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1. OZET

ERKEK INFERTILITESINDE OKSIDATIF STRESIN cAMP ARACILI

PKA YOLAGI PROTEINLERINE VE ICSI PARAMETRELERINE
ETKIiSININ ARASTIRILMASI

Infertilite, ¢iftlerin en az 1 yil siire ile korunmasiz ve diizenli cinsel iliskiye ragmen
gebelik elde edilememesi olarak tanimlanmaktadir (DSO, 2010). Toplumun
~%15’inde goriilen infertilite sorunu ile karsilasan ¢iftler yardimla iireme tekniklerine
bagvurmakta ve ancak bu yolla gebelik saglanabilmektedir. Oksidatif stresin, birgok
hastaligin etiyolojisinde rol oynadig: gibi infertilitede de etkisi oldugu bilinmektedir.
Sperm hiicrelerinin fertilizasyon surecinde (hiperaktivasyon, kapasitasyon) rol
oynayan yolaklardan biri de cAMP bagimli PKA yolagidir. Calismamizda, seminal
plazmada belirlenen oksidatif stres parametrelerinin sperm hicreleri tizerine hucresel,
genetik ve fonksiyonel etkilerini ve bu spermler kullanilarak yapilan bir tiip bebek
(ICSI) tedavisinde, tedavinin basar1 ol¢iitlerine etkileri arastirilmistir. Calismamaiza,
tip bebek merkezine bagvuran 40 ciftin erkek partnerlerinin semen parametreleri,
oksidatif stres degerleri (TOS, TAS, MDA), DNA fragmentasyonu ve kromatin
biitiinligii degerleri, CAMP diizeyleri, PKA ve p-PKA proteinlerinin ekspresyon
seviyeleri ve hiicresel lokasyonlari ve bu spermler kullanilarak yapilan bir ICSI
tedavisi sonrasi ICSI parametreleri arastirllmistir. Oksidatif stresin dlcutlerinden biri
olan MDA ’nin, cAMP bagimli PKA yolagi ile (p=0,008) ve kromatin yapisi (p=0,607)
ve DNA Fragmentasyonu (p=0,037) ile iliskili oldugu belirlenmistir. TAS diizeyi ile
sperm motilitesi (p=0,047) ve blastosist gelisim oran1 (p=0,023) arasinda, TOS diizeyi
ile de spermin progresif motilite oran1 (p=0,053) arasinda anlamli iliski bulunmustur.
PKA seviyesi ile progresif sperm motilitesi arasinda anlamli bir iligki belirlenmis
(p=0,056), bu proteinin aktive formu olan p-PKA ile de fertilizasyon orani arasinda
iligkili belirlenmistir (p=0,023). Bulgularimiz dogrultusunda semendeki oksidatif
stresin, cAMP aracili PKA yolagini aktive ettigi, bu yolagin sperm DNA’s1 ve
kromatin yapisini bozdugu, ve sperm motilitesi ve ICSI sonrasi fertilizasyon oranlarini
diistirdigii sonucuna ulagilmistir. Konu ile ilgili yapilacak kapsamli ¢aligmalara ihtiyag

vardir.
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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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3. GIRIS VE AMAC

Infertilite, ciftlerin en az 1 yil siire ile korunmasiz ve diizenli cinsel iligkiye
ragmen gebelik elde edilememesi olarak tanimlanmaktadir (DSO, 2010). Toplumun
~%15’inde goriilen ve her gecen giin insidansi hizla artan infertilite, glinlimiiziin
onemli saglik sorunlarindan biri haline gelmistir. Infertilite ile karsilasan ciftler
yardimla iireme tekniklerine basvurmakta ve ancak bu yolla gebelik
saglanabilmektedir. Infertilite tedavisi ve yardimla iireme tekniklerinde basar1 olarak
adlandirilan gebelik ve saglikli dogum bir¢ok parametreye bagli olmakla birlikte,
basar1 sans1 gliniimiizde ortalama %40 civarinda olup bu oranin yiikseltilmesi birgok

caligmaya konu olmaktadir [1].

Erkek kaynakli infertilite tanisinda, DSO’niin olusturdugu rehber dogrultusunda
semen analizi gold standart olarak kullanilmakta, konsantrasyon, motilite ve morfoloji
gibi sperm parametreleri belirlenerek erkek treme potansiyeli belirlenmeye
calisilmaktadir [2]. Ancak semen analizi bir¢ok erkek infertilite vakasini predikte
etmekte yetersiz kalmakta ve sperm fonksiyonu ile ilgili bilgi verememektedir [3].
Bunun sonucu olarak infertilite ile karsi karsiya kalan erkeklerin yaklasik %50’sine
sorunun nedeni ile ilgili bir tan1 koyulamamakta ve bu hastalar agiklanamayan
infertilite grubu olarak smiflandirilmaktadir [4]. Bu durumu agiklamak {izere sperm
fonksiyonunu belirlemeye ve problemin etiyolojisini bulmaya yonelik yapilan
aragtirmalar, oksidatif stresin erkek infertilite patogenezinde 6nemli pay1 oldugunu

gostermistir [5-8].

Oksidatif stresin bir¢ok hastaligin etiyolojisinde rol oynadig1 gibi infertilitede de
etkisi oldugu bilinmektedir [9]. Oksidatif stres ¢esitli i¢ ve dis etkenler nedeniyle
reaktif oksijen tirleri ve antioksidan mekanizmalar arasindaki dengenin bozulmasi
sonucunda ortaya ¢ikan bir durum olarak tanimlanmaktadir [10]. Bir veya daha fazla
eslenmemis elektron iceren, stabil olmayan, yiiksek enerjili atom veya molekiillere,
serbest radikaller denmektedir. Serbest radikaller yiksek derecede reaktif 6zellik
gostermelerinden dolayi lipitleri, amino asitleri ve karbonhidratlar1 oksitleyebilmekte

ve DNA mutasyonlarina yol agabilmektedir [11]. ROT (Reaktif Oksijen Turleri)
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liretimi ve antioksidan savunma yetenegi arasinda bir dengesizlik olustugunda
meydana gelen oksidatif stres, sperm canliligini, motilitesini ve déllenme potansiyelini
olumsuz etkileyebilmektedir, bu durum, fertil erkek kontrollerle karsilastirilan infertil
erkek semen Orneklerindeki anlamli yiiksek ROT seviyeleri bulunan calismalarda

gosterilmistir [9].

ROT, spermde olgunlasma, aktivasyon, kapasitasyon ve akrozomal reaksiyon
gibi fonksiyonel yeterliligini kazanmasi igin gerekli olan bir uyaricidir [12]. Spermde
bulunan ROT, adenilat siklaz1 uyararak CAMP Gretimini indiklemektedir. Sentezlenen
CAMP ise PKA molekiluni aktive etmektedir [13]. Aktif hale gecen PKA, tirozin
kinazlarin aktivasyonu ve/veya protein fosfatazlarin inhibisyonuyla protein
fosforilasyonunu arttirmaktadir. Artmis protein fosforilasyonu kapasitasyonu

uyarmaktadir [14].

Fertilite ve infertilitenin, erkek gamet hicresi olan spermin kalitesi (morfolojik,
genetik, yapisal ve fonksiyonlari) ile direkt iliskili olup tiip bebek basar1 Ol¢itlerini
(fertilizasyon orani, embriyo gelisim orani, embriyo kalitesi, gebelik orani,
implantasyon oran1 ve devam eden basar1 oranlar1 vb.) etkileyebilecegi gosterilmistir
[15-17]. Ancak, gerek normal fertilite streci gerekse infertilite etiyolojisinde oksidatif
stresin roli, etkileri ve molekiiler mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Oksidatif
stresin ICSI parametrelerine etkisi ile ilgili ise literatiirde sadece bir ¢alisma olup, bu

caligmada fertilizasyonu olumsuz etkiledigi iddia edilmistir [18].

Calismamizda, seminal plazmada belirlenen oksidatif stres parametrelerinin
sperm hicreleri tGzerine hucresel, genetik ve fonksiyonel etkilerini ve bu spermler
kullanilarak yapilan bir tiip bebek (ICSI) tedavisinde, tedavinin basart Olciitlerine
etkileri arastirilarak erkek infertilite patogenezinde dnemli rolu olan seminal oksidatif

stresin etkilerinin kapsamli olarak analiz edilmesi amag¢lanmistir.
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4. GENEL BILGILER
4.1. infertilite

Infertilite, Diinya Saglik Orgiitii'niin 2010 yilinda giincel olarak belirledigi
tanima gore, ¢iftlerin en az 1 yil siire ile korunmasiz ve diizenli olarak cinsel iliskiye
girmesine ragmen gebeligin olugsmamasi durumudur. Son donemlerde ciftlerin
yaklasik %15’inde goriilebilen [19] ve insidansi biiyiikk bir hizla artmakta olan
infertilite, ciddi bir saglik sorunu olarak kabul edilmektedir. Diizenli ve korunmasiz
cinsel iliski yasayan ciftlerin yaklagik %85°1, ilk 1 yil igerisinde ¢ocuk sahibi
olabilmektedir. Ugiincii yildan sonra bu oran %25 lere kadar diisebilmektedir. Diinya
genelinde infertilite vakalarinin, yaklasik %40" kadin, %40'1 erkek [20] ve %10'u hem
kadin hem erkek kaynakli olabilmektedir. Diger %10-15'lik grup, agiklanamayan
infertilite olarak kaydedilmektedir.

Kadin ve erkege ait problemlerin 6nemine ve iligkili faktorlere bagli olarak
ciftlere, intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu tedavisi uygulanmaktadir. Ancak gerek
basarisizlik thtimali barindirdigindan, gerekse tedavi siirecindeki giigliiklerden dolay1
hastalar maddi ve manevi olarak yipranabilmektedir. Tip bebek tedavisinin
giiniimiizdeki bildirilen basar1 oran1 yaklasik %40’ tir. Infertilite kliniklerine tedavi i¢in
basvuran hastalardan, oncelikli olarak FSH, LH, E2, progesteron, prolaktin ve
testosteron gibi hormon tetkikleri istenmekte, kadin iireme kanallarindaki ve sperm
tastyict kanal ve organlara ait anatomik bozukluklar arastirilmakta, DSO’niin

belirledigi semen parametrelerine gore semen analizi yapilmaktadir.
4.1.1. Erkek Infertilitesi

Infertilite kaynaklarma bakildiginda %40’ lik bir orana sahip olan erkek nedenli
infertilitenin altinda yatan mekanizma, biitiiniiyle aydinlatilamamistir [21,22]. Bilinen

nedenler arasinda; spermatogenez (sperm olusumu) sirasinda meydana gelebilecek

hasarlar, hormonal bozukluklar ve genetik hastaliklar sayilabilmektedir.
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Bunlardan bagka, sosyal yasam kaynakli oksidatif strese neden olabilecek sigara, alkol
veya uyusturucu kullanimi, radyasyon maruziyeti, stres gibi faktorler de

siralanabilmektedir [23].

Insan genomunun %10’y iireme ile ilgili bulunmustur [24]. Bu bilgi 15181nda,
erkek fertilitesini etkileyen genetik bir mutasyonun diger fizyolojik siireglere de etkisi
olabilecegi diisiiniilmektedir. Ornegin non-obstriiktif azoospermi hastalarinda, DNA
hasar onarim mekanizmalarinda ve hiicre donglsiiniin diizenlenmesinde hata
oranlarinin daha fazla olduguna ve azoospermik hastalarda kanser oranlarinin daha
yiiksek olduguna dair ¢alismalar bulunmaktadir [25]. Yine Klinefelter sendromuna
sahip hastalarda kardiyovaskuler hastaliklar insiilin direnci ve kanser ¢esitlerinden
ozellikle erkek meme kanseri riskinde artis oldugu gézlenmektedir [26-28]. Klinefelter
sendromu, 47,XXY genotipinin primer hipogonadizmin seklinde ifadesidir ve erkek

infertilitesine/subfertilitesine neden oldugu bilinmektedir.

Ote yandan, erkek fertilitesini etkileyebilecek akut ve kronik hastaliklarin
basinda, retrograd ejakiilasyona neden olabilen diyabet, luteinize edici hormonda (LH)
azalmaya ve testosteronun Ostrodiole doniismesine sebep olarak testosteron
seviyesinde ve sperm konsantrasyonunda azalmaya neden olabilen obezite sayilabilir
[29]. Hastanin maruz kaldigi herhangi bir travma, gonadotropin salinimini
baskilayarak sperm {iretimini etkileyebilmekte, bu etki travmadan 1-3 ay sonra

parametrelere yansimaktadir.

Ergenlik sonrasi gecirilmis bir kabakulak hastalig, testiste atrofiye, epididim
veya vas deferenste yara dokusu olusumuna veya tikanikliga neden olabilmektedir
[29]. Yine bir¢ok kronik hastaligin, altta yatan sebeplerden biri olan yasam sekli, erkek
infertilitesinin de altta yatan sebeplerden biri olarak sayilabilir. Etki sekli tam olarak
aydinlatilamamis olsa da psikolojik stres, sigara, alkol ve uyusturucu gibi madde
bagimliliklarinin, yukarida da belirtildigi gibi, semen hacminin azalmasina, sperm
konsantrasyonu sayisinda diistikliige, sperm motilite ve morfolojisine olumsuz etki

ettigine dair ¢alismalar bulunmaktadir [30].
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4.2. Oksidatif Stres

Hiicresel metabolizmanin bir {iriinii olarak mitokondride, molekiiler oksijenden
uretilen reaktif oksijen turleri, serbest radikaller ve non-radikallerden olusmaktadir.
Bir veya daha fazla eslenmemis elektron igeren, stabil olmayan, yiiksek enerjili atom
veya molekiillere, serbest radikaller denmektedir. Eslenmemis elektron i¢eren kararsiz
yapidaki atom veya molekiiller kararli hale gelebilmek i¢in diger bilesiklerin
elektronlariyla birleserek oksidasyona neden olabilmektedirler. Bu sekilde meydana
gelmis olan serbest radikaller, yiiksek derecede reaktif 6zellik gostermelerinden dolay1
lipitleri, amino asitleri ve karbonhidratlar1 oksitleyebilmekte ve DNA mutasyonlarina

yol acabilmektedir [11].

Reaktif oksijen tiirleri, eslestirilmemis elektronlarla donatilmis oksijen veya
azottan tiiretilmis molekiiller dizisi olmakla birlikte, hiicre metabolizmasi ve ¢esitli
hiicresel fonksiyon iglemleri sirasinda tiretilen yan triinlerdir [31]. Oksidatif stres,
ROT iiretimi ve antioksidan savunma yetenegi arasinda bir dengesizlik olustugunda
meydana gelmektedir. Olusan dengesizlik sonucu artmis olan oksidatif stres, sayisiz
hastalikta 6nemli rol oynamaktadir. Bu hastaliklar basinda kanser [32], vaskiler
hastaliklar, yiiksek kolesterol [33], hipertansiyon, Parkinson, Alzheimer, diyabet ve
bobrek hastaliklart gelmektedir.

4.2.1. Oksidatif Stres ve Erkek infertilitesi

Sperm hiicrelerinin igerisinde bulundugu seminal plazma, sperm hiicrelerini
besleyen bir ortam sunmaktadir. Seminal plazmanin igerisinde sperm hiicreleri
disinda, 16kositler, olgunlagmamis germ hiicreleri, sertoli hiicreleri gibi farkli hiicreler
de bulunmaktadir [34]. Lokositler, enfeksiyon ve inflamasyon durumunda aktif hale
gelen savunma sistemi hicreleridir. Aktif haldeki I6kositler seminal plazmadaki ROT
miktarini arttirmaktadir [35]. DSO’niin yapmus oldugu tamima gore, ejakiilattaki
lokosit konsantrasyonu mililitrede 1x10° seviyesinin iizerine ¢iktiginda 1okositospermi
olugsmaktadir. Lokositospermi durumu, sperm hdcrelerinin - ROT  Uretimini

arttirmaktadir [36]. Olgunlasmamis sperm hiicreleri, anormal bas morfolojisi ve
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sitoplazmik retansiyon ile karakterizedir. Sperm olgunlagmasi sirasinda fazlalik olan
sitoplazma uzaklastirilamadiginda, serbest radikal olusumu gozlenir [37]. Bu durum,
olgunlasmamis sperm hiicrelerinin, ROT kaynaklarindan biri olduguna isaret
etmektedir [38]. Endojen ROT kaynaklarindan bir digeri olan sertoli hiicrelerinin de,

ROT aracili spermatogenez siirecinde rol aldig1 diisiiniilmektedir [39].

Varikosel, enfeksiyon, kriptorsidizm, obezite, kanser, radyasyon, sigara, alkol,
uyusturucu, iyonlastirict radyasyon ve yiiksek sicakliga maruz kalma, ¢evre kirliligi
gibi bir¢ok etken oksidatif strese katkida bulunan faktorler arasinda sayilabilmektedir

[40,41].

Yapilan caligmalarda saglikl fertil kontrollerle karsilagtirilan idiopatik infertil
erkek hastalarinda, antioksidanlara kiyasla yliksek miktarda seminal ROT miktari
gozlenmistir. [42]. ROT ve antioksidanlar arasindaki bu bozulmus denge, oksidatif

strese ve sonucunda erkek infertilitesine neden olabilmektedir.
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Sekil 4.2.1.1: ROT kaynaklar1. (Dutta S., 2019)

Sperm hiicresi, motilite i¢in ihtiyact olan enerjiyi saglamak iizere, bol miktarda
mitokondri i¢ermektedir. Hiicredeki ROT nin ana kaynaginin mitokondri olmasi
sperm hiicresindeki ROT miktarini arttirmaktadir [43]. Oksidatif stres, ROT Gretimi
ve antioksidan savunma yetenegi arasinda bir dengesizlik olarak tanimlanmakta ve
aciklanamayan erkek infertilitesinin patofizyolojisinde klinik bir 6neme sahip oldugu

diistiniilmektedir [10]. Semen 6rneginde sperm hiicresi tarafindan tiretilen fizyolojik
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miktardaki ROT, hiicre i¢i sinyal yolaklarin1 dilizenleyerek kapasitasyon,
hiperaktivasyon, akrozomal reaksiyon ve spermatozoon-oosit fluzyonu gibi
fonksiyonel sirecler i¢in gereklidir (Sekil: 4.2.1.2). ROT artisinin yiiksek ve
antioksidan kapasitesinin diisik oldugu yani oksidasyon-rediiksiyon dengesinin
bozuldugu durumlarda olusan oksidatif stres ise oksidatif hasara neden olmaktadir
[43,44]. Olusan oksidatif stres, sperm canliligini, motilitesini ve doéllenme
potansiyelini olumsuz etkileyebilmektedir, bu durum, fertil erkek kontrollerle
karsilastirilan infertil erkek semen Orneklerindeki anlamli yiiksek ROT seviyeleri

bulunan ¢aligmalarda gosterilmistir [9].
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Sekil 4.2.1.2: ROT’un sperm fizyolojisindeki rolii (Dutta S., 2019)

Sperm hiicresi, antioksidanlarin bol miktarda bulundugu sitoplazma bakimindan
fakir, hiicre onarim sistemleri bakimindan da az geliskindir, plazma membraninda
bulundurdugu kolesterol ve ¢coklu doymamis yag asitleri nedeniyle de ROT ne kars1
oldukga hassas olabilmektedir [45]. Patolojik seviyede bulunan ROT miktarinin insan
spermindeki DNA (hem mitokondriyal hem de nlkleer genom), protein, lipit gibi
yapilarda ciddi hasarlara neden oldugu bilinmektedir [46] (Sekil 4.2.1.3).
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Sekil 4.2.1.3: Sperm hiicresinde olusan ROT hasarlari. (Dutta S., 2019)

Patolojik miktardaki ROT, DNA’ daki fosfodiester omurgalara saldirarak DNA
fragmantasyonuna ve bunun sonucunda anormal sperm parametrelerine neden
olabilmektedir [47]. Ayrica yliksek seviyedeki ROT miktari, diizensiz veya artmis
apoptotik sinyallere neden olarak da dolayli olarak DNA fragmentasyonuna yol
acmaktadir [48]. ROT, sitokrom C salgilayan i¢ ve dis mitokondriyal membranlari
bozabilmekte ve salgilanan sitokrom C, apoptotik kaspazlar1 aktive edebilmektedir
[49]. DNA hasar1 ve anormal kromatin paketlenmesi sonucunda embriyonun
fertilizasyon sonrasi gelisimi, olumsuz etkilenir, embriyoda boliinme ve sonrasinda da
gebelik oranlarinda azalmaya neden olabilmektedir. Mitokondriyal DNA (mtDNA),
mitokondrilerin i¢inde yer alan kiguk, dairesel bir DNA tirtdir. mtDNA, oksidatif
fosforilasyon ve ATP iiretiminde ¢ok onemli rol oynamaktadir. Ayrica mtDNA’ nin
mutasyon orani, niikleer DNA'minkinden iki kat fazladir. Bu 6zelliginden dolay1 daha
fazla sayida sperm hiicresinde hasarli mitokondri bulunmakta, bu hiicreler tam
apoptoza girememekte ve hasar gormiis DNA'ya sahip bu spermler, ejakiile olmaktadir
[50].
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ROT ayrica, lipit peroksidasyonu ve mtDNA mutasyonlar1 araciligi ile de
enerji Uretimini inhibe etmektedir, bu inhibisyon etkisi ile sperm motilitesinde

azalmaya neden olabilmektedir [51].

Sperm hiicresinin plazma membraninda, metilen gruplar1 arasinda konjuge
edilmemis cift baglara sahip ¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA) bulunmaktadir.
Metilen grubuna yakin ¢ift bag, karbon-hidrojen bagmin giictinii azaltmaktadir. Bu
durum hidrojeni, oksidatif stres hasarmma karsi hassas hale getirmektedir. Sperm
hicresindeki redoks dengesi bozulup ROT miktar1 arttikga, sperm plazma
membraninin yag asitlerinin ¢ogunlugu erimekte ve membran akiskanliginin
azalmasina neden olan lipit peroksidasyonuna neden olabilmektedir. Hiicredeki
peroksidatif hasar, lipit peroksidasyonunun biyokimyasal belirteci olan malondialdehit
analizi ile gosterilebilmektedir. Lipit peroksidasyonunun membran fonksiyonlart ve
membran biitiinliglinliin kaybina neden oldugu, yapilan calismalarla gosterilmistir

[52,53].

Spermatogenez, pubertede baslayip erkek hayati boyunca devam eden bir
stirectir. Sperm tiretimi stirekli gergeklesse de ilerleyen yasla birlikte seminal
plazmadaki antioksidan miktar1 gittikge azalmakta, bu da oksidasyon-rediksiyon

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

Oksidatif stres ol¢iimii i¢in gesitli yollar gelistirilmistir. Seminal plazmadaki
hiicre dist ROT miktarin1 6lgebilen ‘Kemiliiminesan ROT Testi’ bunlardan biridir
[56]. Semen icindeki total antioksidan kapasitesini 6lgen ‘TAK (Total Antioksidan
Kapasitesi) testi” bir digeridir [57]. ROT-TAK testinde ise iki degiskenin indeksi
olusturulmaktadir [58]. MDA testi ile lipit peroksidasyon duzeyi belirlenebilmekte, bu
da oksidatif stres durumuna isaret etmektedir [59]. ORP testi, oksidan ve
antioksidanlari Sl¢iip redoks dengesini belirlemektedir. Son donemlerde ise, kullanim
kolaylig1 ve zaman avantaji ile, oksidan-antioksidan dengesini gosteren MiOXSY'S
cihazi kullanilmaktadir [60].
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4.2.2. Oksidatif Stres ve Semen Parametreleri

Infertilite nedeniyle kliniklere basvuran erkek hastalara semen parametrelerinin
degerlendirildigi konvansiyonel semen analizi yapilmaktadir. DSO, 2010 kriterlerine
gore (Sekil 4.2.2.1), sperm parametreleri normal seviyenin altinda olan hastalara,
oligozoospermi, astenozoospermi veya teratozoospermi tanist konmaktadir. Uretilen
semende sperm yoksa bu durum, ‘azoospermi’ olarak adlandirilmaktadir. Bazi
azoospermi vakalarinda, hasta aslinda sperm firetebilmektedir ancak vas deferenste
yani spermi tagtyan kanallarda tikaniklik olabilmekte, bu nedenle ejakiilatta sperm
goriilememektedir. Semenin iiretilmedigi vakalar ise ‘aspermi’ olarak tanimlanir.
Sperm konsantrasyonu 15 milyondan az ise durum, ‘oligozoospermi’dir. Sperm
hareketliligindeki azalmaya ‘astenozoospermi’, spermdeki yapisal ve morfolojik

bozukluklar ise, ‘teratozoospermi’ olarak adlandirilmaktadir.

Tablo 4.2.2.1: Diinya Saghk Orgiitii Semen Parametre Degerleri, 2010

PARAMETRELER NORMAL DEGERLER

Semen hacmi (mL) 1,5

pH =272

Sperm sayisi / mL (X106/111L) 15 (12-16)

Toplam sperm sayisi (X106/ejak1"llat) 39 (33-46)

Toplam progresif hareketlilik (%) 32 (31-34)

Vitalite (canli sperm) (%) 58 (55-63)

Sperm morfoloji (normal %) 4 (3,0-4,0)

Peroksidaz (+) lokosit (x10%/mL) <1,0

Yapilan calismalarda, seminal plazmadaki artmis ROT seviyesi ile sperm
parametreleri arasinda bir iligki oldugu saptanmistir [7]. Artmis ROT seviyelerinin
neden oldugu oksidatif stres, lipit peroksidasyonuna, bu da plazma membran zari
bitlinliigiinii ve gecirgenliginde bozulmaya, enzim aktivasyonlarina ve hiicresel
apoptozda olumsuz etkiye neden olur. Biitiin bunlarin sonucunda sperm sayisi ve

hareketliligi azalir, anormal sperm morfolojisi gozlenmeye baslar [61,62].
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Yapilan baz1 ¢aligmalarda likopenin, antioksidan kapasitesini arttirip oksidatif
stres hasarmi azalttigi, boylece sperm sayisi, konsantrasyonu ve motilitesinde

duzelmeye sebep oldugu gosterilmistir [63,64].

Oksidatif stres goriilen hastalarin sperm parametreleri (sperm sayisi, motilitesi
ve morfolojisi) incelendiginde, sperm sayist ve motilitesinde azalma oldugu ve
morfolojisinin bozuldugu bildirilmistir [65,66]. Ayrica oksidatif stresin sperm
DNA’sina yaptig1 hasar sonucunda, sperm motilitesini olumsuz etkiledigi, yapilan

caligmalarda gosterilmistir [65].

Literatiirde erkek infertilitesi ¢alismalarinda seminal plazmadaki oksidatif stres
analizi farkli yollarla yapilabilmektedir. Dogrudan oksidatif stres tayini ya da dolayl
oksidatif stres sonucu olusabilecek lipit peroksidasyon seviyesi analiz edilmekte,
spermdeki DNA fragmentasyonu da igeren ¢esitli hasarlar incelenebilmetedir [46].
Ancak konvansiyonel sperm analizi gibi evrensel bir teknik, tam olarak
belirlenmemistir. Varolan ¢aligmalar, infertilitenin altinda yatan nedenleri giin yiiziine

cikarabilmek i¢in, daha detayli taramalarin yapilmasi gerektigine isaret etmektedir.

4.2.3. Oksidatif Stres ve ICSI Parametreleri

Sperm hicresinde DNA fragmentasyonunun en biyik nedeninin ROT ve
oksidatif stres oldugu gosterilmistir [67]. Oksidatif stres sonucu hasar géren DNA
biitiinliigiiniin, fertilizasyon, embriyo gelisimi, implantasyon ve gebelik i¢in énemli
oldugu diisiiniilmektedir [68-70]. Literatiirde sperm DNA hasarinin yardimci lireme
tekniklerinin sonuclarmi ne sekilde etkileyecegi hakkinda farkli fikirler One
siriilmiistiir. Yapilan bir calismada, sperm DNA hasarinin IVF klinik gebelik
oranlarini olumsuz etkiledigi, ancak ICSI islemi uygulanan gebeliklere etkisi olmadigi
gosterilmistir [71]. Baska bir ¢alismada ise, infertil erkeklerin DNA biitlinliigliniin
incelenmesinin klinikte bir sonu¢ veremeyecegi bildirilmistir [72]. Bu ¢alismalardan
farkli olarak, ozellikle DNA hasar1 ile klinik gebelikler arasinda iliski oldugunu
gosteren ¢alismalar da bulunmaktadir [73].
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ICSI islemi uygulanan kadin hastalarin folikiil sivilarindaki oksidatif stres
6lgtimleri, bu sividaki ROT nin gebeligi olumsuz etkiledigini gostermistir [74]. ICSI
tedavisi goOren hastalarin incelendigi bagka bir calismada, kiltiir ortamindaki
embriyolarin 3. glinde gosterdikleri artmis ROT seviyesinin, blastosist gelisme hizini

ve klinik gebeligi olumsuz yonde etkiledigi gosterilmistir [75].

4.3. Hiicresel Sinyal iletim Mekanizmalar

Cok hicreli organizmalar canliligin devami i¢in 6zellesmis bir hiicrelerarasi
iletisim agina sahiptirler. Hiicreler, hiicre biiylimesi, hiicre farklilagmasi ve
bulunduklar1 doku igerisindeki organizasyonlarini diizenlemek ve koordine edebilmek
icin birbirleri ile iligki kurmaktadirlar. Hiicreler arasindaki haberlesme, ¢cevreden veya
bagka hiicrelerden alinan uyarinin yani ‘hiicre sinyali’nin spesifik bir cevap
olusturulmak {iizere, hiicre igine iletilmesi seklinde gergeklesmektedir [76]. Ligand —

reseptor iliskisi kuruldugunda, ilgili molekiiller ve yolaklar aktif hale gelmektedir.

Uyar1 molekiilleri hiicreye iki sekilde girmektedir. Biri suda ¢oziinmeyen, sadece
0zel tastyici proteinlere baglanarak tasinan, steroit hormon reseptorleri olan, hiicre ici
reseptorlerdir. Digeri ise, suda ¢oziinen hormon reseptorleri, yani hiicre yizey
reseptorleridir. Bunlar, hidrofilik 6zellik gosterir, hedef hiicre ylzeyindeki reseptdr

proteine baglanip gorevini yerine getirmektedir (Sekil 4.3.1).
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Sekil 4.3.1: Hiicre yiizey reseptorlerinin etki mekanizmasi. Alberts, Johnson, Lewis, Raff, Roberts,
Walter, Molecular Biology Of The Cell 4th ed.)

Hiicre yiizey reseptorleri, yani suda ¢oziiniir hormon reseptorleri, uyariyi iletim
sistemlerine gore siniflandirilmaktadir. Hiicre yiizey reseptorleri; iyon kanalina bagl,

G proteinine bagl ve enzime bagli reseptorler olarak ayrilirlar (Sekil 4.3.2).

Enzime baglh hiicre yiizey reseptorleri, ligandin baglandigi boliimi hiicre
membraninin ekstraselliller ylizeyinde kalacak sekilde membrana oturmus,
transmembran proteinleridir. Bilinen 5 sinifi bulunmaktadir. Bunlardan bir grubu,
biiylime faktor reseptorii olarak adlandirilan, sinyal proteinlerinin tirozin kalintilarini
fosforilleyen, ‘tirozin kinaz reseptorleri'dir (RTK). Tirozin kinaz reseptorleri, EGF
(Epidermal Biyime Faktorl) reseptéri, NGF (No6ronal Blyime Faktori) reseptord,
trombosit kaynakli biiyiime faktdrii (PDGF) reseptorii ve insiilin reseptorlerini
kapsamaktadir. Hiicre sitozoliinde, cGMP sentezini katalizleyen ‘guanilat siklaz
reseptorleri’, ‘tirozin kinazla birlesmis reseptorler’, zara bagli veya sitozolde

¢Oziinmiis olarak bulunan ‘tirozin fosfataz reseptorleri’ ile TGF-B (transforme edici
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blylme faktOri-beta) ailesi iiyeleri gibi, serin ve treonin kalintilarini fosforilleyen

‘serin-treonin kinaz reseptorleri’ bulunmaktadir.

HUCRE YUZEY RESEPTORLERI

hiicre disi

oo N
R 5
~~~~~ %J- 2

Uyarici . .
(ligand) integrinler : s
bagimli G-protein Tirozin Toll-like g
iyon reseptorleri kinaz reseptorler 2

kanali reseptorleri

Sekil 4.3.2:HUcre ylizey reseptorleri. (picscience.net)

Hiicre ylizey reseptor grubunun en yaygin iyeleri G proteinine baglh
reseptorlerdir [77] (Sekil 4.3.3). G proteini (trimerik GTP baglayici proteinler), hiicre
ylizeyindeki reseptorler ile hiicre zarina bagli hedef proteinler arasindaki iliskiyi kurar.
Hiicre igerisindeki hedef proteini, bir enzim veya iyon kanali olabilir. Hiicre
icerisindeki hedef proteinlerin aktivasyonu ‘hiicre i¢i ikinci haberci’ olarak
adlandirilan, hiicre i¢i habercilerin konsantrasyonunu degistirmektedir. Tanimlanmis
hiicre i¢inde ikinci haberciler; halkasal adenozin 3’, 5-monofosfat (CAMP), halkasal
guanozin 3’, 5" monofosfat (¢cGMP), 1,2 diacilgiserol (DAG), inositol 1,4,5 trifosfat
(IP3) ve kalsiyumdur (Cat+2). Hiicrede en sik kullanilan ikinci habercilerden biri
cAMP’ tir [77].
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Sekil 4.3.3: G-protein yapisi. (Capper MJ., 2018)

Hiicrede apoptoz, proliferasyon, gen ckspresyonu gibi hiicresel cevaplarin
tiimii, hiicre i¢i sinyal yolaklar1 vasitasiyla gerceklesmektedir. Hiicre igerisindeki
bir¢ok yolak birbiriyle iligkili sekilde calistig1 halde en temel olanlar1 cAMP, cGMP,

+25

Fosfolipaz C-Ca*?, NF-Kb transkripsiyon, Ca*?’ — kalmodiilin, MAP kinaz (mitojenle

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

cGMP'nin sentezi, nitrik okside duyarli olan guanilat siklaz tarafindan
gerceklestirilir. Bu molekiil, sinir, dolasim ve bagisiklik sistemlerinde rol
oynamaktadir. RTK ya baglanan fosfolipaz C, aktif hale gelir, bir membran lipiti olan
fosfotidil inositol 4,5 bifosfatin (PIP2), inozitol 1,4,5 trifosfata (IP3) ve diagilgliserole
(DAG) hidrolizini gergeklestirir. DAG, protein kinaz C (PKC) yolunu aktiflestirerek
+25

hicre ¢ogalmasinda etkili olan bir molekulddr. IP3 ise hiicre ici Ca
Ca*? salimmini uyarir [78] (Sekil 4.3.4).

depolarindan

Hiicrede aktif hale gelen reseptdr tirozin kinazlar (RTK’lar), hiicre
proliferasyonu ve farklilasmasini uyaran Ras — Raf — MAP kinaz yolunu aktive eder.
MAP kinazlar transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya baglanmasini saglamar. JAK-
STAT yolagi ise hematopoetik hiicre gelisiminde rol oynamaktadir [79].
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Sekil 4.3.4. : Hicresel sinyal iletim yolaklari. (Alberts, Johnson, Lewis, Raff, Roberts, Walter,
Molecular Biology Of The Cell 4th ed.)

ATP’den adenilat siklaz yardimiyla sentezlenen cAMP, PKA’y1 aktive edip
secili proteinlerin serin ve treonin kalintilar1 fosforile etmesini saglar. Hayvan
hlcresinde hucre proliferasyonu, hiicre sag kalimi ve hiicre farklilasmasinda etkilidir.
Ayrica cAMP’1in PKA’y1 aktif hale getirmesiyle hiicre ¢ekirdegine go¢ eden PKA,
CRE’ye (cAMP cevap elementi) bagli proteini (CREB) fosforlar. CREB, hiicre
proliferasyonu ve farklilasmasindan sorumlu gen dizilimini dlzenleyen bir

transkripsion faktortdur [78].
4.3.1. cAMP Bagimh PKA Yolag

cAMP bagimhi PKA yolagi, c¢ok cesitli organizmalarda yasam siireci i¢in
gereklidir. CAMP, kalp atis hizindaki artis, kortizol sekresyonu, glikojen ve yagin

parcalanmasi gibi birgok degisik hiicresel olaya aracilik eder [80]. CAMP, hafiza,

kalpte gevseme siireci ve bobrekte emilen suyun korunmasinda da gerekli bir
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molekdldir. Bu yol, enzim aktivasyonuyla gen ekspresyonunu dizenler. Var olan
enzimin aktivasyonu ¢ok daha hizli bir siirecken, gen ifadesinin diizenlenmesi uzundur
ve saatler surebilir [81]. cAMP yolunun incelenmesi, cCAMP'in fonksiyon kaybi
(inhibisyon) ve fonksiyon kazanimi (artis1) yoluyla yapilmaktadir. cAMP’a bagl yol
kontrol edilmezse, hiper proliferasyona yol agabilir ve bu da kanser gelisimi de dahil

olmak Uzere birgok hiicresel siiregte sorun olusturabilir [80].

Halkasal adenozin 3’, 5'-monofosfat (cAMP), ilk olarak 1950 yillarinda, kiigiik
bir hucre i¢i haberci olarak tanimlanmustir [78]. cAMP, ¢esitli hiicre tiplerinde hiicre
ici sinyal iletiminde ikinci haberci olarak gorev goren bir nikleotittir [82] (Sekil
4.3.1.1).
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Sekil 4.3.1.1. : cAMP molekiiler yapisi

cAMP, biitiin prokaryot ve Okaryot hiicrelerinde bulunmaktadir. Hiicre igi
konsantrasyonu 107 M’dir [77]. Hiicre igindeki gérevini yerine getirebilmesi igin
konsantrasyonu ¢ok hizli bir sekilde azaltabilmekte veya gogalabilmektedir. Hiicre
disindan bir sinyal geldiginde cAMP konsantrasyonu saniyenin yirmi katindan hizl

degisebilmektedir. cAMP, hiicre biiyiimesi, hiicre farklilasmasi, gen transkripsiyonu
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ve protein ekspresyonu gibi ¢esitli hiicresel fonksiyonlar1 dizenlemektedir [82, 83].
1970 yilinda Martin Rodbell ve arkadaslari, hiicre i¢inde bulunan ikinci haberci olan
cAMP'nin, hiicre zarina bagli olarak bulunan bir enzim olan adenilat siklaz tarafindan

aktiflestirildigini bildirmislerdir.

Hicre yuzey reseptorlerinden biri olan G protein reseptorleri; adenilat siklaz gibi
enzimleri aktif hale getirdikleri i¢in “uyarici (stimulatory) G protein’ yani Gs protein
olarak da adlandirilmaktadir. Gs proteinlerine GTP baglanirsa aktif, GDP baglanirsa
inaktif hale gegmektedirler (Sekil 4.3.1.2). Gs proteinleri o, B ve yolmak {izere 3 farkli
polipeptidden olugmaktadir (Sekil 4.3.1.2). Gs proteinlerinin a bolimi GTP’yi
kendine baglayarak adenilat siklaz1 aktiflestirmekte ve GTP’yi hidroliz
edebilmektedir. Gs proteinlerinin B ve y~ boliimleri birlikte bir kompleks olusturarak,
Gsproteinlerinin hiicre zarinin sitoplazmik yilizeyine baglanmasini saglamaktadir. GDP
bagli Gs proteinleri inaktif durumdayken, hiicre digindan gelen bir ligand tarafindan
uyarilan hiicre ylizeyindeki reseptorler, Gs proteinlerinin o alt birimine GDP yerine
GTP’nin gegmesini saglar. GTP bagli olan a alt birimi ayrilip hiicre ylizeyinde bulunan
adenil siklaz enzimine baglanarak adenil siklazin ATP yardimi ile cAMP"1
sentezlemesini saglar. cAMP sentezlenme siireci ¢ok hizli meydana gelir ve etkisi kisa
sirer. cCAMP’1n olusumunu takiben Gs proteinlerinin o alt birimi, hizla GTP’yi
hidrolize edip By kompleksiyle yeniden birlesir ve adenilat siklazi inaktiflestirip GDP
bagli inaktif durumdaki Gs proteinlerini olusturur (Sekil 4.3.1.2).
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Sekil 4.3.1.2: cAMP sentezi. (Alberts, Johnson, Lewis, Raff, Roberts, Walter, Molecular Biology Of
The Cell 4th ed.)

cAMP, fosfodiesterazlar (PDE) tarafindan bozunabilmektedir. PDE, hiicre
zarinda bulunan aktiflestirilmis adenilat siklaz tarafindan sentezlenip, hiicre igi ikinci

haberci molekdillerinin hidrolizini katalize eden bir enzimdir [84,85].
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Litaratiirde, cAMP sinyal yolagimi da i¢ine alan hiicre igi ikinci habercilerin,
iltihap [86], kanser [87], miyokard atrofisi [88] ve depresyon [89] da dahil olmak izere
bircok hastalikla iliskili olabilecegi gosterilmistir. Ayrica hiicrelerde biyolojik
fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol oynayan cAMP sinyal yolunun, nérotransmitter
sentezinin dizenlemesi [90], transkripsiyon faktorlerinin dizenlemesi [91] gibi
fonksiyonlar1 sayesinde, ¢esitli hastaliklarin dnlenmesinde ve hatta tedavi edilmesinde

kullanilabilecegi diistiniilmektedir [92,93].

Adenilat siklaz, ATP’yi cAMP'a doniistiirerek cAMP'a bagimli protein kinaz A
enzimini aktiflestirir. Aktiflesen PKA, baz1 spesifik proteinleri hiicresel reaksiyonlari

baslatmak tizere fosforile etmektedir [94].

Protein kinaz A’nin yapisinda iki adet diizenleyici ve iki adet de katalitik alt
birimden olugsmaktadir. Sitozolde konsantrasyonu artmis olan cAMP, diizenleyici alt
birimlere baglanip, katalitik alt birimlerin diizenleyici alt birimlerden ayrilmasina
neden olur. Ayrilan katalitik alt birimler, ¢ok sayida fosforilaz kinaz molekiiliinii
fosforlamak tizere aktiflesir [77] (Sekil 4.3.1.3). PKA, hedef proteinine fosfat grubu

baglayip yapisini degistirerek, hedef proteininin aktivitesini diizenlemektedir.

inaktif
< +
B . - cAMP ve diizenleyici alt
Diizenleyici alt inaktif katalitik birim kompleksi D
birim alt birim ol

Aktif katalitik alt birim

Sekil 4.3.1.3: PKA yapisi (Alberts, Johnson, Lewis, Raff, Roberts, Walter, Molecular Biology Of The
Cell 4th ed.)
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cAMP tarafindan diizenlenen fosforilasyon, ilk olarak glikojen metabolizmasi
ile gosterilmistir [78]. Glikojenin depo sekli olan glukoza yikimi, bdbrek Tistii
bezlerinden kana salgilanan adrenalin tarafindan diizenlenmektedir. Salgilanan
adrenalin, adenilat siklazi aktive ederek cAMP’1n hiicre i¢i konsantrasyonunu hizla
arttirir, sentezlenen cAMP, PKA’y1 aktiflestirir. Aktiflesen PKA, fosforilaz kinaz ve
glikojen sentaz denilen iki enzimi fosforlayip glikojen metabolizmasini dizenler [77]

(Sekil 4.3.1.4).
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Sekil 4.3.1.4: cAMP tarafindan diizenlenen glikojen metabolizmasi. (Alberts B., Esssential cell biology 4th
ed.)
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cAMP fonksiyonunun ilk hedeflerinden biri PKA’dir. Hiicrede hormonal
stimilasyona, fosforilasyonu katalizleyerek cevap olusturur. DNA replikasyonu
[95,96], aktin hiicre iskeletinin yeniden dizenlenmesi [97], hiicre blylmesi [98] gibi
bircok hiicresel fonksiyonda rol alan onemli bir diizenleyici enzimdir. Yapilan
caligmalarda, PKA’nin aracilik ettigi cAMP’nin, endokrin, kardiyovaskiler, néronal
ve immiin fonksiyonlarin da dahil oldugu bir¢ok fizyolojik islemlerin diizenleyicisi

oldugu da gosterilmistir [99-101] (Sekil 4.3.1.5).
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Sekil 4.3.1.5. : PKA aktivasyonu (Alberts B., Esssential cell biology 4th ed.)

4.4. Sperm Hucresinde cAMP Bagimh PKA Yolagi

Bitun hiicrelerde oldugu gibi sperm hiicresinde de metabolik faaliyetlerinin

diizenlenmesi, hiicre i¢i sinyal iletim mekanizmasiyla gerceklesir. Spermde sinyal
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iletiminde, bir¢ok molekiil ve yolak gorev almaktadir. Literatiirde bildirilen ve
spermde rol alan sinyal yolaklar1 arasinda, MAP kinaz ailesinin alt gruplart [102-105],
PI3K ve AKT bulunmaktadir [106-108]. MAP kinaz ailesinin alt gruplar1 olan ERK,
JNK ve p38 izoformlar1 sertoli ve germ hicrelerinde tanimlanmistir [102] ve
spermatogenez surecinde fonksiyonel rol aldiklar1 gosterilmistir [103]. Kapasitasyon
stirecindeki sperm hiicresinin hareketliligini kazanmasinda ve sperm-oosit fiizyonunu
gerceklestirebilmesinde MAPK yolaginin rol aldig1 gosterilmistir [105]. Protein kinaz
B (PKB ) olarak da adlandirilan AKT, somatik hiicrelerde hayatta kalma ve apoptozun
diizenlenmesinde rol oynamaktadir [109]. Bu yolagin ilk bileseni olan PI3K ve AKT
yolaginin sperm motilitesini ve sperm canliligini diizenledigi gosterilmistir [106-107].
AKT sperm kapasitasyon surecini baskilamakta ve spermin yaglanmasina ve 6liimiine
yol acan apoptotik kaskada girmesini énlemektedir [108]. Biz ¢alismamizda, cAMP
bagimli PKA yolagini inceleyecegiz.

cAMP’nin, 1950’lerdeki kesfinden itibaren yapilmis bircok ¢alisma
bulunmaktadir. Baglangigta cAMP’1n tek hedefinin PKA oldugu diisiiniilmiis olsa da,
sonralar1 hedeflerinin arasinda RAP guanin-niikleotit degisim faktorii (GEF) EPAC
[110-111] ve siklik-niikleotid-gecitli iyon kanallar1 da [112] oldugu gosterilmistir.
Bunlara ek olarak, cAMP’in sentezinin, adenilat siklazi kodlayan 10 ayr1 genin
tiriinleri tarafindan gergeklestirildigi belirtilmistir. Bunlardan dokuzu (Adcyl-9),
transmembran adenilat siklaz (tmAC) izoformlar1 ailesinin {iyelerini kodlamaktadir.
Tim izoformlar, G proteinleri tarafindan diizenlenmekte ve diterpen forskolin

(fosfodiesteraz) tarafindan aktive edilmektedir [113].

Tek bir atipik adenilat siklaz ise (Adcyl0, aka SAC, SACY-soluable adenilat
siklaz) [114], alternatif birlestirme ile ¢oklu izoformlar olusturmaktadir [115-116].
Bunlar, G proteinin regiilasyonuna karsi duyarsiz olmalari ile tmAC’lardan
ayrilmaktadirlar [117]. sAC ilk olarak sican testisinde yapilan bir ¢alismada bulunup
‘cOziiniir’ adenilat siklaz olarak tanimlanmistir [118]. SAC’ye ait en belirgin 6zellik
ise HCO™ tarafindan dogrudan uyarilmasi ve bu sayede hiicrede CO? sensorii olarak
islev gormesidir [114]. Seminal plazmadaki HCO™(n, sperm hiicresinde cAMP

seviyesinin hizla artirdig1 birgok ¢aligmada gosterilmigtir [119-120]. Ayrica farkl
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caligmalarda, sAC yoklugunda spermin hiperaktivasyona ugramadigi ve in-vitro

olarak dollenmedigi bildirilmistir [121,122].

Sperm hiicresi testisten ayrildiktan sonra morfolojik olarak olgunlasmistir ancak
kapasitasyon kazanamadigr i¢in fertilizasyon siirecini tamamlayamamaktadir.
Fertilizasyon icin gerekli olan kapasitasyonu tamamlamasini saglayan molekiiler
mekanizmalar tam olarak aydinlatilamamistir. Bilindigi kadariyla sperm hiicresinin
kapasitasyonun kazanmasi i¢in Once, kapasitasyondan sorumlu sinyal yolaklarinin
aktivasyonu ve epididimal epitel tarafindan salgilanan proteinlerin erkek iireme
kanalina eklenmesi gerekmektedir. Bu islemler sirasinda sperm, kademeli olarak
kapasitasyon kazanir [123]. Memeli sperminin kapasitasyon siirecini tamamlayip
fertilizasyon yetenegini disi iireme kanalinda (oosit kanali liimeninde) bir siire kalarak
elde ettigi bulgusu, ilk olarak 1951'de, tavsan ve sicanlarda ortaya konmustur
[124,125]. 1952'de ise fertilizasyon yetenegini kazanma siireci ‘kapasitasyon’ olarak
adlandirilmistir [126]. Bir ¢alismada, bir siire domuz iireme kanalinda inkiibe edilen
domuz sperminin, zonasi bulunmayan fare yumurtasina penetrasyonunun
gerceklestigini bildirmektedir. Bu c¢alismadan yola ¢ikarak, disi lireme kanalinda
gecirilen kapasitasyon siirecinin farkl tiirler arasinda da benzer olabilecegi fikri ortaya

atilmistir [127].

Bircok calismada cAMP’nin, motilite [128] ile hiperaktivasyon olarak bilinen,
hareketlilik diizenindeki degisiklikler ve akrozom reaksiyonuna girme [129]
yeteneginin gelistirilmesi dahil, kapasitasyon [130-133] sirasinda meydana gelen
olaylar i¢in gerekli oldugu rapor edilmistir. cAMP'nin sperm tizerindeki etkilerinin

¢ogunun, PKA'nin aktivasyonuna aracilik ettigine dair kanitlar bulunmaktadir [134].

Kapasitasyon siirecinde, sperm plazma membraninda bulunan kolesterol,
albiimin tarafindan uzaklastirilir. Bu durum, membran gegirgenliginin artmasina
neden olur [135,136]. Ardindan HCO™ [137,138] ve membran kanallarmin [139] da
uyarilmasiyla sitozoldeki Ca*? miktar1 artar. Artan Ca*?, SAC’yi uyararak cAMP’mn

sentezlenmesini saglar [121] (Sekil 4.4.1).
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Sperm kapasitasyon sirecinde ozellikle HCO® ve sAC biyik 6nem arz
etmektedir. CAMP sentezini, HCO™ tarafindan aktive edilen sAC, gerceklestirir.
Sentezlenen cAMP, PKA’y1 aktive eder. Ejakiilasyonundan 6nce seminal plazma
iceriginde diisiik seviyede HCO=® konsantrasyonu gozlenmesine karsin [140],
ejakiilasyondan sonra seminal plazmada ve daha sonra da disi iireme kanalinda

HCO konsantrasyonunda kapasitasyon i¢in gerekli olan bir artis gerceklesmektedir.

HCO®1n bulunmadig1 kapasitasyon ortaminda inkiibe edilmis domuz sperm
hiicrelerini igeren sitoplazmik damlaciklarin zona pellucidaya baglanamadiklari
bildirilmistir [141]. Bu nedenle, fonksiyonel olarak hazirlanmis sperm hiicrelerinin
zona pellucida ile etkilesime girebilmesi ve fertilizasyonu saglayabilmesi igin,
kolesterol organizasyonunda degisiklikler gerekmektedir. Kapasitasyon siirecinde
sperm plazma membranindaki kolesterol miktar ve dagilimi degisiklige ugramaktadir.
Plazma membraninda bulunan kolesteroldeki degisiklikler spermde bulunan sinyal
yolaklarini1 diizenler. Kapasitasyon siireci sperm plazma membranini daha az stabil

hale getirmektedir [142].

Sperm hiicre membranindan kolesterolii ¢ikaran bir ajan olan siklodekstrin
kullanilan bir ¢alismada, sperm hiicrelerinin HCO™ bulunmayan ortamda siklodekstrin
ile inklibe edilmesinin, PKA aktivasyonunu [143] ve PTP dizeyini [144] artirdigi
gdzlenmistir [135,136]. HCO™, sperm hiicrelerinin plazma membraninda meydana
gelen albiimin aracili kolesterol ekstraksiyonu sonucunda kolesteroliin dagilimini,

diger bir deyisle sperm lipit membranini yeniden diizenlemektedir [142,145].

Sperm membran hiperpolarizasyonunun da kapasitasyon sirecine dahil oldugu
gosterilmistir [146]. Hiperpolarizasyon, hiicre i¢i negatif yiiklerde bir artis anlamina
gelmektedir. HCO™3, kapasitasyona bagli membran hiperpolarizasyonuna neden olur.
HCO3 aracili hiperpolarizasyon Na™a bagimlidir ve sonucunda pH artisina yol agar
[147]. Artmus hiicre i¢i pH da progresif hareketlilik ve kapasitasyon gibi ¢esitli memeli

sperm fonksiyonlarinin kontroliinde rol oynamaktadir [148,149].
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Sekil 4.4.1: Sperm hiicresinde cAMP bagimhi PKA yolaginin islevi. (Buffone MG., 2014)

4.5. Semendeki Oksidatif Stresin cAMP Bagimh PKA Yolagina Etkisi

ROT, spermde olgunlagsma, aktivasyon, kapasitasyon ve akrozomal reaksiyon
gibi fonksiyonel yeterlilik kazanim1 i¢in gerekli olan bir uyarici molekiidiir [12].
Spermde bulunan ROT, AC’yi uyararak cAMP {iretimini indiikler. Sentezlenen cAMP
ise PKA molekiliind aktive eder [13]. Sonrasinda PKA, tirozin kinazlarin aktivasyonu
ve/veya protein fosfatazlarin inhibisyonuyla, protein fosforilasyonunu arttirir. Artmig

protein fosforilasyonu kapasitasyonu uyarmaktadir [150].
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Sekil 4.5.1: Protein tirozin fosforilasyonu ve kapasitasyon olusumu. (Leemans B., 2019)

Sperm hiicreleri, ejakiilasyondan sonra kadin genital kanalinda kapasitasyon adi
verilen bir olgunlagma siirecine girmektedir. Spermde meydana gelen bu degisiklikler,
oosit zona pellucidasina penetre olup bunu takiben oositle kaynagmasini
saglamaktadir. Sperm hiicresinin fertilizasyonu gerceklestirebilmesi i¢in kazanmasi
gereken Ozelliklerden biri de hiperaktivasyon yetenegidir. Hiperaktivasyon,
kapasitasyon siirecinin igerisine dahil edilmekte olup artmis ve lineer olmayan sperm
hareketliligi olarak tanimlanmaktadir. ROT un sperm hiperaktivasyon kazanimi
siirecinde olumlu yonde etkileri bulunmaktadir [151]. Ca*? iyonlar1 ve ROT (6zellikle
02) [152], adenilat siklaz1 uyararak cAMP iiretimini indiikler. Uretilen cAMP’nin
PKA’y1 aktif hale getirmesiyle NADPH oksidaz1 tetikler ve daha fazla ROT
olusumuna neden olur. Aktif hale gelen PKA ayrica, protein tirozin kinazi aktive
edebilen serin ve tirozin kalintilarim1 fosforile eder. Sonug olarak PTK, aksonem ve
sperm kuyrugunun hiicre iskeleti etrafini saran lifli kiliftaki tirozin kalintilarinin

fosforilasyonunu tetiklemektedir.
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Reaktif oksijen tlrlerinden biri olan H20,, PTK’y1 indiiklemekte bu sayede tirozin
fosforilasyonunu arttirmaktadir. Artmis tirozin fosforilasyonu, hiperaktivasyonun

tamamlandigim gostermektedir [12,13] (Sekil 4.5.2).
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Sekil 4.5.2: Sperm hucresinde kapasitasyon ve hiperaktivasyonun regllasyonu. (Du Plessis

SS.,2015)

Semende fizyolojik kosullar altinda iiretilen ROT, sperm hiicresinin kapasitasyon
kazanmasinda ve akrozom reaksiyonuna girmesinde rol oynamaktadir [152,153].
Stirekli olarak iiretilen endojen ROT, sperm hiicresinin olgunlagma siirecinde hiicre i¢i
fosforilasyonlarin gerceklesmesini saglamaktadir. Dona ve ark. [154] yaptiklar
calismada, endojen ROT’ un esik seviyesinin 0,05 ile 0,1 RLU (bagil 1s1k birimleri)
arasinda degistigini ve bu degerlerin disina ¢ikan ROT seviyesinin sperm hiicresindeki
molekiiler mekanizmalar1 ve apoptoz ile sonlanabilecek hiicre islev bozukluklarina

neden olabilecegini bildirmislerdir.
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Sonug olarak, fertilizasyonun gerc¢eklesmek iizere kapasitasyonunu tamamlamis
ve hiperaktivasyon kazanmis sperm hiicresi, oositin etrafindaki kiimiiliis hiicrelerini
gecip oosit ile birlesimi saglayacak akrozomal reaksiyonlar icgin, hicre icerisindeki
Ca*? akisinin cAMP ve PKA miktari1 artirmasiyla olusan protein tirozin
fosforilasyona ihtiyag duyar. ROT’un da plazma membran proteinlerinin
fosforilasyonlar1 dahil sperm hiicresinin bu eylemlerini ger¢eklestirmesi i¢in aracilik

ettigi gosterilmistir [12].

Biitiin hiicrelerde oldugu gibi sperm hiicrelerinde de, hiicre ici sinyal iletimi
sperm fizyolojisi agisindan ¢ok dnemli bir rol oynamaktadir. Hiicre i¢i ikinci haberci
olan cAMP ve onun hedeflerinden biri olan PKA sinyal yolagi, spermin fertilizasyon
saglamada ihtiyaci olan hiperaktivasyon ve kapasitasyon yeteneklerini kazanmasinda

anahtar rol oynamaktadir [123].

Biz de ¢alismamizda, tiip bebek merkezine basvuran ve geleneksel semen analizi
sonucuna gore normozoospermi tanist alan normal sperm degerlerine sahip hastalarin,
seminal oksidatif stres seviyesini ve olusabilecek oksidatif hasarin sperm hiicreleri
Uzerine hiicresel, genetik ve fonksiyonel etkilerini ve bu spermler kullanilarak yapilan
bir tip bebek (ICSI) tedavisinde, tedavinin basar1 olgiitlerine etkilerini arastirmayi
hedefledik.
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5. MATERYAL VE METOT

Projemizin deneyleri Istanbul Medipol Universitesi, Tip Fakiiltesi’nde ve
Istanbul Medipol Universitesi Rejeneratif ve Restoratif Tip Arastirmalar1 Merkezi’nde
(REMER) gergeklesmistir. Hastalarin tip bebek tedavisi ve ICSI islemleri ise Camlica
Medicana Hastanesi Tiip Bebek Merkezi’nde yapilmistir.

5.1. Etik Onay1

Etik onay1r Istanbul Medipol Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik

Arastirmalart Etik Kurulu’ndan alinmustir.

5.2. Hastalarin Secilmesi ve Sperm Orneklerinin Toplanmasi

Infertilite nedeniyle Camlica Medicana Hastanesi Tiip Bebek Merkezi’ne
bagvurup ICSI tedavisine alinan 40 ¢ift calismaya alinmistir. Semen 6rnekleri, Diinya
Saghik Orgiiti’niin  (DSO, 2010) belirledigi semen parametrelerine gore

normozoospermi degerlerine sahip erkek hastalar se¢ilmistir.

5.3. Hasta Dislama Kriterleri

Calismamiza, 2’den fazla ICSI siklusunda olan ¢iftler, dondurulmus embriyo
transferi sikluslari, preimplantasyon genetik tarama (PGS) ve preimplantasyon genetik
tan1 (PGT) uygulanan sikluslar dahil edilmemistir. Ayrica, azoospermi ve
kriptozoospermi belirlenen, spermin testikuler yontemlerle
(TESA/TESE/microTESE) elde edildigi sikluslar, testislerinden cerrahi operasyon
gecirmis, kronik hastaliga sahip, genetik anomali belirlenen son olarak 20 yasindan

kiiglik ve 45 yasindan biiyiik erkek hastalar ¢alismaya alinmamustir.
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5.4. Semen Orneklerinin Hazirhg

Hastadan alinan semen Orneginin 1 mL’Si sperm yikama ve akabinde ICSI
islemleri i¢in ayrilmistir. 10’ar pL konsantrasyon, vitalite, morfoloji ve sperm dis1
hiicre analizi igin ayrilmistir. Geriye kalan semen 6rnegi 6nce vortekslenip 30 pL’si
sperm DNA fragmentasyonu analizi (Gelistirilmis sperm kromatin yap1 analizi) i¢in
eppendorf tiipe konulup -20°C’ye kaldirilmistir. Ardindan +4°C, 3500 rpm’de 10
dakika boyunca santriflij edilmistir. Seminal plazmadan 30’ar uL cAMP analizi
(ELISA), lipit peroksidasyon analizi (MDA analizi) ve TAS-TOS analizi igin
ayrilmistir. -20°C°de muhafaza edilmistir. Semen drneklerinin, sperm yikama sonrasi
ICSI islemi yaptiktan sonra kalan kistmi +4°C, 3500 rpm’de 10 dakika boyunca
santrifijlendikten sonra sperm kromatin yapi analizi (Toluidine Blue boyama) ve
proteinlerin (PKA ve p-PKA) immiinohistokimyasal analizi i¢in sperm yayma islemi
yapilmistir. Lam tizerine 10 pL sperm o6rnegi konulup lamel yardimiyla yaymasi

yapilmistir ve kapali serin bir ortamda muhafaza edilmistir.

5.5. Oksidatif Stres Parametrelerinin Analizi

Oksidatif stres 6l¢timii, ticari olarak satin alinan Rel Assay Diagnostics (Sigma
Aldrich) Total Antioksidan Seviyesi (TAS) ve Total Oksidan Seviyesi (TOS) test
kitleri kullanilarak 6l¢iilmiis ve hesaplanmistir (Sekil 5.5.1).

Oksidatif stres indeksi = TOS / (TAS*10)

5.5.1. Total Oksidan Seviye Tespiti

Total oksidan seviyesi testi satin alinan kit protokoliine gore uygulanmustir.
Protokole gore; 96 well plate’in kuyucuklarina 7,5 pL semen Orneklerinden
konulmustur. Standart 1 olarak ultra distile sudan 7,5 pL, Standart 2 olarak da 7,5 pL
kitin igerisinde hazir halde bulunan Stock Stabilized Standart soliisyonundan
konulmustur. Kitin igerisinde kullanima hazir olarak bulunan Assay Buffer (Reagent

1)’dan 50 pL biitin standart ve semen Orneklerinin bulundugu kuyucuklara
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eklenmistir. Baslangi¢ absorbansi olarak spektrofotometre (iMAX) ile 530 nm’de
dl¢iim yapilmistir. Olgiimden sonra standartlarin ve semen 6rneklerinin iizerine 2,5 L
Kitin icerisinde bulunan Prokromojen soliisyonu yavasg¢a eklenmistir. Oda sicakliginda
hafifce ¢alkalayarak 10 dakika inkiibasyona birakilmistir. Ardindan spektrofotometre

ile 530 nm’de son okuma 6l¢iimii yapilmistir ve veriler kaydedilmistir.
5.5.2. Total Antioksidan Seviye Tespiti

Total antioksidan seviyeleri de ticari olarak satin alinan Rel Assay TAS Kit
(Sigma-Aldrich) protokoliine uygun olarak yapilmistir. Protokole goére; 96 well
plate’in kuyucuklarina 3 pL semen 6rneklerinden konulmustur. Standart 1 olarak 3 pL
ultra distile su, Standart 2 olarak ise kitin i¢erisinde kullanima hazir olarak bulunan 3
uL 1.0 mmolTrolox Equiv/L kuyucuga konulmustur. Kitin igerisinde bulunan Assay
Buffer (Reagent 1)’dan 50 pL standartlara ve semen Orneklerine eklenmistir.
Baslangi¢ absorbansi olarak spektrofotometrede 660 nm’de dl¢iim yapilmustir. ilk
okuma yapildiktan sonra standartlarin ve semen 6rneklerinin tizerine kitin igerisinde
bulunan 7,5 pL Colored ABST Radical soliisyonu eklenmistir. Oda sicakliginda
hafifce ¢alkalayarak 10 dakika inkiibe edilmistir. Spektrofotometrede 660 nm’de son

okuma 6l¢iimi yapilip veriler kaydedilmistir.

XN : ‘\
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Sekil 5.5.1: Oksidatif stres dl¢ciim kitleri
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5.6. Lipit Peroksidasyon Analizi

Lipit peroksidasyonunun Grind olan malondialdehid (MDA) tayini ile analiz
edilmistir. MDA analizinin yéntemi MDA ile tiyobarbitiirik asit (TBA) arasindaki
reaksiyon sonucu olusan pembemsi rengin absorbansinin spektrofotometrik olarak
degerlendirilmesidir. Ornek ve kor tiip olmak iizere 2 adet tiip hazirlanmistir. Ornek
tpiniln icine 50 pL serum ve 0,25 mL 1,22 M trikloroasetik asit (TCA) ilave edilip
vortekslendikten sonra 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan
sonra ornek tlpundn igerisine 0,047 M 0,15 mL tiobarbiturik asit (TBA) eklenip
vortekslenmistir. 30 dakika su banyosu ic¢inde inkiibasyona birakilmistir. Ardindan
ticari olarak alinabilen 0,40 mL n-biitanol ilave edilmis ve vorteksle karistirildiktan
sonra 3000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir (Sekil 5.6.1.a). Santrifij
isleminden sonra karisimin 0,2 mL’lik biitanol faz1 96 well plate kuyucuklarina
koyulmustur (Sekil 5.6.1.b). Kor tiipiine ise yine 0,2 mL n-biitanol konulmustur. Ornek
tiiptinden alinan biitanol fazi1 kore karsi 532 nm’de okutulmustur (Sekil 5.6.1.c). MDA
icin saptanmis ekstinksiyon kat sayis1 (1.56.105 M-1cm-1) kullanilarak sonug elde
edilmistir [155].
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Sekil 5.6.1: Lipit peroksidasyon analizi islem basamaklar.

5.6.1. Soliisyon Hazirhg:
1 M NaOH Hazirhg:

TBA c¢0zeltisi igin taze olarak hazirlanmistir. 4 gr NaOH (Thermo Scientific,
Amerika) bir miktar distile su igerisinde ¢ozdiiriilmustir. Hacmi distile su ile 100
mL’ye tamamlanmistir.

0,047 M TBA Cozeltisi Hazirhg:
Onceden hazirlanip oda sicakliginda karanlik bir ortamda muhafaza edilmistir.

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

Karigimin iizerine 69 mL distile su eklenmistir.
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TCA Cozeltisi Hazirh@

TCA cozeltisi de Onceden hazirlanip oda sicakliginda karanlik bir ortamda
muhafaza edilmistir. 20 mL TCA (Merck, Almanya), %37’lik 5 mL HCI

karistirilmistir. Karisimin hacmi distile su ile 100 mL’ye tamamlanmustir.

5.7. Kromatin ve DNA Analizleri
5.7.1. DNA Fragmentasyon Analizi

Sperm DNA fragmentasyonu, gelistirilmis Sperm Chromatin Structure Assay
(SCSA) yontemi kullanilarak HaloSperm kiti (Halotech DNA SL, Halosperm HT-
HS10, Ispanya) ile analiz edilmistir. Halosperm sperm DNA fragmentasyon kiti
icerisindeki protokol uygulanmustir. Kitin icerisinde bulunan agaroz tiip, 95-100°C’de
su banyosunda 5 dakika boyunca erimesi igin bekletilmistir (Sekil 5.7.1.1.a). Eriyen
agaroz jel 5 dakika boyunca 37°C’lik etiivde bekletilmistir. Eppendorf tiipiine 12,5 pL
sperm Ornegi, 20 PL eritilmis agaroz jel eklenip karistirllmistir ve hizlica kitin
icerisinde bulunan super-coated lamlara yayilip baloncuk birakmayacak sekilde lam
ile kapatilmistir. Her sperm 6rnegi i¢in ayni1 islem uygulanmistir. Lamellerle kapatilan
super-coated lamlar 5 dakika boyunca +4°C’de inkiibe edilmistir. Bu sirada bir kapta
denatiirasyon soliisyonu hazirlanmistir. Kitin igerisinde bulunan denatiirasyon
ajamindan (DA) 80 pL almip 10 mL distile su ile karistirilmistir. Inkiibasyon siiresi
dolan preparatlarin lamelleri tizerinden yavascga kaydirilip alinmistir (Sekil 5.7.1.1.b)
ve oda sicakliginda 6 dakika boyunca yatay olarak DA soliisyonunun igerisine
birakilmigtir (Sekil 5.7.1.1.c). Bu sirada kitin igerisinde bulunan lizis soliisyonundan
10 mL kadar bir kaba alinmistir. DA soliisyonundan ¢ikarilan sperm yaymalari yine
yatay olarak lizis soliisyonuna konulmustur (Sekil 5.7.1.1.d). Oda sicakliginda 23
dakika boyunca lizis soliisyonu igerisinde bekletilmistir. Ardindan 5 dakika boyunca
distile su igerisinde yikama islemi yapilmistir (Sekil 5.7.1.1.e). Yikama isleminden
sonra artan etanol serisinde (%70, %90 ve %100) 2’ser dakika dehidrate edilmistir
(Sekil 5.7.1.1.e). Preparatlar karanlik ve kuru bir ortamda kurumaya birakilmistir.
Kuruduktan sonra Diff-Quick boyama yapilmistir. Diff-Quick boya seti fiksatif (metil

alkol icerisinden trimethan boyast), soliisyon 1 (ksantin boyasi) ve soliisyon 2 (azine
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A ve metilen mavisi)’den olusmaktadir. Kuruyan preparatlar fiksatife konulmadan
sirastyla  soliisyon 1 ve soliisyon 2’den gegirilip kurumaya birakilmistir.

Goriintiilenmesi 151k mikroskobunda gergeklestirilmistir.

Sekil 5.7.1.1: DNA fragmentasyon analiz islemi.

5.7.2. Kromatin Yap1 Analizi

Sperm kromatin yapisi Toluidine Mavisi boyama ile analiz edilmistir. 1:1
oraninda aseton ve %100’lik etanol soliisyonu hazirlanmigtir. Onceden hazirlanan
sperm yayma preparatlar1 hazirlanan bu soliisyon icerisinde +4°C’de 1 saat boyunca
fikse edilmistir. Fiksasyon islemini takiben preparatlar +4°C’de 0,1 N HCI (Merck
K50227117 818, Almanya) icerisinde 5 dakika hidrolize edilmistir. Ardindan
preparatlar distile su ile yikanip %0.05 Toluidine mavisi ile oda 1sisinda 5 dakika

boyunca boyanmaya birakilmistir. Boyanma gerceklestikten sonra preparatlar hava ile
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kurumaya brrakilmistir.  (Sekil 5.7.2.1) Preparatlar kuruduktan sonra 1s1k

mikroskobunda immersion yag1 yardimiyla 100X objektifte goriintiilenmistir.

Sekil 5.7.2.1: Toluidin mavisi boyama islemi sonrasi sperm yaymalari.

5.7.2.1. Soliisyon Hazirhg:
0,1 N HCI Hazirhg:

500 mL’lik hazirlik yapilmistir. Ceker ocaginda 125 mL distile suyun lzerine
piyasada bulunan %37’lik HCI’den 4,106 mL eklenmistir. Karigim distile su ile 500

mL’ye tamamlanmigtir.

5.8. CAMP Bagimh PKA Yolag1 Analizleri
5.8.1. cAMP Analizi

Sperm seminal plazmasindaki cAMP analizi, ticari olarak satin alinan cAMP
Direct Immunoassay Kitinin (abcam ab65355, Ingiltere) protokoliine bagl kalarak
ELISA yontemi yardimiyla gosterilmistir. Kitin igerisinden ¢ikan standartlar protokole
uygun diliisyonlarda hazirlanmistir. Semen 6rnekleri kitin igerisinde yazan diliisyon
oranlarina gore hazirlanmistir (1:20 — 1:50 — 1:100). Calismay1 stabilize etmek iginde

cift tekrarli galigilmistir. Semen 6rnekleri icin en uygun deger 1:100 goriilerek bu
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diliisyonla ¢alismaya devam edilmistir. Mikrosantriftyj tiplerine (ISOLAB, 07803021,
Turkiye) kitte belirtilen protokole uygun olarak standartlar hazirlanmigtir. Her hastanin
semen Orneginden 100 pL mikrosantrifiij tiiplerine konulmustur. Kitin igerisinde
kullanima hazir olarak bulunan Neutralizing Buffer’dan 50 pL butlin standartlara ve
semen Orneklerine eklenmistir. Asetile edici reaksiyon igin taze olarak hazirlanmig
karisimdan 5’er pL bitin standart ve semen orneklerine eklenmistir. Her bir
mikrosantrifuj tlplne eklendikten sonra 2-3 saniye vortekslenmis ve 10 dakika
boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Onceden hazirlanmis olan 1X Assay
Buffer’dan 845 pL bitln standart ve semen 6rneklerine eklenmis ve karistirilmistir.
Her bir karisimdan 50 uL Protein G coated 96-well plate’e sirayla konulmustur. 8.
Standart hari¢ bitin kuyucuklara 10 pL onceden hazirlanmis olan cAMP antikoru
eklenmistir. 8. Standarta ise 10 pL 1X Assay Buffer konulmustur. Numuneler oda
sicakliginda 1 saat boyunca hafifce ¢alkalanarak inkiibe edilmistir. Her bir kuyucuga
10 pL kitte hazir halde bulunan cAMP — HRP soliisyonu eklenip yavasca pipetle al-
ver yapilarak karigmasi saglanmistir ve 1 saat boyunca oda sicakliginda hafifce
calkalanarak inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra numunelere yavas bir
sekilde 5 kere 200 pL 1X Assay Buffer eklenerek yikanmalari saglanmastir. Kitte hazir
halde bulunan HRP Developer’dan her bir kuyucuga 100 pL eklenip 1 saat boyunca
oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Kuyucuklardaki kariggmin renginin maviye
dondiigii goriilmistiir. Reaksiyonu durdurmak igin her bir kuyucuga 100 pL 1M HCI
eklenmistir ve karigimlarin renginin maviden sartya dondiigii gozlenmistir. Ornekler
spektrofotometrede (Spectramax i3 + SofMaxPro 6.4 Programi, Molecular Devices,
Amerika) 450 nm’de okutulmustur. Sonuglarin analizi kitte belirtildigi gibi

uygulanmistir.
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Tablo 5.8.1.1: Semen Ornegi Diliisyon Hazirhg

Tablo 5.8.1.2: Soliisyon Hazirhigi

20,75 mL HCI

10X cAMP Assay Buffer

1mLO,1

25 ul stok standart cAMP

1X Reagent A

1,1 mL 1X Assay Buffer

229,25 mL distile su
225 mL ultra distile su

standart cCAMP
975 uL 0,1 M HCI
2X Reagent B

Rabbit Anti-cAMP pAb

Tablo 5.8.1.3: Standart Hazirlama

Standart Calisma Soliisyonu 0,1 M HCI Kuyucuktaki Son Miktar
1 200 pl 0 100 pL
2 std 1' den 100 pL 100 pL 100 pL
3 std 2" den 100 pL 100 pL 100 pL
4 std 3' den 100 pL 100 pL 100 uL
5 std 4' den 100 pL 100 pL 100 pL
6 std 5" den 100 pL 100 pL 100 pL
7 0 100 pL 100 pL
8 0 100 pL 100 pL
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5.8.2. Proteinlerin (PKA ve p-PKA) Immiinohistokimyasal Analizi

Immiinohistokimya yontemiyle, Mouse and Rabbit Specific HRP (ABC)
Detection IHC Kit (abcam, ab93677, Ingiltere) yardimi ile proteinlerin ekspresyonu
ve lokalizasyonlar1 gosterilmistir. Onceden yaymalar1 yapilmis semen drneklerinin
preparatlart %4’lik PFA ile oda sicakliginda 20 dakika fikse edilmistir (Sekil
5.8.2.1.a). PBS ile cam sale i¢inde 5’er dakika boyunca 3 kere hafifce sallayip
bekletilerek yikanmistir. Endojen peroksidaz aktivasyonunu inhibe etmek amaciyla
preparatlar %3’liik hidrojen peroksit ve metanol soliisyonu igerisinde 20 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmistir (Sekil 5.8.2.1.b). Preparatlar inkiibasyon sonrasi 5’er
dakika siire ile 3 kere PBS ile yikanmistir. Antijen geri kazanimi amaciyla, preparatlar
800 watt’ta kaynayana kadar Citrate buffer soliisyonu (Bio Optica 15M-103, italya)
ile inklbe edilip, sonrasinda 200 watt’lik mikrodalga icerisinde 20 dakika boyunca
inkiibasyona birakilmistir (Sekil 5.8.2.1.c). Mikrodalgadan ¢ikarilan preparatlar 20
dakika boyunca sogumaya birakilmistir (Sekil 5.8.2.1.d). Oda sicakliginda 1slak
pecetelerle nemli bir ortam olusturulan humidified chamber igerisine alinan
preparatlara, spesifik olmayan baglanmalar1 engellemek amaciyla 10 dakika boyunca
kitin igerisinde kullanima hazir olarak bulunan protein blocking soliisyonu
uygulanmistir (Sekil 5.8.2.1.¢). Uygulamanin ardindan preparatlar 5’er dakika sure ile
3 kez PBS (Sigma-Aldrich P4417-100, Amerika) ile yikanmistir. Yikama sonrasi
preparatlara 1 gece boyunca +4°C’de bekletilmek iizere istenilen diliisyonda
hazirlanan primer antikoru eklenmistir (Sekil 5.8.2.1.f-g). Preparatlar 16 — 18 saatlik
inkiibasyon sonrasi (Sekil 5.8.2.2.h) PBS ile 3 kez 5’er dakika yikanmistir. Yikanan
preparatlar nemli bir ortam olusturan humidified chamber i¢ine alinip kitin igerisinde
kullanima hazir olarak bulunan biotinlenmis goat anti-polyvalent 10 dakika boyunca
uygulanmistir (Sekil 5.8.2.2.1). Preparatlar yine li¢ defa 5’er dakika PBS ile
yikanmistir. Yikamanin ardindan kitin igerisinde bulunan streptavidin peroksidaz,
humidified chamber i¢ine alinan preparatlara 10 dakika boyunca uygulamis (Sekil
5.8.2.2.1) ve ardindan yine 3 defa 5’er dakika PBS ile yikanmistir.
Immunohistokimyasal reaksiyonun goriiniirliigiinii saptamak amaciyla 10 dakika
boyunca Scytek DAB (Diaminobenzidin) Chromogen / Substrate kit (Scytek ACK125,
Amerika) uygulanmis (Sekil 5.8.2.2.j) ve ardindan yine 3 defa 5’er dakika PBS ile
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yikanmistir. Yikama sonrasi karsit boyama icin Mayer’s hematoksilen ile 3 dakika
boyandiktan sonra ¢esme suyunun altinda 10 dakika mordanlama islemi
uygulanmigstir. Mordanlama isleminin ardindan preparatlar ksilen igerisine daldirilip
¢ikarildiktan sonra hava ile kurumaya birakilmistir. Kuruyan preparatlar Mounting

Medyum kullanilarak lamel ile kapatilip 151k mikroskobu altinda incelenmistir.
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Sekil 5.8.2.1: Immiinohistokimyasal analiz basamaklar.
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Sekil 5.8.2.2: immiinohistokimyasal analiz basamaklari.

5.8.2.1. Kimyasal Hazirhg:
PBS Hazirhg:

80 gr NaCl, 2 gr KCI, 2 gr KH2POyg4, 21,6 gr Na,HPO4 (Sigma Aldrich, Amerika)
1 litre distile su igerisinde ¢oziilmiistiir ve pH’1 7,4’e ayarlanmustir. Elde edilen 10X

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

%4’ liik PFA Hazirhg:

800 mL 1X PBS igerisine 40 gr PFA konulmustur. Coziinmeyi ve karigimi
saglayabilmek igin igerisine NaOH eklenip berraklik saglanana kadar 60°C’de
manyetik karistirict lizerinde birakilmistir. Berraklik saglandiktan sonra soliisyon
sogumaya birakilmis ve ardindan filtreden gegirilmistir. Ardindan 1X PBS ile 1 litreye

tamamlanip pH’1 6,9 olarak ayarlanmstir.
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%3’ liik H202 Hazirh@

Piyasada satilan Hidrojen Peroksit (Fisher Scientific JT Baker, Amerika)
%30’luk oldugu icin %3’e metanol (Merck 10600925, Almanya) ile seyreltilmistir.

Citrate Buffer Hazirh@:

Piyasada bulunan Citrate Buffer’in (Bio Optica 15M-103, Italya) kullanimi igin

1:10 oraninda distile su ile diliie edilmistir.

Primer Antikor Hazirhgi

Anti-PKA (Sigma Aldrich, SAB4502337, Cin) ve Anti- Phospho-PKA (Sigma
Aldrich, sab4503969, Cin) antikorlarmmin diliisyon oranlart 1:50 ve 1:100 olarak
verilmistir. Yapilan diliisyon denemesi sonucunda Anti-PKA antikorunun 1:200
oraninda, Anti-Phospho-PKA antikorunun 1:100 oraninda kullanilmasina karar

verilmistir. Antikorlar PBS ile diliie edilmistir.

DAB Kromojen / Substrat Hazirhg:

Ticari olarak satin alinan DAB Kromojen/Substrat kitinin (Scytek, ACK125,

A.B.D.) prosedurine uygun olarak karigim 1:50 oraninda hazirlanmustir.
5.9. Sperm Parametrelerinin Analizi

Semen Ornekleri, en az 2 gunliik (2-5 giin) cinsel perhiz sonrasi mastiirbasyon
yoluyla steril bir kaba alinmistir. Yaklasik 20 dakikalik likefaksiyon siirecinden sonra
alinan semen drneginin Diinya Saglik Orgiitii’ niin kriterlerine gore (DSO, 2010)

semen parametrelerine bakilmistir.

Sperm hacim 6l¢iimu: Hastadan alinan semen 6rneginin ilk olarak hacmi (mL)

ve pH degeri dl¢lilmiistiir.
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Sperm konsantrasyon 6lglimi: Makler sayma kamarasina 10 pL semen 6rnegi
koyulmustur ve faz kontrast mikroskobunda 20X objektif altinda 100 kare sayilmistir

ve konsantrasyonu mil/ mL olarak verilmistir.

Sperm motilitesi: Isik mikroskobunda (Nikon, Japonya) 40X objektif altinda 100
sperm sayilip spermler 4 gruba ayrilmustir. 1. Grup A motilite progresif motil yani ileri
hizli hareketli spermleri, B motilite yavas hareketli spermleri, C motilite yerinde
hareketli spermleri, D motilite hareketsiz spermleri temsil etmektedir. Gruplarin
sonugclart yiizde (%) olarak verilmistir. Toplam motiliteyi A, B ve C motilite oranlari
toplam1 sonucu elde edilmistir. Progresif motil sperm oranim1 da A motilite orani

vermistir.

Sperm vitalite analizi: 10 pL semen 6rnegi ile 10 pL Eosin-Y boyasi (Bio Optica
05-10003, italya) lam tizerinde karistirilmistir. Goriintiileme 40X objektif altinda
gerceklestirilmistir. Sperm 6rneginden 100 sperm sayilmistir ve kirmizi ile boyanan
spermler non-vital, kirmiz1 ile boyanmayan spermler ise vital olarak ayrilmistir.

Sonuglar yizde (%) olarak verilmistir.

Sperm morfolojik degerlendirme: Morfolojik boyama isleminde sperm yaymalar
oncelikle setin igerisindeki fiksatif ile fikse edilmis, daha sonra iki farkli boyama
soliisyonunda 30 saniye bekletilerek boyanmistir. Hava ile kurumasi saglandiktan
sonra 100X objektif altinda Kruger’s strict criteria kullanilarak analiz edilmistir. En az
100 sperm hiicresi sayilmis ve morfolojik olarak normal spermler ile anormal spermler

ayrilip, sonug yizde (%) normal sperm orani olarak verilmistir.
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Sekil 5.9.1: Sperm Diff-Quick boyama. (Ok baglar1 normal sperm hiicresini, oklar anormal kafa

morfolojisine sahip sperm hiicresini gostermektedir.)
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10 pm

Sekil 5.9.2: Sperm Diff-Quick boyama. (Ok bas1 normal sperm hiicresini, y1ldiz akrozom defektine
sahip sperm hicresini gostermektedir.)

Akrozomal indeks oranlari: 100 sperm hiicresinin akrozomu degerlendirilmistir.
Spermlerin akrozomlar1 morfolojik olarak normal akrozomlar ve anormal akrozomlar

diye ayrilmistir ve sonug yuzde (%) normal akrozomal indeks orani olarak verilmistir.

Semen 6rneginde bulunabilecek 16kosit ve diger hiicrelerin konsantrasyonu: 10
ML semen Ornegi Makler sperm sayma kamarasina koyulmustur. Faz kontrast
mikroskobunda (Hoffman Modilasyonu eklenmis ZEISS AXIO, Almanya) 20X
objektif altinda 100 karedeki yuvarlak hiicreler sayilmis ve sonu¢ mil/ mL olarak
verilmistir. Ardindan 10 uLL semen 6rnegi ve 10 uLL Leucoscreen boyasi lam iizerinde
karistirilmistir, 40X objektif altinda 100 sperm hiicresi sayilmis ve kahverengi
boyanan yuvarlak hicreler 16kosit huicresi, kirmizi boyanan yuvarlak hiicreler ise diger
hlcreler (spermatogenik seri hicreleri, epitel hicreleri vs.) olarak adlandirilmistir.
Lokosit konsantrasyonu toplam yuvarlak hiicre konsantrasyonu ile I6kosit yizdesinin

carpilmasi ile bulunmustur.
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Sperm yikama iglemi: Semen drnekleri dansite gradyan yontemi ile yikanmuistir.
%90°lik ve % 45°lik olarak iki farkli yogunlukta 6zel sperm yikama soliisyonlari
(PureSperm, Nidacon, Isve¢) hazirlanmistir. Konik bir tiipe (Falcon 2095, Fisher
Scientific, Amerika) dnce %90°1ik, daha sonra %45°lik soliisyon aralarinda bir gegis
katmani olusturacak sekilde ¢ok yavas bir sekilde eklenmistir. Farkl
konsantrasyonlardaki karisimin {izerine 1 mL semen 6rnegi eklenmis ve 1300 rpm’de
20 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Dibe ¢oken pelletten 400 pL baska bir tiipe
aktarilmis ve tizerine 2 mL PureSperm yikama soliisyonu eklenip 2200 rpm’de 6
dakika boyunca santrifiij edilmistir. Supernatan atilip tekrar 2 mL yikama soliisyonu
eklenip 2200 rpm’de 6 dakika daha santrifilj edilmistir. Boylelikle gradyanlardan tam
olarak arinmasi saglanmistir. Son olarak 400 pL kalacak sekilde siipernatan alinmis ve
sperm konsantrasyonu (mil/mL), toplam motilite ve progresif motilite oranlar
yukarida anlatildigi sekilde tekrar degerlendirilmistir. Yikama oncesi ve yikama
sonrasinda hesaplanan toplam motil sperm sayist ve toplam progresif sperm sayisi

hacim ile ¢arpilarak hesaplanmuistir.

5.10. ICSI Parametrelerinin Analizi
5.10.1. Oositin Indiiklenmesi ve ICSI Prosediirii

Calismamiza katilan hastalarin kadin partnerlere, GNRH antagonist protokolli ve
rekombinant folikiil uyarict hormon (FSH) uygulanarak ovulasyon indlksiyonu
gergeklestirilmistir. Oosit-kiimiiliis kompleksi 36 saat sonra oosit toplama islemiyle
edilmistir. Oosit, ¢cevrelendigi kiimiiliis ve korona hiicrelerinden enzimatik (Hyase 10-
Vitrolife, Isveg) ve mekanik tekniklerle soyulmus ve niikleer olgunlasmasi takip
edilmistir. Oositler toplandiktan 4 saat sonra, metafaz I1 ve metafaz | oositlere hareketli

bir sperm enjekte edilmistir (ICSI).
5.10.2. Fertilizasyon ve Embriyo Gelisim Takibi
Mikroenjeksiyon yapilan oositler kiiltiir ortamlarinda (OVOIL, Vitrolife ve IVF,

Vitrolife, Isveg) bekletilmistir. 16-18 saat sonra iki farkli proniikleus (2PN) ve iki

polar cismin goriilmesi ile fertilizasyon gergeklesmistir. Mmikroenjeksiyon sonrasi 2.
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ve 3. Giin embriyo gelisim takibi yapilmustir. Iyi kalite embriyo sayisi en az bir tane A
kalitede olan 3. giin ve 5. glin embriyolar1 dahil edilmistir. Hastalardan toplanan oosit
sayis1, MII oosit sayisi, fertilizasyona ugrayan oosit sayisi, iyi kalite embriyo sayisi,

transfer edilen embriyo sayisi, gebelik ve yas degerleri kaydedilmistir.
5.10.3. Embriyo Transferi ve Gebelik Degerlendirmesi

Embriyo transferleri embriyo say1 ve kalitesine gore embriyolarin 3. veya 5.
giiniinde ayni klinisyen ve embriyolog tarafindan gerceklestirilmistir. Embriyo
transferinden 12 giin sonra kanda bakilan B-hCG degeri (>15 mIU / mL) pozitif gebelik
olarak degerlendirilmistir ve gebelik bilgileri kayit edilmistir.

ICSI parametrelerinin hesaplanmast ;

Fertilizasyon Oran1 =  Fertilizasyon ger¢eklesen olgun oosit sayist / MII

(Metafaz 2) oosit sayisi

Iyi kalitede embriyo oran1 = (iyi kalitede embriyo sayis1 / Fertilizasyon

gerceklesmis embriyo sayis1) * 100

Blastosist Oran1 = ICSI sonras1 5. Giinde blastosiste gelisen embriyo sayist /

Fertilizasyon gergeklesen embriyo sayisi
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Sekil 5.10.1: Metafaz II evresinde 1 polar cisimcigi ile olgun bir oosit izlenmektedir.

Sekil 5.10.2: ICSI isleminden 1 giin sonra, 2 proniikleus (¢cekirdek dnciilii) ile fertilize olmus bir
zigot izlenmektedir.
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Sekil 5.10.3: ICSI isleminden 2 giin sonra, 4 hiicreli iyi kalitede (fragmentasyon yok, graniilasyon
yok, vakuolizasyon yok, hiicreler esit ve sitoplazmalar homojen) bir embriyo izlenmektedir.

Sekil 5.10.4: ICSI isleminden 3 giin sonra, 8 hiicreli iyi kalitede (fragmentasyon yok, grantlasyon
yok, vakuolizasyon yok, hiicreler esit ve sitoplazmalar homojen) bir embriyo izlenmektedir.
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Sekil 5.10.5: ICSI isleminden 5 giin sonra, blastosist evresinde, iyi kalitede (i¢ hiicre Kkitlesi
kompakt ve yogun hiicreli, dis hiicre kitlesi yogun hiicreli ve ig goriiniimlii morfolojiye sahip
hiicrelerden olusan, siki ériilmiis, hatching baslamis ) bir embriyo izlenmektedir.

Sekil 5.10.6: Mikroenjeksiyon islemi sirasinda holding pipet ile sabitlenmis bir oosit ve pipet
icerisinde immobilize edilmis bir sperm izlenmektedir.
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5.11. istatiksel Analiz

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatiksel analizler icin SPSS
(Statistical Package for Social Sciences) for Windows 22.0 programi kullanilmistir.
Caligma verileri degerlendirilirken tanimlayict istatiksel metodlar (ortalama, standart
sapma) hesaplanmustir. Verilerin dagilim: One Sample Kolmogorov- Smirnov testi ile
belirlenmistir. Iliski analizi i¢in regresyon analizi uygulanmistir. Normal dagilimlar
icin Pearson korelasyonu, normal dagilim gdstermeyenler i¢cin Spearman iliskisi
kullanilmistir. Sonuglar %95°lik giiven araliginda, anlamlilik p<0,05 dizeyinde

degerlendirilmistir.
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6. BULGULAR
6.1. Oksidatif Stres Parametreleri
Oksidatif stres parametreleri (TAS, TOS ve OSI) sonuglari, Tablo 6.1.1, 6.1.2 ve Sekil

6.1.1°de gosterilmistir. Istatiksel veriler her parametrenin altinda belirtilmistir.

Tablo 6.1.1: Oksidatif stres parametreleri istatiksel analizi. (TAS: Total antioksidan seviyesi, TOS:
Total oksidan seviyesi, OSI: Oksidatif stres indeksi, MDA: Malondialdehit). Sonuglar ortalama *

standart sapma olarak verilmistir.

OKSIDATIF E
STRES TAS TOS : 0SI MDA
{ PARAMETRELER]i @ (mmol Trolox eq.) (nmol/H,0,/ eq.) (nmol/L)
Ort + SS 1,39 + 0,56 13,12+3,06 @ 1,08+ 0,48 0,94 + 0,33
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Tablo 6.1.2: Tiim hastalarin oksidatif stres parametre degerleri

M08 =] O LA e M B e

P O R R R R TR TR T R e

G 46
10,18
11,61

8,04

571
10,36
14.64
10,18
2893
13.93
9,82
12,68
9,64
16,96
9,82
11,43
14 46
10,00
9,82
16,43
23,57
7,32
7,68
9,29
21,43
9,82
12,32
17,50
21,25
9,29
13,57
21,61
9,46
15.36
12,39
17.32
16,07
21,43
19,11
15.36

1.16
0.72
0.86
0.40
1,08
0,78
1,09
1.18
0.81

1,08
0.70
0,65
0,42
0,66
1,12
0,72
0,80
0.98
1,10
0.76
0,39
1,16
0.68
0.62
0,58
0.64
0,34
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6.1.1. Oksidatif Stres indeksi (OSI)
Calismamizda, oksidatif stres indeksinin arastirilan diger parametreler ile iligkisi Tablo

6.1.1.1,6.1.1.2, 6.1.1.3 ve 6.1.1.4’te gosterilmistir.

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

parametreleri arasindaki iliskinin degerlendirildigi analiz

Tablo 6.1.1.2: Oksidatif stres indeksi ile cAMP bagimh PKA yolagi parametreleri arasindaki

iliskinin degerlendirildigi analiz.

Tablo 6.1.1.3: Oksidatif stres indeksi ile ICSI parametreleri arasindaki iliskinin degerlendirildigi

analiz
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Tablo 6.1.1.4: Oksidatif stres indeksi ile sperm parametreleri arasindaki iliskinin

degerlendirildigi analiz

6.1.2. Malondialdehit Analizi

Calismamizin, Malondialdehit analizinin diger parametreler ile iligkileri, Tablo

6.1.2.1,6.1.2.2,6.1.2.3 ve 6.1.2.4°te gosterilmistir.

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

parametreleri arasindaki iliskinin degerlendirildigi analiz

-0,33%*

0,90 0,50 0,76 0,04 0,61
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Tablo 6.1.2.2: Malondialdehit analizi ile cAMP bagimh PKA yolag1 parametreleri arasindaki

iliskinin degerlendirildigi analiz

Tablo 6.1.2.3: Malondialdehit analizi ile ICSI parametreleri arasindaki iliskinin degerlendirildigi
analiz

Tablo 6.1.2.4: Malondialdehit analizi ile sperm parametreleri arasindaki iliskinin

degerlendirildigi analiz
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6.1.3. Total Oksidan Seviyesi

Calismamizda total oksidan seviyesi ile diger parametrelerin iligkileri Tablo
6.1.3.1,6.1.3.2, 6.1.3.3 ve 6.1.3.4’te gosterilmistir.

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

parametreleri arasindaki iliskinin degerlendirildigi analiz

- 0,04 0,56%% -0,11

0,83 0,00 0,50 0,49 0,48

Tablo 6.1.3.2: Total oksidan seviyesi ile cAMP bagimhi PKA yolag1 parametreleri arasindaki

iliskinin degerlendirildigi analiz
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Tablo 6.1.3.3: Total oksidan seviyesi ile ICSI parametreleri arasindaki iliskinin degerlendirildigi

analiz

Tablo 6.1.3.4: Total oksidan seviyesi ile sperm parametreleri arasindaki iliskinin degerlendirildigi

analiz

6.1.4. Total Antioksidan Seviyesi

Calismamizda total antioksidan seviyesi ile diger parametrelerin iligkileri Tablo

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

parametreleri arasindaki iliskinin degerlendirildigi analiz

-0,04

-0,75%* 0,02

0,83 0,00 0,90 0,80 0,50

Tablo 6.1.4.2: Total antioksidan seviyesi ile cAMP bagimh PKA yolag: parametreleri arasindaki

iliskinin degerlendirildigi analiz

Tablo 6.1.4.3: Total antioksidan seviyesi ile ICSI parametreleri arasindaki iliskinin

degerlendirildigi analiz
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Tablo 6.1.4.4: Total antioksidan seviyesi ile sperm parametreleri arasindaki iliskinin

degerlendirildigi analiz

6.2. Kromatin ve DNA Parametreleri

Calismamizin sonuglar1 Tablo 6.2.1. ve Tablo 6.2.2°de gdsterilmistir. Istatiksel

veriler her parametrenin altinda belirtilmistir.

Tablo 6.2.1.: Kromatin ve DNA Parametreleri. Sonuglar ortalama * standart sapma olarak

verilmistir.

34,60 + 21,85 48,31 + 16,62
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Tablo 6.2.2.: Hastalarin DNA fragmentasyon ve kromatin biitiinliigii inceleme sonuglari. (DF:

DNA fragmentasyonu, KB: Kromatin biitiinligii).

DF (+)
20
37

3
4
19
19
20
55
29
39
37
20
42
56
37
40
92
15
12
10
28
88
31
50
67
T2
52
9
13
51
9
28
30
33
61
34
38
37
4
43

DF (-)

SRE¥R=22L3822R

(=)
°

2E282

4830883382838

KB (1)
57
70
45
76
59
38
49

KB (

RERAES

-~
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6.2.1. DNA Fragmentasyonu

Calismamizda DNA fragmentasyonu ile diger parametrelerin iligkilart Tablo
6.2.1.1,6.2.1.2,6.2.1.3 ve 6.2.1.4.” te gosterilmistir. Gelistirilmis sperm kromatin yap1
analizi (Halosperm) Sekil 6.2.1.1 ile Sekil 6.2.1.2°de gosterilmistir.

Tablo 6.2.1.1: DNA fragmentasyonu analizinin oksidatif stres parametreleri ve kromatin

biitiinliigii ile arasindaki iliskinin degerlendirildigi analiz

Tablo 6.2.1.2: DNA fragmentasyonu analizi ile cAMP bagimh PKA yolag: arasindaki iliskinin

degerlendirildigi analiz
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Tablo 6.2.1.3: DNA fragmentasyonu analizi ile ICSI parametreleri arasindaki iliskinin

degerlendirildigi analiz

Tablo 6.2.1.4: DNA fragmentasyonu analizi ile sperm parametreleri arasindaki iliskinin

degerlendirildigi analiz
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Sekil 6.2.1.1.: Sperm hiicrelerindeki DNA fragmentasyonu gelistirilmis sperm kromatin yap1
analizi teknigi (Halosperm Kit) ile gosterilmistir. Ok ile gosterilen sperm hiicrelerinde DNA
fragmentasyonu goriilmektedir. Yildiz ile gosterilen sperm hiicrelerinde DNA fragmentasyonu
gorilmemektedir. (DNA fragmentasyonu < %30 olan 39 numarali hastaya ait 151k mikroskopik goriintii
X100)
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Sekil 6.2.1.2.: Sperm hiicrelerindeki DNA fragmentasyonu gelistirilmis sperm kromatin yapi
analizi teknigi (Halosperm Kkit) ile gosterilmistir. Ok bagi ile gdsterilen sperm hicrelerinde DNA

fragmentasyonu goriilmektedir. (DNA fragmentasyonu > %30 olan 22 numarali hastaya ait 151k

mikroskopik goriintii X100)
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Sekil 6.2.1.3: Sperm hiicrelerindeki DNA fragmentasyonu gelistirilmis sperm kromatin yapi
analizi teknigi (Halosperm Kkit) ile gosterilmistir. DNA fragmentasyonu < %30 olan 3 numarah

hastaya ait 1s1tk mikroskopik goriintii X100. Yildiz ile gosterilen sperm hiicrelerinde DNA

fragmentasyonu gérilmemektedir.
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Sekil 6.2.1.4: Sperm hiicrelerindeki DNA fragmentasyonu gelistirilmis sperm kromatin yapi
analizi teknigi (Halosperm Kkit) ile gosterilmistir. DNA fragmentasyonu < %30 olan 31 numarah
hastaya ait 1s1k mikroskopik goriintii X100) Ok basi ile gosterilen sperm hicrelerinde DNA
fragmentasyonu goriilmektedir. Yildiz ile gosterilen sperm hiicrelerinde DNA fragmentasyonu

gorilmemektedir.
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6.2.2. Kromatin Biitiinliigii

Calisgmamizda kromatin biitiinligii ile diger parametrelerin iliskileri Tablo
6.2.2.1, 6.2.2.2, 6.2.2.3 ve 6.2.2.4’te gosterilmistir. Kromatin biitiinliigii analizi i¢in
uygulanan Toluidin mavi boyama analizi sonuglar1 Sekil 6.2.2.1 ve Sekil 6.2.2.2
6.2.2.3,6.2.2.4, 6.2.2.5’te gdsterilmistir.

Tablo 6.2.2.1: Kromatin biitiinliigii analizinin oksidatif stres parametreleri ve DNA

fragmentasyonu ile arasindaki iliskinin degerlendirildigi analiz

Tablo 6.2.2.2: Kromatin biitiinliigii analizi ile cAMP bagimh PKA yolag: arasindaki iliskinin

degerlendirildigi analiz
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Tablo 6.2.2.3: Kromatin biitiinliigii analizi ile ICSI parametreleri arasindaki iliskinin

degerlendirildigi analiz

Tablo 6.2.2.4: Kromatin biitiinliigii analizi ile sperm parametreleri arasindaki iliskinin

degerlendirildigi analiz
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TB (+)

IB(Y)

TB(+) TB ()

1B
BO )

10 ym

Sekil 6.2.2.1: Sperm kromatin biitiinliigii Toluidin Mavisi boyama teknigi ile gosterilmistir.
Anormal kromatin biitiinliigline sahip olanlar koyu mavi olarak boyanmis ve TB(+) olarak belirtilmistir.

Normal kromatin yapisina sahip sperm hiicreleri a¢ik mavi renge boyanmis ve TB (-) olarak

belirtilmistir. (1s1k mikroskopik gortintii X100).

@ TB(#)

TB() TB ()

Sekil 6.2.2.2: Toluidin Mavisi boyama teknigi ile acik mavi renge boyanan TB (-) sperm hucresi.

(151k mikroskopik goriintii X100).
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TB (+)

TB ()

1B ()

IB(H) -

1B (+)
B ()
“
1B (+)
10 pm

Sekil 6.2.2.3: 8 numaral hastaya ait Toluidin Mavi boyasinin 151k mikroskopik goriintiisii X100)
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Sekil 6.2.2.4: 26 numaral hastaya ait Toluidin Mavi boyasinin 151k mikroskopik goriintiisii X100)

92



Sekil 6.2.2.5: 40 numaral hastaya ait Toluidin Mavi boyasinin 151k mikroskopik goriintiisii X100)
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6.3. cAMP Bagimh PKA Yolag1 Parametreleri

Calismamizin sonuglart Tablo 6.3.1°de gosterilmistir. Istatiksel veriler her

parametrenin altinda belirtilmistir.

Tablo 6.3.1: cAMP bagimh PKA yolag: ortalama ekspresyon oram istatiksel analizi. Sonuglar

ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

0,72 + 0,21 1,23 + 0,99 1,67 0,74

6.3.1. CAMP

Calismamizdaki cAMP analizi ile diger parametrelerin iliskilar1 Tablo 6.3.1.1,
6.3.1.2,6.3.1.3 ve 6.3.1.4°te ve Sekil 6.3.1.1°de gosterilmistir.

Tablo 6.3.1.1: cAMP analizi ile oksidatif stres parametreleri arasindaki iliskinin degerlendirildigi

analiz
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Tablo 6.3.1.2: cAMP analizinin DNA-kromatin parametreleri ve cAMP bagimh PKA yolag:

proteinleri arasindaki iliskinin degerlendirildigi analiz

Tablo 6.3.1.3: cAMP analizi ile ICSI parametreleri arasindaki iliskinin degerlendirildigi analiz

Tablo 6.3.1.4: cAMP analizi ile sperm parametreleri arasindaki iliskinin degerlendirildigi analiz
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cAMP (pmol/ul) y =-0.1929x + 0.4754
R? = 0.9095

Sekil 6.3.1.1.: cAMP standart kalibrasyon egrisi.

6.3.2. PKA ve p-PKA

Caligmamizdaki cAMP bagimli PKA yolagi proteinleri ile diger parametrelerin
iliskilar1 Tablo 6.3.2.1, Tablo 6.3.2.2 ve Sekil 6.3.2.1°de g0Osterilmistir.
Immiinohistokimyasal analiz sonuglar1 Sekil 6.3.2.2, Sekil 6.3.2.3, Sekil 6.3.2.4, Sekil
6.3.2.5, Sekil 6.3.2.6, Sekil 6.3.2.7, Sekil 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 gosterilmistir.
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Tablo 6.3.2.1: cAMP bagimhi PKA yolaginin diger parametrelerle iliskinin degerlendirildigi

analiz

Tliski Analizi pDegeri iliski Analizi pDegeri
-0,26 0,11 -0,25 0,13
- 0,11 0,50 0,08 0,61

0,17 0,31 0,18 0,28
0,425 0,008 0,04 0,80
-0,19 0,24 - 0,08 0,65

0,07 0,67 0,14 0,40

- 0,46%* 0,004 -0,11 0,51
= 5 0,47%* 0,002
0,47%* 0,002 2 =

-025 0,16 -0,14 0,43

0,16 0,34 0,37 0,02
-0,17 0,31 -0,17 0,32

0,07 0,68 0,05 0,77

0,22 0,17 0,10 0,53

0,11 0,51 -0,15 0,35

0,31 0,06 0,11 0,50
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Tablo 6.3.2.2: cAMP bagimh PKA yolag proteinlerinin (PKA ve p-PKA) ekspresyon bélgelerinin

ortalama oranlari. Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir

Ortalama (%0)
1,00 + 2,26
0,06 + 0,31
0,81+ 1,89
0,05+ 0,19

20,60 + 15,79
35,40+ 17,85

3,28+ 6,96

3,43+4,00

4,05 +5,48

28,81 + 31,00

Ortalama (%)
0,84 +1,62
4,40 £ 9,81
1,59 + 3,10

77,10 £ 29,27
35,28 + 11,07
35,46 + 10,96

1,32 +2,63

4,20 + 4,55

5,79 £ 6,54

12,70 + 21,91
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Anteriyor
Sitoplazmik damlacik

Ekvatoryal bolge
Membran

Posteriyor

~ Bag

H Bag Posterior

¥ Boyun
Membran

& Akrozom

= TUm Bag

= Kuyruk

i Ekvatoryal

H Bas Anterior

B Kuyruk

~ Sitoplazmik Damlacik
¥ Ekspresyon Yok

Sekil 6.3.2.1: cAMP bagimh PKA yolag: proteinlerinin (PKA ve p- PKA) ekspresyon oranlarimin

bolgesel dagilimi.
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Sekil 6.3.2.2: PKA proteinin immunohistokimyasal analizi. (negatif kontrol 151k mikroskopik
gorintlst X100)
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vh »

10 um

Sekil 6.3.2.3: PKA proteinin imminohistokimyasal analizi. Ok basi1 boyun, yildiz ise kuyruk
bolgesindeki ekspresyonu gdstermektedir. (1s1tk mikroskopik goruntii X100)
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Sekil 6.3.2.4: PKA proteinin immunohistokimyasal analizi. Ok bast boyun, yildiz ise kuyruk
bélgesindeki ekspresyonu gdstermektedir. (1sik mikroskopik goriintii X100)
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Boyun

10 pm

Sekil 6.3.2.5: Sperm hicresinin boyun bdlgesindeki PKA protein ekspresyonunun isik
mikroskopik gortntist X100.

Kuyruk

10 ym

Sekil 6.3.2.6: Sperm htcresinin kuyruk bélgesindeki PKA protein ekspresyonunun isik
mikroskopik goruntisi X100
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Sekil 6.3.2.7: Sperm hucresinin akrozom bolgesindeki PKA protein ekspresyonunun isik

mikroskopik gortntist X100

Sekil 6.3.2.8: p-PKA proteinin immuinohistokimyasal analizi. (negatif kontrol 1sitk mikroskopik
gorintlist X100)
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Sekil 6.3.2.9: p-PKA proteinin immunohistokimyasal analizi. Ok basi boyun, yildiz ise kuyruk
bolgesindeki ekspresyonu gostermektedir. (1s1ik mikroskopik goriintii X100)
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Sekil 6.3.2.10: p-PKA proteinin immunohistokimyasal analizi. Ok bas1 boyun, yildiz kuyruk, ok ise
akrozom ve bagmn 6n membran bolgesindeki ekspresyonu gdstermektedir. (1s1k mikroskopik goriintii
X100)
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Sekil 6.3.2.11: p-PKA proteinin immunohistokimyasal analizi. Ok bas1 boyun, yildiz ise kuyruk
bolgesindeki ekspresyonu gostermektedir. (1sik mikroskopik goriintii X100)
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Akrozom

b———— Membran

" Ekvatoryal

10 pm

Sekil 6.3.2.12: Membran, ekvatoryal ve akrozom bdlgelerindeki p-PKA proteinin ekspresyon

goruntusu.

Bas Anterior

-«

10 ym

Sekil 6.3.2.13: Bas anterior bolgesindeki p-PKA protein ekspresyonunun isik mikroskopik

goruntasi x100.
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6.4. ICSI Parametreleri

Calismamizin sonuglar1 Tablo 6.4.1 ve 6.4.2°de gosterilmistir. Istatiksel veriler

her parametrenin altinda belirtilmistir.

Tablo 6.4.1: ICSI Parametrelerinin istatiksel analizinin degerlendirilmesi. Sonuclar ortalama *

standart sapma olarak verilmistir.

MII oosit Sayisi 6,00 + 3,92
Toplanan Oosit Sayisi 7,90 + 4,94
Fertilizasyona ugrayan 5,44+ 3,57

oosit sayisi

iyi Kalite Embriyo Sayisi 3,42 +2,40
Fertilizasyon Orani 92,61 + 10,53
iyi Kalite Embriyo Oram 65,32 + 22,80
Blastosist Oram 43,29 + 38,37

Transfer Fsldilen Embriyo 1,39+ 0,55

ayisi
Gebelik 0,79 + 0,99
Yas 33,03 + 6,25
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Tablo 6.4.2: ICSI parametrelerinin birbirleri ile iliskinin degerlendirildigi analiz

6.5. Sperm Parametreleri

Calismamizin sonuglar1 Tablo 6.5.1 ve 6.5.2°de gosterilmistir. Istatiksel veriler

her parametrenin altinda belirtilmistir.

Tablo 6.5.1: Sperm Parametrelerinin istatiksel analizinin degerlendirilmesi. Sonuclar ortalama +

standart sapma olarak verilmistir.

3241130  30,78+27,79  5508+1644  9,73+1287

110



Tablo 6.5.2: Sperm parametrelerinin birbirleri ile arasindaki iliskinin degerlendirildigi analiz
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7. TARTISMA VE SONUC

Calismamizda, seminal plazmada belirlenen oksidatif stres parametrelerinin
sperm hucreleri Gzerine hiicresel, genetik ve fonksiyonel etkilerini ve bu spermler
kullanilarak yapilan bir tiip bebek (ICSI) tedavisinde, tedavinin basari Slgiitlerine

etkileri arastirilmistir.

Bu amagla, semende oksidatif stres parametreleri (TAS, TOS, OSi, MDA
degerleri), cAMP aracilt PKA sinyal yolagi bilesenleri ekspresyon seviyeleri ve
hiicresel lokasyonlar1 (cAMP, PKA, p-PKA), genetik yap1 parametreleri (DNA
fragmentasyonu, Kromatin biitiinliigii), semen parametreleri (konsantrasyon, motilite
progresif motilite), ICSI parametreleri (fertilizasyon orani, embriyo gelisme orani, iyi
kalite embriyo orani, blastosist gelisme orani, iyi kalite blastosist orani, gebelik orani)

arastirilmis ve bu parametrelerin birbiri ile iligkisi analiz edilmistir.

Calismamiza, sonuclar1 etkileyebilecek tiim diger parametrelerin etkisini
minimize edebilmek ve oksidatif stresin etkilerini direkt olarak analiz edebilmek igin
sperm parametrelerinde problem belirlenmemis normozoospermik (DS0O,2010
kriterlerine gore), aym yas grubunda ve kadin faktorlii infertilite nedeniyle ICSI

tedavisine alinmis vakalar dahil edilmistir.

Seminal plazmada oksidatif durumun belirlenmesi i¢in 4 farkli parametre
kullanilmistir:

1) Oksidatif stres indeks (OSI): TOS ve TAS’nin birbirine oran1 alinarak
hesaplanan ve oksidanlar ile antioksidanlar arasindaki dengeyi ortaya koyan,

2) Malondialtehit (MDA) seviyesi: Oksidatif hasara bagli olarak sperm
membraninda ortaya ¢ikan lipid peroksidasyonunun bir yan {iriinii olan ve seminal
plazmadaki oksidatif stres seviyesini belirlemek i¢in etkili bir belirteg olarak kullanilan
malondialtehit seviyesi,

3) Toplam oksidan miktar1 (TOS): Seminal plazmadaki tiim oksitleyici

radikallerin toplam miktari,
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4) Toplam antioksidan miktari (TAS): Seminal plazmadaki tiim notralize edici

antioksidanlarin toplam miktari.

Sozl edilen oksidatif stres parametrelerinin (TOS, TAS, OSI, MDA);
1) Sperm hiicrelerinin kromatin yapis1 ve DNA biitiinliigiine etkileri,
2)Tim hicrelerde o6nemli islevlere sahip olan (glikojen, seker ve lipit
Metabolizmasinin diizenlenmesi, vd.) sinyal yolaklarindan biri olan ‘cAMP aracili
PKA yolagr’ proteinlerinin (cAMP, PKA, p-PKA) lokalizasyonlar1 ve ekspresyon
seviyelerine etkileri,
3) Semen parametrelerine (konsantrasyon, motilite, progresif motilite) etkileri,
4) Tiip bebek (ICSI) parametrelerine (fertilizasyon orani, embriyo gelisme orant,

embriyo kalitesi, blastosiste gitme orani, blastosist kalitesi, gebelik) arastirilmistir.

Tiim bu bulgular birbirleri ile iliskilendirilerek, oksidatif stresin sperm
hiicrelerine etkileri, bu etkileri hangi mekanizmalar tizerinden gergeklestirdigi ve bu
etkilerin klinik sonuglari iizerine biitiinciil bilgi edinilmesi amag¢lanmistir. Boylece,
erkek infertilite patogenezinde 6nemli roli olan seminal oksidatif stresin etkilerinin
kapsamli olarak analiz edilmesi amaglanmistir. Arastirilan tim parametreler, asagida

alt bagliklar halinde tartigilmistir.

7.1. Oksidatif Stres Parametreleri
7.1.1. Oksidatif Stres indeksi

Calismamizda seminal plazmada belirlenen TOS ve TAS’ 1 birbirine orani
alinarak hesaplanan ve oksidanlar ile antioksidanlar arasindaki oksidatif dengeyi
ortaya koyan oksidatif stres indeks (OSI) degeri ile arastirilan diger parametreler
arasinda iliski belirlenmemistir. Calismamizda OSI degerleri ortalama 1,08 olarak

bulunmustur.
OSI ile sperm ve ICSI parametreleri arasindaki iliskiyi inceleyen ¢ok az sayida

calismadan birinde [156], ¢alismamizin bulgulari ile benzer sekilde nitro bazli bir

kolorimetrik test olan mavi tetrazolium (NBT: OxiSperm, Halotech DNA®)

113



kullanilarak belirledikleri seminal oksidatif stres seviyesi ile semen parametreleri ve
gebelik oranlar1 arasinda iliski bulamamslardir. Bu bulgu bize, (OSI degerleri ile
analiz edilen parametreler arasinda iliski bulunmamasi) oksidan ve antioksidanlar
arasindaki dengeyi ifade eden OSI degerinin, normozoospermik vakalarda ¢ok yiiksek
olmamasi nedeniyle elde edildigini distindiirmistiir. Oksidasyon rediksiyon
potansiyeli (ORP), oksidatif stresi dogrudan Ol¢mek ic¢in kullanilan alternatif
tekniklerden biridir. MiOXSYS kullanarak oksidasyon-rediiksiyon potansiyellerinin
(ORP) o6l¢iildiigii bir baska ¢alismada ise [157], ORP diizeylerindeki artigla birlikte
sperm konsantrasyonu ve motilitesinde de artis gosterilmistir. Infertil ve fertil hasta
grubunun semendeki ORP diizeylerinin karsilastirildigi bir ¢alismada [8], ORP
seviyesi ile sperm parametreleri (konsantrasyon, toplam sperm sayisi, motilite ve
morfoloji) arasinda negatif iliski gosterilmistir. Bu ¢alismada da, ayn1 yaklasimla
infertil hastalarin ¢alismaya dahil edilmesi nedeniyle bu sonuglarin elde edilmis

olabilecegi diisliniilmektedir.

Caligmamizda dikkate deger noktalardan biri ise hasta popiilasyonumuzda TOS
miktarlarinin yiiksek oldugu vakalarda bu ytiikselisin TAS seviyeleri ile kompanse
edildiginin gézlemlenmesidir. Bu gézlem dogrultusunda, normozoospermik vakalarda
oksidatif dengenin 1yi korundugu, buna bagli olarak da sperm parametrelerinin normal

smurlar i¢inde kaldig: ileri siiriilebilir.

7.1.2. Lipit Peroksidasyonu (MDA Analizi)

Sperm plazma membrani, metilen gruplar1 arasinda konjuge edilmemis cift
baglara sahip PUFA’lar seklinde yliksek seviyelerde lipitlere sahiptir. Metil, karbon-
hidrojen baginin giiciinii azaltmakta ve hidrojeni oksidatif hasara kars1 duyarli hale
getirmektedir. Hucre ici ROT seviyeleri kontrolsiiz bir sekilde artmasi, plazma zar1
yag asitlerinin yaklasik % 60' min kayboldugu ve zar akiskanliginin azaldig: ayrica
iyonlarin, membran reseptorlerinin ve enzimlerin etkilerinin inhibe edildigi lipit
peroksidasyonu ile sonuglanmaktadir. Bu nedenle LPO, anormal déllenmeye yol agan
otokatalitik, kendiliginden ilerleyen kimyasal bir reaksiyondur ve bu oksidatif hasarin

mekanizmasi basglatma, yayilma ve sonlanma olarak ¢ ana adimda ger¢eklesmektedir
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[152,158,159]. Baslatma, karbon-karbon ¢ift baglarindan hidrojen atomlarinin
ayrilmasini icermektedir, boylece serbest radikalleri iter, bu da daha sonra lipit
radikalleri olusturmaktadir ve daha sonra peroksil radikallerini olusturan oksijen ile
reaksiyona girmektedir [158]. Peroksil radikalleri, ozellikle bakir ve demir gibi
metaller bulundugunda, otokatalitik reaksiyon zincirini ilerleterek tekrar lipitlerden
hidrojen atomlar1 olusturabilmektedir. Oksidatif hasarin yayilma asamasi,
hidroperoksitin bozunmasi nedeniyle sitotoksik aldehitler {ireten ve ardisik lipitlerle
reaksiyona giren radikallerle devam etmektedir [158,160]. Peroksil ve alkil
radikallerinin olusumu, reaksiyon zinciri sona erene kadar ve malondialdehit (MDA)
olan kararl1 bir nihai iiriin olusana kadar bu adimda dongiisel bir sekilde siirer [158].
Bu nedenle MDA, sperm hiicresini etkileyen peroksidatif hasar seviyesini belirlemek

ve izlemek i¢in kullanilabilen bir biyokimyasal belirtectir.

Calismamizda oksidatif stres belirteglerinden biri olan MDA seviyesi ile sperm
ve ICSI parametreleri arasinda herhangi bir iligki belirlenmemesine ragmen, cAMP

bagimli PKA yolagi arasinda pozitif bir iliski gozlenmistir.

Infertil ve fertil erkek hastalarin TAS ve MDA seviyelerini degerlendiren bir
caligmada bir antioksidan olan ¢inko ile in vitro inkiibasyondan sonra sadece infertil
hastalarda TAS seviyesinde dnemli bir artig bulunmustur. Buna karsilik hem fertil hem
de infertil hastalarin lipit peroksidasyon degerleri {izerinde bir etkisi bulunmamaistir
[161]. Bu ¢alismanin bulgulari, bizim ¢alismamizin sonuglarini destekler niteliktedir.
IUI islemi uygulanan subfertil (normozoospermi, teratozoospermi
oligoteratozoospermi) ve fertil hastalarin dahil edildigi bir baska calismada, ROT ve
TAS  degerleri  Olclilip semen  parametreleri ile karsilastirilmis  ve
oligoteratozoospermisi olan hastalarda anlamli derecede diisiik TAS seviyeleri ile
yuksek MDA duzeyleri ve seminal MDA diizeyleri ile sperm konsantrasyonu, motilite
ve morfolojisi arasinda negatif iliski gosterilmistir [162]. Calisma sonuglarimizin
benzer bulunmamasi, bu ¢alismada subfertil hastalarin kullanilmasi ve IUT adi verilen
farkli bir yardimla iireme tekniginin kullaniliyor olmasindan kaynaklanabilecegi

distiniilmektedir.
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MDA ile cAMP diizeyinin iligkisinin degerlendirildigi giincel bir ¢alismada, bir
oksidan olan merkdrik Klorur ile muamele edilen keci sperminde, artan merkurik
kloriir konsantrasyonunun etkisi ile TAS miktarinin azaldigini, MDA seviyesinin ve
cAMP diizeylerinin arttigin1  bildirmislerdir [163]. Bu sonuglar ¢alismamizin
bulgularint destekler niteliktedir. Seminal plazma ile bu konuda yapilmis bagka bir
calisma bulunmamasina ragmen, sican kalbinde yapilan ve BU-XIN RUAN-MAI
graniiliiniin miyokard iskemisini doza bagl bir sekilde iyilestirdigini gdsteren bir
calismada, serum MDA igerigi ile cAMP diizeyinin negatif iliskili oldugu bildirilmistir
[164].

7.1.3. Toplam Oksidan Seviyesi

Ortalama TOS seviyesinin 13,12 pumol/H202/eq. ¢iktig1 ¢alismamizda, seminal

plazmadaki TOS seviyesi ile sperm motilitesinin iliskili oldugu belirlenmistir.

Literatiirde, artan ROT seviyeleri, sperm hareketliligindeki azalma ile
iliskilendirilmis ¢alismalar mevcuttur [ 165 — 167] ancak arasindaki baglanti tam olarak
anlasilamamistir. Bunu agiklamak igin ileri siiriilen hipotezlerden biri, H2O>' in hiicre
zar1 boyunca sitoplazmaya yayilabilmesi ve glikoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PD) gibi
enzimlerin aktivitesini inhibe edebilmesidir. Bu enzim, heksoz monofosfat sant
yoluyla glikoz akis hizin1 kontrol edebilmekte ve nikotinamid adenin dinlkleotid
fosfatin (NADPH) hiicre i¢i kullanilabilirligini kontrol etmektedir. Bu da NADPH
oksidaz olarak bilinen bir enzim sistemi ile ROT olusumunu beslemek igin sperm
hiicresi tarafindan bir elektron kaynagi olarak kullanilmaktadir [168]. G6PD' in
inhibisyonu, NADPH' in mevcudiyetinde bir azalmaya ve es zamanli olarak
oksitlenmis glutatyon birikimine yol agmaktadir. Bu sperm hiicresinin antioksidan
savunma sistemini azaltabilmekte ve membran fosfolipit peroksidasyonunu
artirabilmektedir [169]. Baska bir hipotez ise aksonemal protein fosforilasyonunda bir
azalmaya neden olan ve sperm hareketliligini azaltan, her ikisi de membran
akigskanliginda ve sperm-00sit flizyonunda bir azalma ile iligkili olan bir dizi kaskad

kimyasal reaksiyonu igermektedir [170].
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Calismamizda TOS ile ICSI parametreleri arasinda bir iliski bulunmamugtir.
Spermin hicre igi reaktif oksijen turlerinin (ROT; H202, O2), akis sitometrisi
kullanilarak degerlendirildigi bir ¢alismada, yiiksek diizeyde hiicre i¢i ROT’ nin,
intrasitoplazmik sperm enjeksiyon tedavisinden sonra embriyo proniikleer olusumunu
olumsuz etkiledigini bildirmislerdir. Ancak hasta grubu, ICSI tedavisine alinan infertil
erkeklerden olustugundan dolayr bizim ¢alismamizdan farkliik gdsterdigi
diistiniilmektedir [18].

7.1.4. Toplam Antioksidan Seviyesi

Calismamizda total antioksidan durumu ile arastirilan sinyal yolagi proteinleri
arasinda bir iliski belirlenmemistir. insan sperm hiicresindeki TAS miktar1 ile
cAMP/PKA sinyal yolagi arasindaki iliskiyi inceleyen literatiirde herhangi bir
calismaya rastlanmamuistir. Bu yoniiyle bulgumuz ilktir. Ancak, keci sperm hiicresi ile
yapilan bir ¢alismada, artan merkiirik kloriir konsantrasyonu ile TAS miktarinin
azaldigim buna karsin cAMP seviyesinde bir artis oldugunu ve muhtemelen artan
cAMP seviyesi ile PKA ekspresyonunun da artabilecegini bildirmislerdir. Ayrica
yuksek konsantrasyondaki merkurik klortriin tirozin fosforilasyonunu inhibe ettigi ve
bunun sonucunda sperm hiicresi kapasitasyona ugramadan spontan bir akrozomal
reaksiyonunu indiikleyerek infertiliteye neden olabilecegini bildirmislerdir [163].
Calismamizla bu ¢alismanin bulgularimin benzerlik gdstermemesinin nedeni trler
arasindaki farkliliktan kaynaklanabilecegini diistindiirmektedir. Diger yandan
otoimmiin bir bozukluk olan Multiple skleroz ile ilgili yapilan bir ¢alismada bir
flavonoid olan Luteolin’ in siganda olusturulan multiple sklerozdaki terapétik roline
bakildiginda, luteolin ile tedavi edilen grupta TAS seviyesiyle paralel olarak cCAMP
seviyesinin de artti@i bildirilmistir [171]. Yine luteolinin sigan adrenal
feokromositoma hiicre dizisi olan PC12 hicrelerindeki etkilerini inceleyen bir
caligmada luteolin tedavisi ile PKA ekspresyonunun arttigini, mikroRNA-132'nin
(miR-132) cAMP / PKA- ve ERK-bagimli CREB sinyal yollarinin aktivasyonu ile
norit biiylimesini modiile ettigini gostermislerdir [172]. Bizim sonuglarimizla

karsilastirdigimizda, farkli sistemlerdeki oksidan ve antioksidan miktarlarindaki
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farkliliklarin veya olusabilecek oksidatif stres hasarlarinin cAMP/PKA sinyal yoluna

etki mekanizmasinin degiskenlik gosterebilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamizda total antioksidan durumu ile kromatin yapis1 (DNA
fragmentasyonu ve kromatin biitiinligii) ile iliskisi bulunmamustir. Literatiirde, normal
ve anormal sperm parametrelerine sahip 102 infertil hastadan olusturulan iki grubun
oksidatif stres, TAS ve DNA fragmantasyonu incelendiginde, siiperoksit anyonu ve
antioksidan kapasiteli peroksinitrit arasinda olusan dengesizligin sonucunda anormal
sperm parametrelerine sahip hastalarda normal sperm parametrelerine sahip hastalara
oranla diisiik TAS seviyesi ve ylksek sperm DNA fragmentasyonunun olustugunu
bildirmislerdir [173]. Bu ¢alismada normal sperm parametrelerine karsi anormal sperm
parametrelerinin karsilastirildigini goz oniine alirsak bizim g¢alismamizda normal
sperm parametrelerine sahip infertil hastalarda DNA fragmantasyonu ile anlamli bir
iligski goriilmemesi beklenebilmektedir. Boga spermine kriyoprezervasyon sonrasi bir
antioksidan olan selenyum nano - partikillerinin (Se-NP) farkli dozlarda ilave
edilmesinin etkilerinin arastirildigi farkli bir calismada belirli bir doza kadar eklenen
selenyum nano-partikiillerinin kriyoprezervasyon sonrasi kromatin biitinliigiini ve
sperm progresif hareketliligini 6nemli 6l¢iide iyilestirdigi gosterilmistir. Ancak en
yuksek konsantrasyonda Se-NP eklenen grupta kontrole kiyasla daha zararli bir etki
de gorilmiistiir [174]. Ancak bu calismada kriyoprezervasyonun boga spermi
tizerinde olusturabilecegi oksidatif hasarin sonucu olarak kromatin yapisinda meydana
gelebilecek yapisal bozukluklarin  belirli  konsantrasyondaki selenyum nano
partikiilleri ile onarilabildigini de diisiinmek gereklidir. Calismamizda kullandigimiz
normal sperm parametrelerine sahip infertil hastalardaki oksidatif hasar ile

kriyoprezervasyon sonucu olusabilecek hasarlar farklilik gosterebilmektedir.

Total antioksidan seviyesinin sperm parametreleri ile iliskisi incelendiginde
analiz edilen sperm parametrelerinden (sperm sayisi, sperm hacmi, toplam motilite ve
progresif sperm sayisi) sadece sperm motilitesi ile anlamli seviyede iligki
belirlenmistir. Idiyopatik oligoastenoteratozoospermi (OAT) olan infertil erkeklerde,
sperm parametreleri ve seminal plazma antioksidan durumu tizerine 3 ay boyunca 200

mg / giin ve 400 mg / giin dozlarda oral CoQ10'un etkisinin arastirildig1 bir ¢alismada
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sperm motilitesi ve antioksidan dlglimler arasinda pozitif iliski bulunmustur [175].
Infertil ve fertil hasta gruplarindan olusturulan farkli bir calismada seminal plazmadaki
SOD ve GPx aktiviteleri ile sperm konsantrasyonu, motilite ve normal morfoloji
arasinda anlamli pozitif iliski gosterilmistir [176]. Bu bulgular ¢alismamizin
bulgularin1 destekler niteliktedir. Ancak calismalarda diger parametreler ile iligki
belirlenmesine ragmen bizde belirlenmemis olmast bu ¢aligmalarda secilen ve
karsilastirilan hasta gruplari normozoospermi degil OAT grubunun calisilmis olmasi
ve infertil hasta grubunda farkli sperm parametrelerine sahip hastalarin olabilecegi
diisiiniilmektedir. Baska bir ¢aligmada 2014-2016 yillar1 arasinda 20-40 yas arasi
erkeklerin rastgele érneklenmesi ile kontrol grup olarak kentsel ve vaka grubu olarak
kirsal bolge erkeklerinin katildigi ve oksidan oOzellikteki organofosfat bilesiklerine
mesleki maruziyet sonucunda tarim iscilerinin iireme sistemi lizerindeki etkilerinin
arastirildigr bir ¢alisma yapilmistir. Sonug olarak organofosfat bilesiklerine maruz
kalan kirsal kesimdeki hastalarin seminal plazmasinda total antioksidan seviyesinde
bir azalma ve buna bagli olarak sperm motilitesinde de azalma oldugunu
gostermiglerdir [177]. Balb/c erkek farelerde Ghrelin'in, siklofosfamidinin neden
oldugu hasarlara kars1 etkisini degerlendirdigi bir ¢calismada, siklofosfamidinin sperm
parametrelerinde (sperm sayi, motilite ve canlilik) meydana getirdigi hasar1 ghrelin
tedavisi ile ortadan kaldirilabilecegini gostermislerdir. Ancak Ghrelin tedavisinin
sperm morfolojisinde hicbir etki gostermedigini de bildirmislerdir [178]. TUT islemi
uygulanan subfertil (normozoospermi, teratozoospermi, oligoteratozoospermi) ve
fertil erkek hastalarin calismaya alindigi arastirmada, TAS seviyeleri ile semen
parametreleri arasinda pozitif iliski goriildigi bildirilmistir [179]. Total oksidan
seviyesi yiiksek ve diisiik olarak siiflandirilan fertil erkek hastalar arasinda yapilan
baska bir ¢alismada progresif sperm motilitesi, yiiksek total oksidan seviyesi olan
grupta diisiik oksidan seviyeli gruba gore anlamli olarak diisiik bulunmustur [180].
Sonug olarak total oksidan seviyesi ile progresif sperm motilitesi arasindaki gdsterilen

negatif iliski bizim sonuglarimizi da desteklemektedir.
Total antioksidan seviyesinin ICSI parametrelerine etkisini inceledigimizde

incelenen parametreler i¢inde tedavi basarisi i¢in 6nemli bir gdsterge olarak kabul

edilen ‘blastosiste gitme orani’ ile aralarinda anlamli iliski bulunmustur. Bu konuda
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yapilan ¢aligmalardan birinde, 117 infertil kadinin katildig1 bir ¢alismada, ICSI sonrasi
disiik dollenme orami ve diisiik kaliteli blastosist oranmi olan hastalardaki TAS
seviyesinin de diisiik oldugunu gostermislerdir [181]. Baska bir ¢alismada PKOS
(polikistik over sendromu) hastalarinin ICSI sonuglarinda (oosit sayis1 ve kalitesi,
embriyo sayisit ve kalitesi, gebelik oran1) E ve D vitamini tedavisinin etkileri
aragtirtlmistir. D vitamini diizeyi ile implantasyon orani ve artan klinik gebelik
arasinda zayif bir iliski oldugu gosterilmistir [74]. ICSI uygulanan 138 kadinin
katildigi, folikiil sivisindaki ROT, TAS ve ICSI sonrasi1 gebelik arasindaki iligkinin
incelendigi bir caligmada da yiliksek TAS orani ve diisik ROT orani ile gebelik
arasinda iligki bulunmustur [182].

7.2. Kromatin ve DNA Parametreleri

Caligmamizda kromatin yapist ve DNA fragmentasyonu parametreleri ayri

olarak degerlendirilmis ve arastirilan parametreler ile iliskisi aragtirilmistir.

Sperm kromatin biitiinliigii ve DNA fragmentasyonu ile sperm parametreleri ve
ICSI parametreleri arasindaki iliskiyi inceleyen caligmalar farkli sonuglar
bildirmektedir. Bunun nedeni, c¢alisilan hasta gruplarmin farkliligt ve DNA
fragmentasyonu ya da kromatin yapinin degerlendirilmesi i¢in kullanilan tekniklerin

coklugundan kaynaklanabilir [183].

Calismamizda, gelistirilmis SCSA (sperm kromatin yapi analizi) teknigi ile
analiz ettigimiz sperm DNA fragmentasyonu ile sperm parametrelerinden olan
konsantrasyon ve toplam motilite parametreleri ile arasinda negatif iliski
belirlenmistir. Calismamizi destekler nitelikte; 150 fertil erkekte yapilan bir caligmada
DFI ( DNA Fragmentasyon Indeksi), sperm genel motilitesi ve tip A motilitesi ile
anlamli derecede negatif iligki gostermistir [184]. Ayrica [185] ve [186] calismalari
da sonuglarimizi destekler sekilde motilite ile DFI arasinda — iliski oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica, [187] ve [188] calismalari bizim sonuglarimizi destekler
nitelikte diisiik konsantrasyon ile yiiksek DFI arasinda anlamli bir iliski oldugunu

bildirmislerdir. Ancak, yapilan bir ¢calismada, sperm degerleri ile DFI arasinda iligki
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belirlenmesine ragmen, farkli DFI gruplar1 arasinda IVF veya ICSI sikluslarinda klinik
gebelik, erken abortus, oosit fertilizasyonu veya kaliteli embriyo oranlarinda anlaml
farkliik  saptanmadigi  goOsterilmistir  [189]. Tum bu sonuclar birlikte
degerlendirildiginde, erkekte {ireme potansiyelinin belirlenmesi ic¢in gittikce
yayginlasan bir teknik olan sperm DFI' nin erkek fertilite degerlendirmesinde ¢ok
degerli oldugu gosterilmis olmakla birlikte, tiip bebek sikluslarinda etkisi ve dneminin

tam olarak ortaya koyulmasi i¢in daha fazla arastirmaya gereksinim duyulmaktadir.

Calismamizda DNA fragmentasyonu ile oksidatif stres belirteclerinden biri olan
MDA seviyesi arasindaki pozitif iliski bulunmustur. Calismamizin bulgularini
destekler nitelikte, fertil ve infertil erkeklerden olusan bir ¢alismada sperm DNA
fragmentasyonu ile seminal plazmadaki MDA seviyeleri arasinda anlamli pozitif iligki
oldugunu bildirmislerdir [176]. DNA fragmentasyonu ve MDA seviyesinin,
hiicrelerde apoptotik siirecin sonuglari oldugu bilindiginden, birbirleriyle iliskili

bulunmasi, beklenen bir sonug olarak degerlendirilmistir.

Calismamizda DNA fragmentasyonu ve arastirilan cAMP bagimli PKA sinyal
yolag1 proteinleri arasinda anlamli bir iligki belirlenmemistir. Literatiirde, bu konuda
yapilmis baska bir calismaya rastlanmamistir. Bu bulgumuz, DNA fragmentasyonunu

tetikleyen yolaklardan birinin PKA yolagi olamayacagini diisiindiirmektedir.

DNA fragmentasyonu ve kromatin biitiinliigiiniin, ICSI parametrelerine etkisini
inceledigimizde kromatin biitiinliigii ile blastosiste gitme orami ve gebelik oram
arasinda pozitif iliski belirledik. Calismamizin bulgularint destekler nitelikte,
tekrarlayan gebelik kaybi olan giftler ve fertil ¢iftlerin karsilastirildigir bir meta
analizde tekrarlayan gebelik kayb1 Oykiisii olan kadinlarin erkek partnerlerinin, fertil
kontrol kadmlarinin partnerlerine kiyasla 6nemli dl¢iide daha yiksek sperm DNA
fragmentasyonu oranina sahip oldugu bildirilmistir [190]. Sperm DNA
fragmentasyonunun ICSI tedavi sonuglar1 Uzerindeki etkisini inceleyen baska bir
calismada, disik (%]15), orta (%15-30) ve yiksek (>%30) sperm DNA
fragmentasyonuna sahip 3 grup karsilastirilmis, diisiik ve orta dereceli sperm DNA

fragmantasyonuna sahip gruplarda ICSI sonuglarinda fark bulamamalarina ragmen,
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yuksek sperm DNA fragmentasyonuna sahip grupta gebelik elde edilemedigi
bildirilmistir. Ayn1 ¢aligmada, semen hacmi, sperm morfolojisi ve fertilizasyon orani,
DNA fragmentasyonu ile iliskili bulunmamis, ancak sperm konsantrasyonu ve
motilitesi tim gruplarda negatif iligkili bulunmustur [191]. Ancak, saglikli
normozoospermik gondlli grubu ile ICSI ile tedavi edilen infertil ¢giftlerin katildig1 bir
baska ¢aligmada sperm kromatin biitiinliiglinlin, embriyo gelisimi ve gebelik olusumu
ile karsilastirilmasi sonucunda sperm kromatin biitiinliigliniin ICSI sonuglariyla iligkili

olmadigini bildirmislerdir [192].

7.3. Sinyal Yolag1 Parametreleri

Hicre biyolojisinde, protein kinaz A (PKA) aktivitesi siklik AMP' nin (CAMP)
hiicresel seviyelerine bagli olan bir enzim ailesidir. PKA, CAMP' a bagimli protein
kinaz (EC 2.7.11.11) olarak da bilinir. Protein kinaz A, glikojen, seker ve lipit

metabolizmasinin diizenlenmesi dahil olmak tizere hiicrede ¢esitli islevlere sahiptir.

Spermde, cAMP bagimli PKA yolagi ve bu yolagin oksidatif stres ile iligkisi ve
diger olaylara etkileri ile ilgili calismaya rastlanmamistir. Calismamizda cAMP — PKA
sinyal yolag: ile oksidatif stres arasinda anlamli bir iliski bulunmamasina ragmen
oksidatif stresin bir yan {iriinii olan MDA seviyesi arasinda pozitif iligki belirlenmistir.
Domuz sperminin kullanildigi bir calismada, reaktif bir serbest radikal olan
peroksinitritin cAMP bagimli protein kinaz 1 (PKA) substratlarinin fosforilasyonunu
indiikledigini, sperm lipit peroksidasyonunu onemli Olciide arttirdigini ve sperm
canliligini azaltmadan sperm motilitesini ve progresif motiliteyi azaltmis oldugunu
bildirmislerdir [193]. Sigan modelinde brusella enfeksiyonu doéneminde lipid
peroksidasyonu, NO (retimi, antioksidatif sistem ve inflamasyonu ve hucre igi siklik
AMP' in Brusella kaynakli olaylarda roliiniin arastirildig: bir ¢alismada, CAMP / PKA
yolunun aktivasyonunun MDA analizi ile 6l¢iilmiis olan lipit peroksidasyonunu ve B.
melitensis' in neden oldugu yiliksek NO konsantrasyonlarini baskiladigini

goOstermektedir [194].
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Calismamizda beklenen bir sonug olarak, cAMP ile PKA proteini arasinda
anlamli iliski bulunmustur. Bu nedenle yolak cAMP bagimli PKA yolag: olarak da
adlandirilmaktadir. Sperm hiicrelerinde de, adenilat siklazin etkisiyle ATP tarafindan
iiretilen bir niikleotit olan cAMP konsantrasyonu arttiginda PKA ¢ y1 aktive ettigi
bildirilmigtir [195].

Ayrica PKA ve PKA nin fosforillenmis yani aktive olmus hali olan p-PKA
proteinlerinin semen parametreleri ile bir iligkisi bulunmamis olmasina ragmen PKA
ekspresyonu ile sperm progresif motilitesi arasinda iligki bulunmustur. Bu
sonucumuzu destekler nitelikte, bir PKA inhibitorinun (H-89), fare sperm hcresinin
glikoz aracili motilite parametreleri lizerindeki modiilator etkilerinin arastirildig
caligmada, H89’ un sperm motilitesini inhibe ettigini gostermislerdir [196]. Semen
kalitesinin hem serum hem de seminal plazma D vitamini diizeyleri ile iligkilerinin
incelendigi bir ¢aligmada, seminal plazma D vitamini, hem cAMP / PKA yolu
tizerinden hem de hiicre i¢i kalsiyum iyonlarindaki artigla ATP sentezini tesvik ederek

sperm hareketliligini arttirabilecegini bildirmislerdir [197].

cAMP/PKA proteinlerinin ICSI parametreleri ile bir iligkisi bulunmamis
olmasma ragmen p-PKA ekspresyonu ile fertilizasyon orani arasinda iliski
bulunmustur. Spermde PKA yolaginin ICSI parametrelerine etkilerini inceleyen bagka
bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak oosit ile yapilan bir ¢calismada, Fosfodiesteraz 3
(PDE3) inhibitorleri, cAMP seviyesini azaltarak oositlerdeki mayozu baskiladig
gosterilmistir, PDE3 inhibitorii olan silostazol de in vitro ve in vivo disi fare modelinde
oosit olgunlagmasimi baskilamistir, tedavi ortadan kaldirildiginda yapilan ICSI
prosediirii sonras1 morfoloji, dollenme orani, embriyo boliinmesi, blastosist olusumu
ve canli yavrularin sayisi kontrollerle karsilastirildiginda normal degerler gostermistir
[198]. Bu bulgu ile birlikte sonucumuz degerlendirildiginde oositte cCAMP’ 1n 00sit
gelisim potansiyelini, dolayisiyla da embriyo gelisimini etkiledigi ancak ayni etkinin
spermdeki CAMP ile meydana gelmedigini iddia edebiliriz. Bunun nedeni olarak da
spermin sitoplazmik protein ve habercileri ¢ok az miktarda igermesi nedeniyle ayni

etkiyi olusturamamasi gosterilebilir.
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Bulgularimiz sonucunda, oksidatif stresin 6lgiitlerinden biri olan MDA nin,
cAMP bagimli PKA yolag ile ve kromatin yapis1 ve DNA fragmentasyonu ile iliskili
oldugu belirlenmistir. PKA’nin progresif sperm motilitesi ile ve p-PKA’nin ICSI
sonrasi fertilizasyon orani ile iliskili oldugu bulunmustur. Ayrica, TAS diizeyi ile
sperm motilitesi ve blastosist orani1 arasinda, TOS diizeyi ile de progresif motilite

arasinda iligski bulunmustur.

Semedeki oksidatif stres ile, sperm DNA’s1 ve kromatin yapinin bozuldugu,
cAMP aracili PKA yolaginin aktive oldugu, bu yolagin da sperm motilitesi ve ICSI
sonrasi fertilizasyon oranlarini disiirdigii ileri surtlebilir. Konu ile ilgili yapilacak

daha kapsamli ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.
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