 

IUI işlemi uygulanan subfertil (normozoospermi, teratozoospermi 

oligoteratozoospermi)  ve fertil hastaların dahil edildiği bir başka çalışmada, ROT ve 

TAS değerleri ölçülüp semen parametreleri ile karşılaştırılmış ve 

oligoteratozoospermisi olan hastalarda anlamlı derecede düşük TAS seviyeleri ile 

yüksek MDA düzeyleri ve seminal MDA düzeyleri ile sperm konsantrasyonu, motilite 

ve morfolojisi arasında negatif ilişki gösterilmiştir [162]. Çalışma sonuçlarımızın 

benzer bulunmaması, bu çalışmada subfertil hastaların kullanılması ve IUI adı verilen 

farklı bir yardımla üreme tekniğinin kullanılıyor olmasından kaynaklanabileceği 

düşünülmektedir. 
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MDA ile cAMP düzeyinin ilişkisinin değerlendirildiği güncel bir çalışmada, bir 

oksidan olan merkürik klorür ile muamele edilen keçi sperminde, artan merkürik 

klorür konsantrasyonunun etkisi ile TAS miktarının azaldığını, MDA seviyesinin ve 

cAMP düzeylerinin arttığını bildirmişlerdir [163]. Bu sonuçlar çalışmamızın 

bulgularını destekler niteliktedir. Seminal plazma ile bu konuda yapılmış başka bir 

çalışma bulunmamasına rağmen, sıçan kalbinde yapılan ve BU-XIN RUAN-MAI 

granülünün miyokard iskemisini doza bağlı bir şekilde iyileştirdiğini gösteren bir 

çalışmada, serum MDA içeriği ile cAMP düzeyinin negatif ilişkili olduğu bildirilmiştir 

[164]. 

 

7.1.3. Toplam Oksidan Seviyesi 

 

Ortalama TOS seviyesinin 13,12 µmol/H2O2/eq. çıktığı çalışmamızda, seminal 

plazmadaki TOS seviyesi ile sperm motilitesinin ilişkili olduğu belirlenmiştir. 

 

Literatürde, artan ROT seviyeleri, sperm hareketliliğindeki azalma ile 

ilişkilendirilmiş çalışmalar mevcuttur [165 – 167] ancak arasındaki bağlantı tam olarak 

anlaşılamamıştır. Bunu açıklamak için ileri sürülen hipotezlerden biri, H2O2' in hücre 

zarı boyunca sitoplazmaya yayılabilmesi ve glikoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PD) gibi 

enzimlerin aktivitesini inhibe edebilmesidir. Bu enzim, heksoz monofosfat şant 

yoluyla glikoz akış hızını kontrol edebilmekte ve nikotinamid adenin dinükleotid 

fosfatın (NADPH) hücre içi kullanılabilirliğini kontrol etmektedir. Bu da NADPH 

oksidaz olarak bilinen bir enzim sistemi ile ROT oluşumunu beslemek için sperm 

hücresi tarafından bir elektron kaynağı olarak kullanılmaktadır [168]. G6PD' ın 

inhibisyonu, NADPH' ın mevcudiyetinde bir azalmaya ve eş zamanlı olarak 

oksitlenmiş glutatyon birikimine yol açmaktadır. Bu sperm hücresinin antioksidan 

savunma sistemini azaltabilmekte ve membran fosfolipit peroksidasyonunu 

artırabilmektedir [169]. Başka bir hipotez ise aksonemal protein fosforilasyonunda bir 

azalmaya neden olan ve sperm hareketliliğini azaltan, her ikisi de membran 

akışkanlığında ve sperm-oosit füzyonunda bir azalma ile ilişkili olan bir dizi kaskad 

kimyasal reaksiyonu içermektedir [170]. 
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Çalışmamızda TOS ile ICSI parametreleri arasında bir ilişki bulunmamıştır. 

Spermin hücre içi reaktif oksijen türlerinin (ROT; H202, O2
-), akış sitometrisi 

kullanılarak değerlendirildiği bir çalışmada, yüksek düzeyde hücre içi ROT’ nin,  

intrasitoplazmik sperm enjeksiyon tedavisinden sonra embriyo pronükleer oluşumunu 

olumsuz etkilediğini bildirmişlerdir. Ancak hasta grubu, ICSI tedavisine alınan infertil 

erkeklerden oluştuğundan dolayı bizim çalışmamızdan farklılık gösterdiği 

düşünülmektedir [18]. 

 

7.1.4. Toplam Antioksidan Seviyesi 

 

Çalışmamızda total antioksidan durumu ile araştırılan sinyal yolağı proteinleri 

arasında bir ilişki belirlenmemiştir. İnsan sperm hücresindeki TAS miktarı ile 

cAMP/PKA sinyal yolağı arasındaki ilişkiyi inceleyen literatürde herhangi bir 

çalışmaya rastlanmamıştır. Bu yönüyle bulgumuz ilktir. Ancak, keçi sperm hücresi ile 

yapılan bir çalışmada, artan merkürik klorür konsantrasyonu ile TAS miktarının 

azaldığını buna karşın cAMP seviyesinde bir artış olduğunu ve muhtemelen artan 

cAMP seviyesi ile PKA ekspresyonunun da artabileceğini bildirmişlerdir. Ayrıca 

yüksek konsantrasyondaki merkürik klorürün tirozin fosforilasyonunu inhibe ettiği ve 

bunun sonucunda sperm hücresi kapasitasyona uğramadan spontan bir akrozomal 

reaksiyonunu indükleyerek infertiliteye neden olabileceğini bildirmişlerdir [163]. 

Çalışmamızla bu çalışmanın bulgularının benzerlik göstermemesinin nedeni türler 

arasındaki farklılıktan kaynaklanabileceğini düşündürmektedir. Diğer yandan 

otoimmün bir bozukluk olan Multiple skleroz ile ilgili yapılan bir çalışmada bir 

flavonoid olan Luteolin’ in sıçanda oluşturulan multiple sklerozdaki terapötik rolüne 

bakıldığında, luteolin ile tedavi edilen grupta TAS seviyesiyle paralel olarak cAMP 

seviyesinin de arttığı bildirilmiştir [171]. Yine luteolinin sıçan adrenal 

feokromositoma hücre dizisi olan PC12 hücrelerindeki etkilerini inceleyen bir 

çalışmada luteolin tedavisi ile PKA ekspresyonunun arttığını, mikroRNA-132'nin 

(miR-132) cAMP / PKA- ve ERK-bağımlı CREB sinyal yollarının aktivasyonu ile 

nörit büyümesini modüle ettiğini göstermişlerdir [172]. Bizim sonuçlarımızla 

karşılaştırdığımızda, farklı sistemlerdeki oksidan ve antioksidan miktarlarındaki 
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farklılıkların veya oluşabilecek oksidatif stres hasarlarının cAMP/PKA sinyal yoluna 

etki mekanizmasının değişkenlik gösterebileceği düşünülmektedir. 

 

Çalışmamızda total antioksidan durumu ile kromatin yapısı (DNA 

fragmentasyonu ve kromatin bütünlüğü) ile ilişkisi bulunmamıştır. Literatürde, normal 

ve anormal sperm parametrelerine sahip 102 infertil hastadan oluşturulan iki grubun 

oksidatif stres, TAS ve DNA fragmantasyonu incelendiğinde, süperoksit anyonu ve 

antioksidan kapasiteli peroksinitrit arasında oluşan dengesizliğin sonucunda anormal 

sperm parametrelerine sahip hastalarda normal sperm parametrelerine sahip hastalara 

oranla düşük TAS seviyesi ve yüksek sperm DNA fragmentasyonunun oluştuğunu 

bildirmişlerdir [173]. Bu çalışmada normal sperm parametrelerine karşı anormal sperm 

parametrelerinin karşılaştırıldığını göz önüne alırsak bizim çalışmamızda normal 

sperm parametrelerine sahip infertil hastalarda DNA fragmantasyonu ile anlamlı bir 

ilişki görülmemesi beklenebilmektedir. Boğa spermine kriyoprezervasyon sonrası bir 

antioksidan olan selenyum nano - partiküllerinin (Se-NP) farklı dozlarda ilave 

edilmesinin etkilerinin araştırıldığı farklı bir çalışmada belirli bir doza kadar eklenen 

selenyum nano-partiküllerinin kriyoprezervasyon sonrası kromatin bütünlüğünü ve 

sperm progresif hareketliliğini önemli ölçüde iyileştirdiği gösterilmiştir. Ancak en 

yüksek konsantrasyonda Se-NP eklenen grupta kontrole kıyasla daha zararlı bir etki 

de görülmüştür [174].  Ancak bu çalışmada kriyoprezervasyonun boğa spermi 

üzerinde oluşturabileceği oksidatif hasarın sonucu olarak kromatin yapısında meydana 

gelebilecek yapısal bozuklukların belirli konsantrasyondaki selenyum nano 

partikülleri ile onarılabildiğini de düşünmek gereklidir. Çalışmamızda kullandığımız 

normal sperm parametrelerine sahip infertil hastalardaki oksidatif hasar ile 

kriyoprezervasyon sonucu oluşabilecek hasarlar farklılık gösterebilmektedir. 

 

Total antioksidan seviyesinin sperm parametreleri ile ilişkisi incelendiğinde 

analiz edilen sperm parametrelerinden (sperm sayısı, sperm hacmi, toplam motilite ve 

progresif sperm sayısı) sadece sperm motilitesi ile anlamlı seviyede ilişki 

belirlenmiştir. İdiyopatik oligoastenoteratozoospermi (OAT) olan infertil erkeklerde, 

sperm parametreleri ve seminal plazma antioksidan durumu üzerine 3 ay boyunca 200 

mg / gün ve 400 mg / gün dozlarda oral CoQ10'un etkisinin araştırıldığı bir çalışmada 
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sperm motilitesi ve antioksidan ölçümler arasında pozitif ilişki bulunmuştur [175]. 

İnfertil ve fertil hasta gruplarından oluşturulan farklı bir çalışmada seminal plazmadaki 

SOD ve GPx aktiviteleri ile sperm konsantrasyonu, motilite ve normal morfoloji 

arasında anlamlı pozitif ilişki gösterilmiştir [176]. Bu bulgular çalışmamızın 

bulgularını destekler niteliktedir. Ancak çalışmalarda diğer parametreler ile ilişki 

belirlenmesine rağmen bizde belirlenmemiş olması bu çalışmalarda seçilen ve 

karşılaştırılan hasta grupları normozoospermi değil OAT grubunun çalışılmış olması 

ve infertil hasta grubunda farklı sperm parametrelerine sahip hastaların olabileceği 

düşünülmektedir. Başka bir çalışmada 2014-2016 yılları arasında 20-40 yaş arası 

erkeklerin rastgele örneklenmesi ile kontrol grup olarak kentsel ve vaka grubu olarak 

kırsal bölge erkeklerinin katıldığı ve oksidan özellikteki organofosfat bileşiklerine 

mesleki maruziyet sonucunda tarım işçilerinin üreme sistemi üzerindeki etkilerinin 

araştırıldığı bir çalışma yapılmıştır. Sonuç olarak organofosfat bileşiklerine maruz 

kalan kırsal kesimdeki hastaların seminal plazmasında total antioksidan seviyesinde 

bir azalma ve buna bağlı olarak sperm motilitesinde de azalma olduğunu 

göstermişlerdir [177]. Balb/c erkek farelerde Ghrelin'in, siklofosfamidinin neden 

olduğu hasarlara karşı etkisini değerlendirdiği bir çalışmada, siklofosfamidinin sperm 

parametrelerinde (sperm sayı, motilite ve canlılık) meydana getirdiği hasarı ghrelin 

tedavisi ile ortadan kaldırılabileceğini göstermişlerdir. Ancak Ghrelin tedavisinin 

sperm morfolojisinde hiçbir etki göstermediğini de bildirmişlerdir [178]. IUI işlemi 

uygulanan subfertil (normozoospermi, teratozoospermi, oligoteratozoospermi)  ve 

fertil erkek hastaların çalışmaya alındığı araştırmada, TAS seviyeleri ile semen 

parametreleri arasında pozitif ilişki görüldüğü bildirilmiştir [179]. Total oksidan 

seviyesi yüksek ve düşük olarak sınıflandırılan fertil erkek hastalar arasında yapılan 

başka bir çalışmada progresif sperm motilitesi, yüksek total oksidan seviyesi olan 

grupta düşük oksidan seviyeli gruba göre anlamlı olarak düşük bulunmuştur [180]. 

Sonuç olarak total oksidan seviyesi ile progresif sperm motilitesi arasındaki gösterilen 

negatif ilişki bizim sonuçlarımızı da desteklemektedir. 

 

Total antioksidan seviyesinin ICSI parametrelerine etkisini incelediğimizde 

incelenen parametreler içinde tedavi başarısı için önemli bir gösterge olarak kabul 

edilen ‘blastosiste gitme oranı’ ile aralarında anlamlı ilişki bulunmuştur. Bu konuda 
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yapılan çalışmalardan birinde, 117 infertil kadının katıldığı bir çalışmada, ICSI sonrası 

düşük döllenme oranı ve düşük kaliteli blastosist oranı olan hastalardaki TAS 

seviyesinin de düşük olduğunu göstermişlerdir [181]. Başka bir çalışmada PKOS 

(polikistik over sendromu) hastalarının ICSI sonuçlarında (oosit sayısı ve kalitesi, 

embriyo sayısı ve kalitesi, gebelik oranı) E ve D vitamini tedavisinin etkileri 

araştırılmıştır. D vitamini düzeyi ile implantasyon oranı ve artan klinik gebelik 

arasında zayıf bir ilişki olduğu gösterilmiştir [74]. ICSI uygulanan 138 kadının 

katıldığı, folikül sıvısındaki ROT, TAS ve ICSI sonrası gebelik arasındaki ilişkinin 

incelendiği bir çalışmada da yüksek TAS oranı ve düşük ROT oranı ile gebelik 

arasında ilişki bulunmuştur [182]. 

 

7.2. Kromatin ve DNA Parametreleri 

 

Çalışmamızda kromatin yapısı ve DNA fragmentasyonu parametreleri ayrı 

olarak değerlendirilmiş ve araştırılan parametreler ile ilişkisi araştırılmıştır. 

 

Sperm kromatin bütünlüğü ve DNA fragmentasyonu ile sperm parametreleri ve 

ICSI parametreleri arasındaki ilişkiyi inceleyen çalışmalar farklı sonuçlar 

bildirmektedir. Bunun nedeni, çalışılan hasta gruplarının farklılığı ve DNA 

fragmentasyonu ya da kromatin yapının değerlendirilmesi için kullanılan tekniklerin 

çokluğundan kaynaklanabilir [183]. 

 

Çalışmamızda, geliştirilmiş SCSA (sperm kromatin yapı analizi) tekniği ile 

analiz ettiğimiz sperm DNA fragmentasyonu ile sperm parametrelerinden olan 

konsantrasyon ve toplam motilite parametreleri ile arasında negatif ilişki 

belirlenmiştir. Çalışmamızı destekler nitelikte; 150 fertil erkekte yapılan bir çalışmada 

DFI ( DNA Fragmentasyon İndeksi), sperm genel motilitesi ve tip A motilitesi ile 

anlamlı derecede negatif ilişki göstermiştir [184]. Ayrıca [185] ve  [186] çalışmaları 

da sonuçlarımızı destekler şekilde motilite ile DFI arasında – ilişki olduğunu 

bildirmişlerdir. Ayrıca, [187] ve [188] çalışmaları bizim sonuçlarımızı destekler 

nitelikte düşük konsantrasyon ile yüksek DFI arasında anlamlı bir ilişki olduğunu 

bildirmişlerdir. Ancak, yapılan bir çalışmada, sperm değerleri ile DFI arasında ilişki 
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belirlenmesine rağmen, farklı DFI grupları arasında IVF veya ICSI sikluslarında klinik 

gebelik, erken abortus, oosit fertilizasyonu veya kaliteli embriyo oranlarında anlamlı 

farklılık saptanmadığı gösterilmiştir [189]. Tüm bu sonuçlar birlikte 

değerlendirildiğinde, erkekte üreme potansiyelinin belirlenmesi için gittikçe 

yaygınlaşan bir teknik olan sperm DFI' nin erkek fertilite değerlendirmesinde çok 

değerli olduğu gösterilmiş olmakla birlikte, tüp bebek sikluslarında etkisi ve öneminin 

tam olarak ortaya koyulması için daha fazla araştırmaya gereksinim duyulmaktadır. 

 

Çalışmamızda DNA fragmentasyonu ile oksidatif stres belirteçlerinden biri olan 

MDA seviyesi arasındaki pozitif ilişki bulunmuştur. Çalışmamızın bulgularını 

destekler nitelikte, fertil ve infertil erkeklerden oluşan bir çalışmada sperm DNA 

fragmentasyonu ile seminal plazmadaki MDA seviyeleri arasında anlamlı pozitif ilişki 

olduğunu bildirmişlerdir [176]. DNA fragmentasyonu ve MDA seviyesinin, 

hücrelerde apoptotik sürecin sonuçları olduğu bilindiğinden, birbirleriyle ilişkili 

bulunması, beklenen bir sonuç olarak değerlendirilmiştir.  

 

Çalışmamızda DNA fragmentasyonu ve araştırılan cAMP bağımlı PKA sinyal 

yolağı proteinleri arasında anlamlı bir ilişki belirlenmemiştir. Literatürde, bu konuda 

yapılmış başka bir çalışmaya rastlanmamıştır. Bu bulgumuz, DNA fragmentasyonunu 

tetikleyen yolaklardan birinin PKA yolağı olamayacağını düşündürmektedir.  

 

DNA fragmentasyonu ve kromatin bütünlüğünün, ICSI parametrelerine etkisini 

incelediğimizde kromatin bütünlüğü ile blastosiste gitme oranı ve gebelik oranı 

arasında pozitif ilişki belirledik. Çalışmamızın bulgularını destekler nitelikte, 

tekrarlayan gebelik kaybı olan çiftler ve fertil çiftlerin karşılaştırıldığı bir meta 

analizde tekrarlayan gebelik kaybı öyküsü olan kadınların erkek partnerlerinin, fertil 

kontrol kadınlarının partnerlerine kıyasla önemli ölçüde daha yüksek sperm DNA 

fragmentasyonu oranına sahip olduğu bildirilmiştir [190]. Sperm DNA 

fragmentasyonunun ICSI tedavi sonuçları üzerindeki etkisini inceleyen başka bir 

çalışmada, düşük (%15), orta (%15-30) ve yüksek (>%30) sperm DNA 

fragmentasyonuna sahip 3 grup karşılaştırılmış, düşük ve orta dereceli sperm DNA 

fragmantasyonuna sahip gruplarda ICSI sonuçlarında fark bulamamalarına rağmen, 
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yüksek sperm DNA fragmentasyonuna sahip grupta gebelik elde edilemediği 

bildirilmiştir. Aynı çalışmada, semen hacmi, sperm morfolojisi ve fertilizasyon oranı, 

DNA fragmentasyonu ile ilişkili bulunmamış, ancak sperm konsantrasyonu ve 

motilitesi tüm gruplarda negatif ilişkili bulunmuştur [191]. Ancak, sağlıklı 

normozoospermik gönüllü grubu ile ICSI ile tedavi edilen infertil çiftlerin katıldığı bir 

başka çalışmada sperm kromatin bütünlüğünün, embriyo gelişimi ve gebelik oluşumu 

ile karşılaştırılması sonucunda sperm kromatin bütünlüğünün ICSI sonuçlarıyla ilişkili 

olmadığını bildirmişlerdir [192]. 

 

7.3. Sinyal Yolağı Parametreleri 

 

Hücre biyolojisinde, protein kinaz A (PKA) aktivitesi siklik AMP' nin (cAMP) 

hücresel seviyelerine bağlı olan bir enzim ailesidir. PKA, cAMP' a bağımlı protein 

kinaz (EC 2.7.11.11) olarak da bilinir. Protein kinaz A, glikojen, şeker ve lipit 

metabolizmasının düzenlenmesi dahil olmak üzere hücrede çeşitli işlevlere sahiptir. 

 

Spermde, cAMP bağımlı PKA yolağı ve bu yolağın oksidatif stres ile ilişkisi ve 

diğer olaylara etkileri ile ilgili çalışmaya rastlanmamıştır. Çalışmamızda cAMP – PKA 

sinyal yolağı ile oksidatif stres arasında anlamlı bir ilişki bulunmamasına rağmen 

oksidatif stresin bir yan ürünü olan MDA seviyesi arasında pozitif ilişki belirlenmiştir. 

Domuz sperminin kullanıldığı bir çalışmada, reaktif bir serbest radikal olan 

peroksinitritin cAMP bağımlı protein kinaz 1 (PKA) substratlarının fosforilasyonunu 

indüklediğini, sperm lipit peroksidasyonunu önemli ölçüde arttırdığını ve sperm 

canlılığını azaltmadan sperm motilitesini ve progresif motiliteyi azaltmış olduğunu 

bildirmişlerdir [193]. Sıçan modelinde brusella enfeksiyonu döneminde lipid 

peroksidasyonu, NO üretimi, antioksidatif sistem ve inflamasyonu ve hücre içi siklik 

AMP' ın Brusella kaynaklı olaylarda rolünün araştırıldığı bir çalışmada, cAMP / PKA 

yolunun aktivasyonunun MDA analizi ile ölçülmüş olan lipit peroksidasyonunu ve B. 

melitensis' in neden olduğu yüksek NO konsantrasyonlarını baskıladığını 

göstermektedir [194]. 
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Çalışmamızda beklenen bir sonuç olarak, cAMP ile PKA proteini arasında 

anlamlı ilişki bulunmuştur. Bu nedenle yolak cAMP bağımlı PKA yolağı olarak da 

adlandırılmaktadır. Sperm hücrelerinde de, adenilat siklazın etkisiyle ATP tarafından 

üretilen bir nükleotit olan cAMP konsantrasyonu arttığında PKA ‘ yı aktive ettiği 

bildirilmiştir [195]. 

 

Ayrıca PKA ve PKA nın fosforillenmiş yani aktive olmuş hali olan p-PKA 

proteinlerinin semen parametreleri ile bir ilişkisi bulunmamış olmasına rağmen PKA 

ekspresyonu ile sperm progresif motilitesi arasında ilişki bulunmuştur. Bu 

sonucumuzu destekler nitelikte, bir PKA inhibitörünün (H-89), fare sperm hücresinin 

glikoz aracılı motilite parametreleri üzerindeki modülatör etkilerinin araştırıldığı 

çalışmada, H89’ un sperm motilitesini inhibe ettiğini göstermişlerdir [196]. Semen 

kalitesinin hem serum hem de seminal plazma D vitamini düzeyleri ile ilişkilerinin 

incelendiği bir çalışmada, seminal plazma D vitamini, hem cAMP / PKA yolu 

üzerinden hem de hücre içi kalsiyum iyonlarındaki artışla ATP sentezini teşvik ederek 

sperm hareketliliğini arttırabileceğini bildirmişlerdir [197]. 

 

cAMP/PKA proteinlerinin ICSI parametreleri ile bir ilişkisi bulunmamış 

olmasına rağmen p-PKA ekspresyonu ile fertilizasyon oranı arasında ilişki 

bulunmuştur. Spermde PKA yolağının ICSI parametrelerine etkilerini inceleyen başka 

bir çalışma bulunmamaktadır. Ancak oosit ile yapılan bir çalışmada, Fosfodiesteraz 3 

(PDE3) inhibitörleri, cAMP seviyesini azaltarak oositlerdeki mayozu baskıladığı 

gösterilmiştir, PDE3 inhibitörü olan silostazol de in vitro ve in vivo dişi fare modelinde 

oosit olgunlaşmasını baskılamıştır, tedavi ortadan kaldırıldığında yapılan ICSI 

prosedürü sonrası morfoloji, döllenme oranı, embriyo bölünmesi, blastosist oluşumu 

ve canlı yavruların sayısı kontrollerle karşılaştırıldığında normal değerler göstermiştir 

[198]. Bu bulgu ile birlikte sonucumuz değerlendirildiğinde oositte cAMP’ ın oosit 

gelişim potansiyelini, dolayısıyla da embriyo gelişimini etkilediği ancak aynı etkinin 

spermdeki cAMP ile meydana gelmediğini iddia edebiliriz. Bunun nedeni olarak da 

spermin sitoplazmik protein ve habercileri çok az miktarda içermesi nedeniyle aynı 

etkiyi oluşturamaması gösterilebilir. 
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Bulgularımız sonucunda, oksidatif stresin ölçütlerinden biri olan MDA’nın, 

cAMP bağımlı PKA yolağı ile ve kromatin yapısı ve DNA fragmentasyonu ile ilişkili 

olduğu belirlenmiştir. PKA’nın progresif sperm motilitesi ile ve p-PKA’nın ICSI 

sonrası fertilizasyon oranı ile ilişkili olduğu bulunmuştur. Ayrıca, TAS düzeyi ile 

sperm motilitesi ve blastosist oranı arasında, TOS düzeyi ile de progresif motilite 

arasında ilişki bulunmuştur. 

 

Semedeki oksidatif stres ile, sperm DNA’sı ve kromatin yapının bozulduğu, 

cAMP aracılı PKA yolağının aktive olduğu, bu yolağın da sperm motilitesi ve ICSI 

sonrası fertilizasyon oranlarını düşürdüğü ileri sürülebilir. Konu ile ilgili yapılacak 

daha kapsamlı çalışmalara ihtiyaç vardır.  
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Yabancı Dil Sınav Notu 

KPDS YDS IELTS TOEFL 

IBT 
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TOEFL 

CBT 

FCE CAE C
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 Sayısal Eşit Ağırlık Sözel 
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Bilgisayar Bilgisi 

Program Kullanma becerisi 

 Microsoft office programları  İyi 
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