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1. OZET

Sperm iyon kanallar1 fertilizasyon, sperm hareketliliginin kontrolii,
yumurtaya yonelik kemotaksis ve akrozom siireglerinde 6nemli rollere sahiptir.
Fare ve insanlarda erkek infertilitesi bazi iyon kanallarinin yoklugundan veya
mutasyonundan kaynaklanmaktadir. Anormal sperm parametrelerine sahip infertil
hastalarda iyon kanal ekspresyonu hakkinda ¢ok az ¢alisma mevcuttur. Mevcut
calisma  sperm  bozukluklarina sahip hastalarin  spermatozoalar1  ve
normozoospermik bireylerin  spermatozoalarinda iyon kanal ekspresyon
profillerini kiyaslamay1 hedeflemektedir.

Calismaya 150 vaka katilmistir. Normozoospermik, oligozoospermik,
astenozoospermik, teratozoospermik ve oligoastenoteratozoospermik olmak iizere
sayica esit 5 gruptan olusmaktadir. Kantitatif Real Time-PZR kullanilarak
asetilkolin, Ca™, K', CI' ve GABA’da rol alan 19 iyon kanalinin mRNA
seviyeleri degerlendirilmistir.

Biz oligozoospermik hastalarda CACNAL1B, CACNA1H, TRPC1,
TRPC3, CHRNA3, CHRNA5, CHRNAB4 genlerinin, astenozoospermik grupta
CACNAI1H, TRPC3 and CHRNADS genlerinin, teratozoospermik grupta TRPC1,
CHRNAS3, CHRNA5 and CHRNB4 genlerinin ve oligoastenoteratozoospermi
grubunda da CACNA1E, CACNA1H, CHRNA3, CHRNAS5, CHRNAY, CLCNS3,
TRPC3 ve TRPC6 genlerinin kontrol 6rneklerine nazaran énemli dl¢iide yiiksek
ekspresyonunu belirledik. Buna ek olarak bulgularmiza gére astenozoospermik
erkeklerde CACNA1B, CACNA1G ve CLCN3 genlerinin ve teratozoospermik

erkeklerdke CACNALG, CLNS1A, KCNA5 ve KCNE1 genlerinin



normozoosprmik erkeklere kiyasla belirgin Ol¢iide daha diisiik ekspresyonu
mevcuttur.

Bu sonuglar insan sperm fizyolojinde iyon kanallarinin énemli bir roli
olabilecegini ag1ga ¢ikarmustir. Iyon kanal ekspresyonlarinin upregiilasyonunun
veya downregiilasyonunun neden oldugu iyon akisindaki degisimler; pek ¢ok
farkl1 asamada sperm fizyolojisinin diizenlenmesinde gorev alan hiicre
sinyallarinde temel gecis elementelerini etkileyerek erkek infertilitesine katki
saglamaktadir.

Anahtar kelimeler; Erkek infertilitesi, iyon kanali, RT-PCR, akrozom

reaksiyonu, spermde hiicre hacim diizenlenmesi, motilite



2. ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF ION CHANNEL EXPRESSIONS IN SEMEN
SAMPLES OF HUMAN INFERTILE MALE CASES
Background: Sperm ion channels play an important role in the process of
fertilization, the control of sperm motility, chemotaxis toward the egg and the
acrosome reaction. The male infertility of mice and humans arise from mutation
or absence of some ion channels. It is rarely reported the ion channel expression
in infertile patients with abnormal sperm parameters. Present study aim to
compare the expression profiles of ion channel in the spermatozoa of

normozoospermic and the spermatozoa of subjects with sperm disorders.
Methods: Study enrolled hundred fifty subjects. Five numerically equal groups
were include the normozoospermic, oligozoospermic, asthenozoospermic,
teratozoospermic and oligoasthenoteratozoospermic. We evaluated the mRNA
levels of nineteen ion channel genes involved in Ca*?, K+, Cl-, GABA and
acytcoline using quantitative real time polymerase chain reaction (RT-PCR).
Result(s): We have statistically significant the higher expression of CACNA1B,
CACNAI1H, TRPC1, TRPC3, CHRNA3, CHRNA5, CHRNAB4 genes in
oligospermic patients, CACNA1H, TRPC3 and CHRNAS5 genes in the
astenozoospermic group, TRPC1, CHRNA3, CHRNA5 and CHRNB4 in the
teratospermic group, CACNA1E, CACNA1H, CHRNA3, CHRNA5, CHRNAJY,
CLCN3, TRPC3 and TRPC6 genes in oligoasthenoteratozoospermic group than
control subjects. The statistically significantly lower expression was found

CACNA1B, CACNA1G and CLCN3 genes in the astenospermic men and



CACNAILG, CLNS1A, KCNA5 and KCNElgenes in teratospermic men
compared with normozoospermic men.

Conclusion(s): These results unambiguously accomplish an important role of ion
channels in human sperm phsiology. Changes in ion flux caused of the
upregulation or downregulation of ion channel expressions may be provide the
possible contributies the male infertility by effecting the fundamental transduction
elements in cell signaling involving in the regulation of sperm physiology at many

different levels.

Key Words: male infertility, ion channel, RT-PCR, acrosome reaction, cell

volume regulation in sperm, motility



3. GIRIS

Bir yil siireyle diizenli ve korunmasiz cinsel iliskiye ragmen ¢ocuk sahibi
olamama olarak tanimlanan infertilite, ciftlerin yaklasik %15’ini etkilemekte olup
erkeklerde ejakulasyon bozuklugu ile sperm kalite ve kantite bozukluklarina
baghdir. Erkek faktorlii infertilite vakalariin hemen hemen yaris1 azospermi,
oligospermi gibi anormal spermatogenezle iliskilidir (1). Infertilitede sperm
morfolojisi (1s1tk ve elektron mikroskopi kullanilarak), sperm fonksiyonu
(hareketliligi, akrozom reaksiyonu, sperm zona pellucida etkilesimi, oksidatif
stres) ve niikleus degerlendirmesi (kromatin yogunlagsmasi, DNA fragmantasyonu,
anoOploidi) gibi anlanlar temel inceleme alanlaridir (2).

Sperm fertilizasyon siirecinde ilk olarak cesitli iyon konsantrasyonu,
osmatik basing ve pH ile degisebilen bir mikrogevre olan kadin iireme sistemine
girer ve bu siirecte gergeklesen sperm kapasitasyonu, akrozom reaksiyonu ve
fertilizasyon siirecleri iyon kanallarinin normal fonksiyonuna dayanan siireglerdir.
Iyon kanal aktiviteleri; sperm fizyolojisi ve aktivitesi iistiinde dnemli &lgiide
belirleyici oldugundan infertilite ve dogum kontrolii i¢in kullanilabilecegi fikri
olusmustur (3).

Memeli sperm heterojenitesi genel olarak morfoloji, motilite, niikleer
farklilasma, kapasitasyon ve reseptor durumu gibi birgok seviyede tanimlanabilir
(4). Spermiyogram testi sonucu spermlerin dollenme sinirinin altinda olmasi
(sperm konsantrasyonu 20 mil/ml den az) izole oligozoospermi, spermlerin
hareket edememesi veya normalden daha diisiik hareket etmesi (ileri progresyonu
3. ve 4. derecede olan spermleri %50’den az) izole astenozoospermi, (normal

yapidaki spermleri %50°den az) sperma igerisinde sekil bozuklugu gdsteren



spermatozoonlarin ~ bulunusu  teratozoospermi  ve  sperma  ig¢indeki
spermatozoonlarin miktar, bi¢im ve hareket bakimindan normal olusu
normozoospermi olarak tanimlanmaktadir. Ayrica anormal spermatogenez sonucu
olusan oligo-asteno-teratozoospermi (OAT) az sperm sayisi, az hareketlilik ve
biiyiik miktarda anormal sperm olarak tanimlanmaktadir (5).

Insan erkek infertilitesinin molekiiler temeli hakkinda hala anlasilmamis
pek ¢ok sey vardir. Literatiirde infertil hastalarda iyon kanal ekspresyonlarinin
arastirildigi ¢calismaya rastlanmamistir. Caligmamizda oligoastenoteratozospermi,
izole astenozoospermi, izole oligozoospermi ve izole teratozoospermi infertil
erkeklerde Ca,2.2 (CACNA1B), Ca/l.2 (CACNALC), Ca,2.3 (CACNALIE),
Ca 3.1 (CACNA1G), Ca,3.2 (CACNAL1H), Ca,3.3 (CACNALI), TRPC1, TRPC3,
TRPC4, TRPC6, TRPV6, IPsR, oaGABAAR, nAChR(03), nAChR(a5),
NAChR(a7), nAChR(09), nAChR(B4), KCNE1, KCNA5 (K,1.5), KCNK5
(K2p5.1), CLCN3, CLNSI1A iyon kanal ekspresyonlarinin normal sperm sayisina

sahip fertil bireylerle karsilastirilarak arastirilmasi amaglanmustir.



4. GENEL BILGILER

4.1. infertilite

Ureme cagindaki ciftlerin gebelik elde etme kapasitesi fertilite; bu
giftlerin istemelerine ve bir yil korunmasiz cinsel yasama ragmen c¢ocuk sahibi
olamamalar1 ise infertilite olarak tanimlanmaktadir. Literatiirde fertilite; hig
gebelik  olmamissa primer infertilite, canli dogum gerceklessin  veya
gerceklesmesin, en az bir gebelik olugsmussa sekonder infertilite olarak
gruplandirilir (6,7).

Ciftlerin yaklasik %15°1 infertiliteden miizdaripken tiim infertil ¢iftlerin
yaklasik %30-40’1inda erkek, %40-50’sinde kadin faktori tespit edilmigtir. Ayni
zamanda %?20-25 ciftte hem erkek hem de kadindan kaynaklanan sorunlar birlikte
gozlenmektedir. Infertil ¢iftlerin %15’inde ise tiim tanisal tetkiklere ragmen
belirgin bir infertilite nedeni tanimlanamamastir (7).

Infertilite; kadin, erkek ya da her ikisine ait nedenlerle meydana
gelebilirken gebeligin olusmasi ve normal bir sekilde devam edebilmesi igin
asagidaki temel basamaklarin bir arada ve eksiksiz olmasi gereklidir.

a- Normal bir spermatogenez, ejakulasyon ve koital fonksiyon siireci
gecirmis olan fertil spermlerin yeterli miktarda vajinaya birakilmasi
gerekmektedir.

b- Bu spermlerin servikal mukusa tutunmasinin akabinde servikal kanali
gecmesi gereklidir.

c- Yumurta ile spermin birlesmesinde mekanik bir engel bulunmamaldir,

yani tuba uterinalarin kapali olmamasi gerekmektedir.



a- Spermin yani sira yumurta da fertil 6zellikte olmalidir; bunun i¢in saglikli
yapida yumurta iceren overler ve follikiilogenez i¢in normal hormanal diizeye
ihtiyag vardir.

b- Sperm ovumu délleyebilmelidir. Burada immiinolojik mekanizmalarin
belirleyici oldugu diistiniilmektedir.

c- Saglikli bir endometrium yapisi, hormonal ve immiin denge varliginda
dollenmis yumurta uterusa gelerek implante olur.

d- Embriyonun gebelik siiresince gelisimini normal bir sekilde devam
ettirebilmesi igin uygun bir endometrium ve uterus kavitesi gerekmektedir.

Tiim kosullarin normal seyretmesine ragmen, endometriyozis veya heniiz

aciklanamayan bazi nedenlerden dolay: gebelik gerceklesmeyebilir (8).

4.2. Erkek Infertilitesinde Etyoloji

%15 olarak belirlenen infertilite insidanst son yillarda giderek
artmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan yiiriitiilen ve infertilite
nedenlerinin arastirildigi 7273 evli infertil ¢ifti iceren bir ¢alisma sonucunda
infertilitenin %41 kadin, %24 erkek ve %24 hem kadin hemde erkek kaynakli
oldugu tespit edilirken %]11’inde ise herhangi bir neden belirlenememistir (9).

Bu sonuglara dayanarak infertil ciftlerin yaklasik %48’inde erkek
faktoriiniin rol oynadigi sdylenebilir. DSO tarafindan belirlenen erkek faktorlii
etyolojik gruplar; seksiiel/ejakiilatuar disfonksiyon, immiinolojik nedenler,
aksesuar bezlerin infeksiyonu, izole seminal plazma anormallikleri, nedeni
belirlenememis grup, iatrojenik nedenler, sistemik nedenler, akkiz testikiiler hasar,

konjenital anomaliler, varikosel, endokrin nedenler, idiopatik oligozoospermi,



idiopatik teratozoospermi, obstriiktif kriptozoospermi, obstriiktif azoospermi ve
idiopatik azoospermi seklindedir (9,10).

Sperm analizine gore erkek infertilite etyolojisi ise soOyle
siniflandirilmaktadir;

1. Aspermi; retrograd ejakulasyon, psikojenik bozukluklar, vaskiiler
nedenler, ereksiyon bozukluklari, hormonal nedenler

2. Hipospermi; Travma ve timorleri, androjen eksikligi, prostat, vas
deferensin ve seminal vezikiiller enfeksiyonu, kanal tikanikliklari,
retrograd ejakulasyon, emisyon bozuklugu

3. Hiperspermi; Koit araliklarinda uzama, seminal vezikiiller ve prostatin
infeksiyonu

4. Ejakulat koagulasyon bozuklugu; Vezikiila seminalis patolojileri

5. Ejakulat likefaksiyon bozuklugu; Bulboiiretral endokrin ve prostat
patolojileri

6. Azoospermi; Genetik ve hormonal nedenler, germinal aplazi, bilateral
vas deferansin yoklugu, vas deferens ve ejakulator kanallarda tikaniklik

7. Oligozoospermi; Idiopatik, sistemik ve genital infeksiyonlar,
kromozomal nedenler, inmemis testis, sistemik kronik hastaliklar, ilaglar,
koit sikligi, genital enfeksiyonlar,

8. Astenozoospermi; Antisperm antikor varligi, genital infeksiyonlar,
Kartagener Sendromu, varikosel, 1s1, toksik maddelerle temas, genetik
nedenler, ilaglar, epididim fonksiyon bozukluklari, androjen yetersizligi,
prostat ve seminal vezikiil fonksiyon bozukluklari, koit sikliginda azalma,

ejakiilat vizkozite bozukluklari,



9. Teratozoospermi;  Kromozomal nedenler, seminal kanallarda
deformasyon, toksik maddelerle temas, emisyon bozuklugu, epididim
enfeksiyonu

10. Nekrozoospermi; Idiopatik, toksik maddelerle temas, koit sikliginda
azalma, Kartagener Sendromu (11).

Hem kadinlarda hemde erkeklerde artan yasin etkisiyle fertilite azalirken,
bu etki kadinlarda daha belirgindir. Erkek fertilitesindeki belirgin azalma yaklagik
50 yasindan 6nce goriilmemesine ragmen semen parametrelerindeki bozulmalar
35 yasindan sonra saptanabilmektedir. Kadinlarda ise fertilite erken 20’li

yaslardan ge¢ 30’1u yaslara kadar yaklasik %50 azalmaktadir (12).

4.3.Erkek Ureme Sistemi

Semen analizlerinin  degerlendirilebilmesi ve infertilite nedeninin
belirlenebilmesi i¢in; semen {liretiminin gerceklestigi erkek iireme sisteminin

yapisinin Ve fonksiyonlarinin iyice bilinmesi gerekmektedir.

4.3.1.Yapisi ve Fonksiyonlari

Sperm {iretimi ve taginmasindan sorumlu olan erkek iireme sistemi dort farkli
yapidan olusmaktadir. Bunlar ekzokrin ve endokrin salgilama fonksiyonlarindan
dolay1 karistk bez oOzelligine sahip olan gonadlar (testis), genital bosaltim
kanallarn (duktus efferentes, duktus epididimis, duktus deferens, duktus
ejakiilatorius, liretra), bosaltim yollarina agilan aksesuar genital bezler (vezikiila

seminfalis, prostat, bulbo-iiretral bezler ve tiretral bezler) ve penis’tir (13).
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cavernosum
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Duktus deferens

Tunika vaginalis Testis Epididimis

Sekil 1. Erkek genital sistemi olusturan organlarin sematik ¢izimi (14).

4.3.1.1.Testisler (Gonadlar)

Yan kisimlari yassilagsmis, 2,5 cm genislikte, 4-5 cm uzunlukta, 3 cm
kalinlikta ve 10-15 gram agirligindaki testisler sperm ve testosteron iiretimden
sorumlu esas erkek tireme organidir (15). Ortalama 20 ml olan testikiiler hacimle
luteinizan hormon (LH), folikiil stimiilan hormon (FSH) ve prolaktin arasinda
dogrusal bir korelasyon belirlenmistir (16). Testisin glandiiler dokusu seminifer
tibillerden olusup, bir insana ait testisteki seminifer tiibiiller toplamda 250 metre
uzunlugundadir (17). Seminifer tiibiiller testisin ekzokrin kismin1i meydana
getirirler ve salgilama bigimi aktif holokrin olup salgilama materyali canli hiicre
spermiumdur. Lobiiliin tepesine dogru kivrimlarini kaybeden seminifer tubuller,
tubuli  rektilerle devam eder. Bunlar ise mediastinumda birbirleriyle

anastomozlagarak rete testis denilen bir sistemi olustururlar. Sonrasinda seminifer
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tubullerin icerigi rete testis kanallarina aktarilir. Bu nedenle rete testiste
olusabilecek herhangi bir bozukluk infertiliteye neden olabilir (18).

Aorttan ¢ikan arteria testikiilaris testisleri besler. Oldukc¢a zengin bir
kollateral aga sahip olan testis ve epididimisin venleri pleksus pampiniformis’i
olusturur. Testisin vendz yapilarinin varikéz hal almasma varikosel denir.
Kansizliga olduk¢a duyarli olan testisler; testikiiler arterin kesilmesi, baglanmasi
veya torsiyone olmasiyla hasara ugrayarak infetiliteye neden olabilir (19).

Testisin innervasyonu icin sempatik ve parasempatik lifler pleksus
coliakustan arteria testikiilaris ¢evresinde bulunan pleksus testikiilaris ile gelirler.
Bu sinirler bezlerin calismasini diizenler. Ereksiyon parasempatik kaynakli

uyarilarla olusur (18).
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Sekil 2. Testisin Yapisi (14).

-Sertoli Hiicreleri: Bazal lamina {izerinde oturan ve seminifer epitelin tiim
tabakasinda yer alan piramidal hiicreler olan sertoli hiicreleri; germ hiicreleri
arasinda olduk¢a diizenli yerlesmislerdir. Testis sitoplazmasinin {ist yiizeyinde
spermiumlarin  yerlesmesine imkan saglayacak girintiler mevcutken, yan
uzantilarla spermatogonium ve spermatositler arasina uzanti yapmustir.
Spermatogoniumlar ve sertoli hiicreleri bazal laminaya oturmus Vvaziyettedir.

Aralarinda yer alan zonula okludenslerin sayesinde ekstratiibiiler bosluktan
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limene makromolekiillerin gegisi engellenir ve bu yolla germ hiicrelerin
proteinlerine karsi antikor iiretilmesi engellenmis olur. Peritiibiiler doku ve sertoli
hiicrelerinin bir araya gelmesiyle olusan bu yap1 kan-testis bariyeri olarak
isimlendirilmektedir.

Gelisen germ hiicrelerine; Sertoli hiicreleri mekanik destek saglarlar ve bu
hiicrelerin otoimmiin reaksiyonlardan korunmasina ve beslenmesine yardim
ederler. Sertoli hiicreleri 1s1ya, iyonize radyasyona ve toksik ajanlara kars1 oldukga
yiiksek bir dirence sahiptirler.

-interstisyum: Areolar bag dokusu, seminifer tiibiillerin arasini
doldurmaktadir ve kan damarlar1 etrafinda tek tek ya da gruplar seklinde testise
0zgli olan 15-20 um ¢apinda Leydig hiicreleri yer almaktadir. Plasental kdkenli
gonadotropinlerin aktivitesiyle, leyding hiicreleri fotal yasamin 4-5. ayinda tam
anlamiyla gelismektedir. Dogumun ardindan atrofiye olurlar ve pubertede LH
indiiklemesiyle ag¢iga ¢ikmaya Dbaslarlar. Sertoli ve Leydig hiicreleri
radyorezistanken germinal hiicreler rontgen 1sinlarina kars1 asir1 derecede
hassastir.

-Spermatogenik Hiicreler: Liimen ve bazal lamina arasinda yer alan
sertoli hiicreleri, dort-sekiz katl sekilde siralanan hiicre serileridir ve bu hiicreler

cogalarak ve sekil yoniinden farklilasarak olgun spermiumlart meydana getirirler.

4.3.1.1.1.Testisin Endokrin Fonksiyonu

Testislerde seminifer tiibiilliler arasinda lokalize olan leydig hiicreleri
testosteron tretiminden sorumludur ve testosteron lokal etkide bulunarak
seminifer tiibiillilerin sperm iretmesini aktive etmektir. Bu demektir ki,

testosteronun yoklugunda spermatogenez meydana gelmez. Ayrica testosteron
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erkeklerde birincil ve ikincil seks Kkarakterlerinin gelisimine de Kkatki
saglamaktadir. Testislerin endokrin fonksiyonu yasliliga kadar devam eder ve
hormon sekresyonu siireklidir. Yaslanmayla beraber leydig hiicre miktar1 ve
bununla baglantili olarak androjenik fonksiyonu yavas yavas azalmaktadir.

Hipofiz 6n lob hiicrelerinin salgiladigi LH tarafindan leydig hiicrelerinin
testosteron salgilamas: kontrol edilirken, 6n hipofizin salgiladigr diger bir
gonadotropin olan FSH; sertoli hiicrelerini etkileyerek spermatogenezi kontrol
etmektedir.

Hipotalamohipofizer sistem ile testis arasinda etkili olan bir negatif geri
besleme kontrol mekanizmasi bulunmaktadir. Testosteron diizeyindeki arts,
hipotalamusun gonadotropin serbestlestirici hormon (GnRH)'unu engellemektedir
ve boylece 6n hipofizden LH ve FSH sekresyonunu azaltmaktadir. Ayrica 6n
hipofizde LH salgilayan hiicreler testosteron sayesinde direkt olarak da inhibe
edebilmektedir. Bunlara ek olarak, sertoli hiicreleri 6n hipofizi ve hipotalamusu
etkilemek suretiyle, FSH salgilanmasini inhibe edebilen inhibin adinda bir

glikoprotein salgilamaktadir (16).

4.3.1.1.2.Testisin Ekzokrin Fonksiyonu

Temel treme islevi olarak erkeklerde testislerden sperm iretilmektedir.
Seminifer tiibiillerde yer alan germinal hiicrelerden spermatozoidler meydana
gelmektedir ve bu hiicreler pubertede olgunlagmaktadir.

Testislerin skrotumda bulunmasiyla normal spermatogenez gergeklesir
(20). Yaslanma spermatogenezin sonlanmasinda kaginilmaz bir faktor degildir,

¢linkii 80-100 yasinda bireylerde de spermatozoidler bulunabilir (21). Ancak yash
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bireylerdeki spermatozoidler genclerle kiyaslandiginda kalite ve kantite
bakimindan farklidir.

Spermatogoniumdan spermiumun olusumuna kadar iki asama bulunmaktadir:

a- Spermatogoniumdan c¢ogalma ve farklilasma sonucu spermatidlerin
olusmasina spermatositogenezis denir.

b- Sekil degistirereck spermatidden spermiumun olustugu evre ise
spermiogenezis olarak isimlendirilmektedir.

a- Spermatositogenezis

Ergenlikte hipotalamus tarafindan salgilanan hormonlarin etkisiyle, hipofiz
on lobundan gonadotropik hormonlar olan FSH ve LH salgilanmaya baslar.
Ergenlikle beraber bu hormonlarin uyarimiyla, kordlarin i¢indeki kati yapi
bosalarak seminifer tiibiilleri olusturur ve bununla es zamanli olarak ergenlige
kadar kendini aynm1 sekilde muhafaza eden primordial iireme hiicreleri de
spermatogoniumlara farklilasirlar (22).

Spermatogoniumlar: spermatogonialar kromatinlerinin koyulu agikli
boyanmasindan dolayr koyu tip A, soluk tip A ve tip B olmak iizere
gruplandirilmistir. Kok hiicre benzeri bir fonksiyona sahip olan Tip A
spermatogonia hiicreleri kendilerinden daha biiyiik olan tip B hiicrelerini meydana
getirirler. Yani Tip A hiicreleri mitozla ¢ogalmaktadir ve olusan hiicrelerin %50’si
tip A olarak siirece devam ederken %50’side Tip B hiicrelerine doniismektedir.
Olusan Tip B hiicrelerinin mitoz boliinme gegirmesiyle de primer spermatositler
meydana gelmektedir.

Primer Spermatosit (Spermatosit 1) : Liimene daha yakin bir sekilde

lokalize olan primer spermatositler, ayn1 zamanda spermatogoniumlara komsudur.
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Bu hiicreler meydana gelir gelmez 1. mayoz boliinmenin profaz evresine girerler
ve bu evrenin siiresi uzun oldugundan dolay1 goriilen hiicrelerin gogu spermatosit
I' dir. Bu evredeki hiicreler diploid kromozom tasimaktadir ve uzun siiren bir
profaz safthasindan (22 giin) sonra 1. mayotik boliinmeyi tamamlarlar ve iki adet
haploid kromozom sayisina sahip sekonder spermatositi meydana getirirler.
Sekonder spermatosit (Spermatosit 2) : Sitoplazmik kopriilerle birbirine
bagli olan bu hiicreler, akabinde ikinci mayotik boliinmeye girerler ve haploit (23)
kromozom igeren sekonder spermatidleri olustururlar. Bu siire¢ spermatositogenez
olarak isimlendirilir. Iki asamadan olusan mayoz béliinme sonucunda, bir primer
spermatositten haploid kromozom sayisina sahip ikisi 22+X diger ikiside 22+Y

kromozom diizenine sahip olan; dort adet spermatid meydana gelir (23).
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Sekil 3.Seminifer tiibiillerde spermatogenezis (24).

b- Spermiogenezis
Spermatidler; spermiogenezis evresinde sertoli hiicrelerinin sitoplazmasina
gomiilerek morfolojik olarak degismeye baslarlar ve bu siirecin sonunda matiir

erkek germ hiicrelerini olustururlar. Bu farklilasma siireci (spermiogenezis)
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sirastyla golgi fazi, baslik fazi, akrozom fazi ve olgunlasma fazi olmak tizere dort
evreden olusmaktadir.

Golgi Fazi: Spermiogenezde ilk farklilasma spermatidin  golgi
kompleksinde meydana gelmektedir. Soluk boyanan sitoplazmasi ve g¢ekirdege
yakin bir golgi kompleksi i¢eren spermatidlerin, golgi yakinlarinda proakrozom
graniilleri mevcuttur. Bu graniiller biiyiik bir vezikiil seklinde bir araya gelerek;
tek bir graniil olan akrozomik graniilii olustururlar. Cekirdege dogru ilerleyen bu
golgi kokenli akrozomal vezikiil ¢ekirdek dis zarma tutunur.

Bashk Fazi: Akrozomal baglik; bu akrozomal vezikiil zarmin yeniden
sekillenmesiyle olusur ve cekirdek yilizeyinde, ¢ekirdegin 1/2 ya da 2/3’iinii
kaplayacak sekilde biiyliyerek yayilir. Bunun sonucunda akrozom (akrozomal
kep) adini alan ve akrozmal yapilari igerisinde barindiran ¢ekirdegin 6n kismini
tamamen kaplayan bir baslik olusturur.

Akrozom Fazi: Bu fazda spermatid ¢ekirdeginin 6n kutbu seminifer
tiibiillerin tabanina dogru hareket eder ve ¢ekirdek yogunlasir. Akrozom sirasinda
bir ¢ift sentriol ¢ekirdegin arka kutbuna dogru yonelir ve proksimal ve distal
sentriolleri olusturur. Bu yapilar olduk¢a Onemlidir; ¢linkii distal sentriol
spermiumun  flagellumunun merkezindeki aksonemi meydana getirirken,
proksimal sentriol ¢ekirdegin arka kutbundaki derin bir ¢ukura gomiiliir ve
spermium hiicresinin boyun kisminda yer alir. Manset olarak tanimlanan
mikrotiibiiller ¢ekirdek alt kutbuna tutunurlar ve enerji ihtiyacini saglayan
mitokondriler flagellumun fibrilleri arasindan asagiya dogru ilerler (orta parga).

Olgunlasma Fazi: Bu fazda artik olan spermatid sitoplazmasi, lizozom

bakimindan zengin Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir ve spermiogenezis
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sonucunda meydana gelen bu matiir erkek tireme hiicreleri; spermatozoon
(¢ogullu spermatozoa) olarak isimlendirilir. Bu hiicreler morfolojik olarak
olgunken islevsellik bakimindan immatiirdiir. Meydana gelen bu spermatozoa,
seminifer tiibiil limenine girmesinin ardindan, epididime dogru ittirilir ve
baslangicta sperm hareketliligi ¢ok diisiikken, epididimde motilite maksimuma
ulasir (25). Matiir olan spermatidin sertoli hiicresinden ayrilip, tiibiil liimenine
spermatozoon halinde gegcisi; spermiasyon olarak isimlendirilmektedir. Bir
spermatogoniumun olgunlagmasi sonucu spermatozoonu meydana getirme siireci;
ortalama 70 + 4 gilinken, Spermiasyon ve ejakiilata gegis i¢in gereken siire 10-14
giindiir (26).

Spermatozoa

Spermatozoa iki kisimda incelenmektedir. Ik kistm olan bas bolgesi
akrozomal ve postakrozomal olmak iizere iki yapiya ayrilirken, ikinci kismi olan
kuyruk ise boyun, orta kisim, esas kisim ve son kisim olmak iizere dort boliime
ayrilmistir (27).

Onden bakildiginda oval bir yapida goriinen spermium bas1; yandan armut
seklinde goriilmektedir ve ortalama 4-5 um uzunlugunda, 2.5 -3.5 pm
genisligindedir. Spermium c¢ekirdek ve akrozom olmak iizere iki boliimde
incelenir. I¢ ve dis olmak iizere iki membran ile ¢cevrelenmis olan akrozom; kep
seklinde spermium baginin 6n kisminda yer almaktadir ve aslen modifiye olmus
lizozom seklinde tanmimlanabilir. Dollenme igin gereken birgok hidrolazi
barindiran akrozomda bulunan en onemli enzimler ise hiyaliironidaz, akrozin,
noraminidaz, asit fosfataz, arilamidaz, fosfolipaz, esteraz, arilsiilfataz-B,

proakrozin, N-asetil glukozaminidaz, kollajenazdir. D6llenme siirecinde zona

20



pellusiday1 gegmekte 6nemli role sahip olan akrozin; akrolizin araciligiyla aktive
olan proakrozinin ejakulasyon sonrasi halidir ve servikal kanalda bulunan mukus
akigskanliginin azalmasinda da énemli bir role sahiptir. Ciinkii akrozin graniiloza
hiicrelerini ¢evreleyen proteinlerin ayristirtlmasinda etkili olan; tripsin benzeri bir
etkiye sahiptir.

Cekirdek; yogun ve hacim olarak olduke¢a kii¢lilmiis yapidaki kromatin
maddesi ve onu cevreleyen bir g¢ekirdek membranindan meydana gelmistir.
Hacim olarak kii¢tilmesi sperme hareketlilik saglar.

Kuyruk; farkli kalinlik ve tabakalara sahip olmasindan dolayi yaklasik 55
um uzunlugunda olan sperm kuyrugu; boyun, orta parga, esas parca ve son parca
olmak {izere dort kisimdan meydana gelmektedir. Sperm kuyrugu; boyundan
baslayip kuyrugun ug¢ kismina kadar uzanan, merkezinde bir ¢ift santral mikrotbiil
ve onu cevreleyen dokuz cift mikrotiibiilden meydana gelen aksonemi igerir.
Aksonem; kuyruga hareketlilik 6zelligi kazandirirken, kalin ve koyu yapidaki dis
fibrilleri ise hiicreye diklik saglamaktadir (28). Kuyrugun basa yakin kisminda;
aksonemi c¢evreleyen helikal yapida siralanan ve enerji i¢in gerekli olan
mitokondriler mevcutken, arka kisimda kuyrugun iskeletini olusturan fibroz bir
kilifla sarilmis yogun fibriller bulunmaktadir.

Boyun; proksimal sentriol ve segmentli kolonlardan olusan bir baglanti
parcasindan meydana gelen ve yaklasik 0,3 um uzunlugundaki yapidir.

Orta parca; aksonem, aksonemi ¢evreleyen fibriller ve bu yapilar1 saran
helikal yapida siralanan mitokondrion tabakasindan olusmakta olup, yaklasik
olarak 1 um ¢apinda ve 7 pm uzunlugundadir. Spermin motilitesi i¢in gerekli olan

enerjiyi saglayan mitokondrial heliks 10-14 defa aksonemi gevreler.
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Esas parca; 0,5 um capinda ve 40 pum uzunluguyla spermatozoanin en
biiyiik kism1 olup, spermin hareketli olan kismidir. Bu parga; aksonem, aksonemi
cevreleyen kalin dis fibril yapi, bunu saran fibroz katman ve en distaki plazma
membranindan meydana gelmektedir. Kuyrugun sonlanmasina 5-7 pum kala fibroz
katman ve fibriller yap1 sona erer ve tipik bir flagellum yapis1 gosteren bu kisim,

son parga (end piece) olarak isimlendirilir.

Sperm bagi

Sekil 4. Matiir spermin sematik gériiniimii (29).

4.3.1.2.Genital Bosaltma Kanallar
Tiibiilli rekti (diiz tiibuller), duktuli efferentesler ve rete testis; testis i¢i
bosaltim kanallaridir. Testislerden penise kadar uzanan aksesuar kanallar iginde;

duktus epididimis, duktus ejakiilatorius, duktus deferens ve iiretra bulunur.

4.3.1.2.1.Duktus Epididimis
Tek bir kanal halinde goriinen duktus epididimis; 8-15 adet efferent

duktusun birlesimiyle olusur. 4 cm goriinen fakat agilip diiz hale getirildiginde; 6
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m uzunluguna erisen epididimisler, testisin list kutbunda ve arka kenarinda kendi
lizerine yumaklar yapmaktadir. Spermatozoanin taginmasi, depolanmasi ve

maturasyonu gibi fonksiyonlara sahiptir.

4.3.1.2.2.Duktus Deferens

Liimen ¢ap1 0,3-0,5 mm olup, 2-3 mm kalinliginda ve yaklasik 35 cm
uzunlugunda; kalin muskiiler duvara sahip tiibiiller bir yapidadir. Mesane ile
rektum arasindadir ve prostat yakinlarinda genisleyerek, ampulla denen kismi
olusturur. Vezikiila seminalisten gelen her biri yaklasik 2 cm uzunlukta olan,
ejakiilator kanal ¢iftleri birleserek; ejakiilatér duktus adini alir ve bu kanal prostata
penetre olarak prostatik tiretraya agilir. Fonksiyonlari emilim, sekresyon ve sperm
tasinmasidir, mukozal hiicreleri glikoprotein sentezleme ve salgilama 6zelligine

sahipken, bu alan ejakiilasyon 6ncesinde spermin biriktirildigi yerdir.

4.3.1.3.Aksesuar Genital Bezler
4.3.1.3.1. Seminal Vezikiiller

Duktus ejakiilatorius ile prostata penetre olup prostat ve mesanenin arka
yiizeyinde yer alan ve rektuma komsu olan seminal vezikiiller; ortalama 10-15 cm
uzunlukta, 5 cm boyunda ve 2-2.5 cm eninde cep seklinde keselerdir. Sekresyonda
ve sperm motilitesinde etkin rol oynar. Temel fonksiyonu salgi yapmaktir ve
salgist; yiiksek miktarda su, spermatozoidler igin enerji kaynagi olan fruktoz,
vitamin C ve prostaglandinler bulduran bazik bir sividir. Bu salginin temel islevi;
sperm hareketliligini direkt uyarmaktir. Spermatozoidler bu salgiyla ve fruktozla

karsilasinca daha da aktiflesirler.
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2.3.1.3.2. Prostat

Mesane boynundan baslayarak, arka iiretray1 ¢evreleyen prostat;
fibromiiskiiler kapsiil ve tubulo-alveoler 6zellik sergileyen, glandiiler bir yapidan
olusmustur. 4x3x2cm boyutlarindadir ve kestane sekilinde bir genital bezdir.
Seminal vezikiil iceriginin salgilanmasindan 6nce; androjenik aktivite ile ilgili
sekret prostatta salgilanir ve 25 ana kanal ile iiretraya dokilir. Bu arada
parasempatik uyarim; sekresyonu arttirir. Prostatik salgilar; spermin motilitesine
yardimer olur ve vajinal asiditeyi notralize eder. Asit fosfataz, prostatin
karakteristik sekresyonudur ve prostat sekreti ig¢inde; prostatik antibakteriyel
faktor, ¢inko, sitrik asit, spermin, fruktoz, lipid, semin, likefikasyonda ve
koagiilasyonda etkili olan proteolitik enzimler, sodyum, immiinglobulinler, Klor
ve bikarbonat bulunmaktadir. Ejakiilat volumiiniin % 15-30'nu olusturan ve alkali
ozellikte olan prostat sekresyonu; siirekli olmakla beraber, kisa araliklarla iiretraya
dokdliir. Sperm motilitesi ile ilgili degerlendirecek olursak; prostat sekreti sperm
volumii ve akigkanligini kolaylastirdigindan dolayi, fertilite {izerinde de onemli

etkilere sahiptir (30).

4.3.1.3.3. Bulbo-iiretral Bezler (Cowper Bezleri)

Bulbusa girmis, her iki tarafta da bulunan bezelye biiyiikliigiindeki bu
yuvarlak bezler; sadece ejakiilasyon sirasinda iiretraya salgi verirler. Bulboiiretral
bezler; erotik uyarilma ile iiretra igerisine berrak, mukus benzeri, yogun, alkali bir

s1vi salgilamaya baglar ve bu sayede idrarin asiditesi etkisizlestirilmis olur.
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4.4.Semen ve Semeni Olusturan Sekresyonlar
4.4.1.Semenin Genel Ozellikleri

Semen (ejakiilat) sivisi; seminal keseler, epididim, prostat, vas deferens,
Cowper bezleri ve iiretral bezlerden salgilanan g¢esitli molekiillerin bir karigimidir.
Normal semende ana hiicre tipi; spermatozoalardir ve bu hiicreler ejakiilasyona
kadar vas deferensin ampullasinda, epididimin kaudasinda ve vas deferenste
bulunurlar. Seminal kese salgilart (% 46-80); semen hacminin % 60 kadarim
olustur ve seminal sivi yogun, notral veya hafif alkali yapida olup genellikle
icerigindeki flavinden dolay: sar1 renktedir. Icerigindeki flavin maddesi sayesinde
semen UV 1s1ginda floresans 6zellige sahiptir (31). Prostat salgisi semen hacminin
% 20'sini olusturur (% 13-33). Siit benzeri bir s1v1 olup; sitrik asit, asit fosfataz ve
proteolitik enzimler bakimindan zengindir. Proteolitik enzimler; koagiile semenin
stvilagmasini saglarlar. Prostat sivisindaki pihtilasma enzimi; vezikiila seminalis
stvisindaki  fibrinojenin, diisiik miktarda pihtilasmasina sebep olurken bu
pihtilagma; prostat salgisinda bulunan fibrinolizinin etkisiyle 15-20 dakika
icerisinde c¢oziilir. Ejakiilasyonu izleyen ilk dakikalarda sperm; muhtemelen
koagiilimiin viskozitesi nedeniyle nispeten hareketsiz kalir, fakat bu pihtinin
¢oziilmesinden sonra spermin hareket yetenegi hemen artar. Prostat salgisi;
semene siite benzer bir goriinim kazandirirken, vezikiila seminalislerden ve
mukoz bezlerden gelen sivilar ise semene mukoid kivamini saglar. Geriye kalan
sekresyonlar semenin ancak % 10-15 kadar bir kismin1 olusturur. Ayrica epididim
sekresyonunda fertilizasyon basamaklarinda 6nemli rol oynayan proteinler

bulunmaktadir (32).
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Spermatozoalar1 ¢ikardigimizda; semende geriye kalan kistm seminal
plazma olarak isimlendirilir ve spermatozoa’nin beslenmesi i¢in gerekli olan
besin maddelerini igermektedir. Seminal plazma; degisik lipidler, kiigiik
molekiillii organik elementler (askorbik asit, ATP, sitrik asit, fruktoz vb.), azottan
zengin kiiclik molekiiller (amonyak, kreatin, histamin, flavin, iire, vb.) ve
inorganik elementler (Ca, CI, Fe, Mg, P, Na, K, SO, Zn, vb.) ’in yani sira, degisik
aminositler ve Ig A, E, G ve M, FSH, LH, antitiripsin, glikoprotein, insulin,
inhibin, kininojen, prolaktin, steroid baglayic1 proteinler, relaksin ve kan grubu

antijenlerini de ihtiva etmektedir (33).

4.4.2.Semeni Olusturan Sekresyonlar
Sekstiel uyarim sirasinda semeni meydana getiren sekresyonlarin her biri,

birbirinden bagimsiz bir sekilde iiretraya akitilir.

1-Testis Sekresyonlari: Rete testis sivisi, androjen baglayan protein ve
androjenler yoniinden zengin olan testis sekresyonu; semenin ¢ok az bir miktarini
olusturmasma ragmen, spermatozoonlari barindirmasi nedeniyle son derece
onemlidir.

2-Epididim Sekresyonlari: epididimden semene, spermatozoonun fonksiyonu
tizerinde oldukga biiyiik etkilere sahip olan kimyasal maddeler eklenir ve bu
maddelerin en Onemlileri inositol, karnitin, lipidler ve fosfolipidlerdir. Yapilan
caligmalarda karnitin diizeyi ile sperm sayist ve motilitesi arasinda pozitif bir
iliski belirlenmistir ve ayn1 zamanda semendeki karnitin miktari; spermlerin
fertilizasyon yetenegini degerlendirmede baz alinan parametrelerden biridir.
Yapilan deneylerde; epididim basindan alinan spermler, ovumu doélleyebilecek

yetenekte degilken, epididim kuyrugundan alinan spermlerin yumurtay1
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dolleyebilmesi; spermlerin ddlleme yetenegini epididimde kazandiklar1 fikrini
dogrulamaktadir. Spermatozoa epididimde ©nemli Olgiide farklilagmaya
ugradigindan, epididime ait patolojiler; spermlerin karakter ve fonksiyonlarinda
biiyiik degisikliklere neden olmaktadir (34).

3-Seminal Vezikiil Sekresyonlari: Testosteronun uyardigi seminal vezikiil
sekresyonlari; sperm motilitesi tizerinde olduk¢a 6nemli bir etkiye sahiptir. Bezin
fonksiyonu bakteriyel ve benzeri infeksiyonlar sonucu azalir ve astenozoospermi
ile bu azalma arasinda giiglii bir iligki tespit edilmistir. Yapilan deneyler sonucu;
bikarbonat, prolaktin veya prostaglandinler gibi maddelerin semene eklenmesi ile
motilitenin arttig1 belirlenmistir (35). Bu maddelerden seminal vezikiil kaynakli
olan prostaglandinlerin (PG); semende 15 ayri tipi belirlenmistir ve bunlar A, B, E
ve F olmak tizere dort farkli grupta smiflandirilmistir. Prostaglandinler infertil
bireylerle kiyaslandiginda; fertil kisilerin seminal sivisinda daha yiiksek miktarda
(toplam 1 mg) bulunmaktadir. Vezikiila seminalisden salgilanan vezikiilaz;
fibrinojene benzer bir maddedir ve semenin yogunlagsmasini saglamaktadir.

4-Prostat Sekresyonlari: Prostat sekresyonun igerdigi ¢ok sayida enzim;
semenin pihtilasmas1  ve likefaksiyonunda rol oynamaktadir. Prostat
sekresyonlarindaki spermin; bakteriyostatik bir amindir ve spermatozoanin fosfat
kristallerini meydana getirir (36). Ayrica prostat sivisinda; yiiksek oranda
kalsiyum sitrat, asit fosfataz ve ¢inko bulunmaktadir (37).

5-Bulboiiretral ve Uretral Bez Sekresyonlari: Bulboiiretral bez sekresyonlart,
tiretral bez sekresyonlariyla benzerlik gostermektedir ve mukoproteinlerden
zengin salgilar liretranin 1slanmasini saglamaktadir. Patolojik kosullarda goriilen;

eritrosit, makrofaj, 16kosit, epitel hiicreler, sertoli ve prostatik hiicreler semendeki

27



spermatozoa disindaki hiicresel elemanlardir (38). Semenin fizikokimyasal
Ozelliklerine ek olarak seminal sivi; igerikleri spermatozoonlarin doélleme
yetenegini ve aktivitesini de belirgin olarak degistirebilir. Bu nedenle infertil
bireylerde semen analiziyle beraber tiim bezlerin sekresyonlar1 da incelenmelidir

(39).

4.5. Erkek Kisirhi@inin Nedenleri

Erkek infertilitesi li¢ ana gruba ayrilabilir:

4.5.1. Non-Obstriiktif infertilite (Yiizde 60)

Testisler tarafindan yetersiz sperm liretimi gergeklesir.

4.5.1.1. Hormonal Bozukluklar

Idiopatik hipogonadotropik hipogonadizme; folikiil uyarict hormon (FSH)
ve luteinizan hormonun (LH) eksikligi neden olur. Baslica konjenital tipi erkek
dogumlarm her 10 000’inin birinde goriilen ve gonadotropin salgilatict hormonda
eksiklige neden olan Kallmann sendromudur. Beyin tiimdrleri, bas yaralanmalari
ve 151n tedavisi de infertiliteye yol agan hormon anormalliklerine neden olabilir.
Tiroid bezi bozukluklar1 gibi, diger hormonal anormalliklerinde de yiiksek
prolaktin seviyesi ve diisiik testesteron seviyesi sperm tiretimini bozar.

Konjenital idiopatik hipogonadotropik hipogonadizm; seksiiel infantilizm,
onikoidizm ve bazende anozmiye neden olan; izole gonadotropin eksikligi ile
karakterize klinik durumdur. Ilave olarak, ¢ogu hastada; orta hat yiiz defektleri,
renk korliigi, isitme problemleri, renal malformasyonlar ve kriptorsidizm bulunur.
Hipogonadizmin altinda yatan neden GnRH salinimindaki defekttir (40). Bazi
erkeklerde; gonadotropin alt {initesinde mutasyon sonucu hipogonadotropik

hipogonadizm goriiliir. Yapilan bir ¢alismada FSH beta geni; promoter bolgesinde
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meydana gelen tek niikleotid polimorfizmi, serum FSH konsantrasyonu ve
reprodiiktif parametrelerle iliskili bulunmustur. Bu erkeklerde daha kiiciik testis
volumii, daha diisiik sperm konsantrasyonu ve FSH diizeyi saptanmustir (41,42).

Gonadotropin sekresyonunda anormallige yol agan diger genetik nedenler;
Laurence-Moon-Biedl sendromu, Prader-Willi sendromu, Lowe (Okiiloserebral
distrofi) sendromu ve Familyal Serebellar Ataksi sendromunu igeren multiorgan
genetik sendromlardir (43).

Fonksiyonel hipogonadotropik hipogonadizm ve infertilite
hiperprolaktinemi; androjen artisi, Ostrojen artisi ve kortizol artisindan
kaynaklanabilir. Ostrojen artisi; dstrojen tedavisinden veya dstrojen salgilayan bir
testikiiler timorden kaynaklanabilir (44). Androjen artisi; testosteron veya diger
anabolik steroidlerin kullanimina veya konjenital adrenal hiperplazi, testis veya
adrenal bezdeki tiimdre bagli, asir1 androjen tiretimine bagl olabilir (45,46).

Obezite; erkeklerde diisiik serum gonadotropin, total testosteron, serbest
testosteron diizeyleri ve hipogonadotropik hipogonadizm ile iliskilidir. Obezite,
serum SHBG (Sex hormone-binding globulin) diizeyinde azalma ile iliskili olarak
serum total testosteron konsantrasyonun da azalmaya neden olur. (47). Sperm

kalitesi de viicut kitle indeksi ile ters iliskili olabilir (48).

4.5.1.2. Genetik Nedenler

Yapisal ve sayisal kromozom anormalileri, infertil erkeklerin yaklasik
yizde 5’inde bulunmaktadir ve tamamen sperm yoklugu olan erkeklerde
prevalansi artabilir. Genetik anormallikler; Y kromozomu mikrodelesyonlari,
andploidi ve kromozomal translokasyonlar1 igermektedir. Sayisal anormalligin en

yaygin Ornegi, primer hipogonadizmin ve erkek infertilitesinin en sik

29



nedenlerinden biri olan Klinefelter sendromu (47 XXY); 600 canli erkek
dogumun 1’inde ve non-obstriiktif azospermi olan erkeklerin yiizde 10’unda
meydana gelmektedir.

Y kromozomu mikrodelesyonlari; azospermi ve ciddi oligosperminin
genetik nedenlerindendir (49). Infertil erkeklerin %20’si kadarinda Y kromozomu
uzun kolunda mikrodelesyon vardir ve bunlarin ¢ogu azospermik faktér (AZF)
olarak isimlendirilen Yql1 bolgesindedir. AZF bolgesi 3 boliimden olusur: AZFa,
AZFb ve AZFc. AZFa ve AZFb bolgelerinin delesyonu; ciddi spermatogenezis
defekti ve azospermiye neden olur. AZFc Dbolgesinin delesyonu ise
oligospermiden azospermiye degisen fenotipe neden olarak infertiliteye neden
olur (50,51). Y kromozomu delesyonlari sadece idiopatik oligospermi veya
azospermide degil kriptoorsidizm, varikosel, vas deferensin obstriiktif lezyonlar
gibi testikiiler disfonksiyonun belirlenebilir diger nedenleri olan hastalarda da
saptanabilir (52).

Androjen reseptor veya postreseptor anormalilere bagli konjenital androjen
insensitivitesi olan erkekler; nerdeyse her zaman infertildir. Parsiyel androjen
insensitivitesi (Reifenstein Sendromu) olan erkeklerde; ambigus eksternal
genitalya, hipogonadizm ve infertilite gibi degisik derecelerde klinik durum ortaya
cikabilir (53).

Androjen reseptor geni ekzon 1°de; CAG triniikleotid tekrar sayisi
androjen hedef gen transkripsiyonel aktivitesi ile ters iliskilidir. Normal fertil

erkeklerde; kisa CAG tekrar1 yiiksek sperm iiretimi ile iliskilidir (54).

30



Alfa rediiktaz eksikligine sahip erkeklerde ps6dohermafroditizm goriiliir.
Bu hastalarda infertilite; kiigiik fallus, ciddi hipospadias, kriptorsidizm ve zayif
prostatik sekresyon gibi mekanik problemler bagl olabilir (55).

Ostrojenin alfa reseptoriinde inaktivasyona neden olan mutasyonu olan
erkeklerde; sperm sayis1 normaldir ancak sperm motilitesi diisiiktiir (56).

Erkek infertilitesinin nadir goriilen nedenlerinden biri FSH reseptor gen
mutasyonlaridir. Bu hastalarda diisiik sperm sayisi ve serum inhibin B
konsantrasyonu ve yiiksek serum FSH konsantrasyonu vardir (57).

Infertilite tanis1 konmus erkeklerde goriinen genetik bozukluklar, sperm
yapisinda defektlere neden olarak ya da spermin tasinmasini engelleyerek
infertiliteye yol agmaktadir. Bu hastalarda ya azospermi ya da siddetli oligospermi
mevcuttur. Erkek infertilitesi ile iliskili olan dort genetik faktor belirlenmistir:

1. Y-kromozom mikrodelesyonlari; izole spermatogenez defekti meydana
getirir.
2. Kistik fibrozis gen mutasyonlari; konjenital vaz deferens agenezine

(yoklugu) sahiptir.

3. Bazi kromozom anormalileri; testis fonksiyonlarin1 bozmaktadir.
4. Bazi genetik sendromlar; sperm fonksiyonlarmi direkt olarak

etkilemektedir.
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4.5.1.2.1. Sperm Fonsiyonlarin1 Direkt Olarak Etkileyen Genetik Sendromlar

Primer Silier Diskinezi (PCD), Noonan Sendromu, Miyotonik Distrofi ve

Orak Hiicre Anemisi’dir (58-60).

4.5.1.3. Varikosel

Varikosel; skrotumda panpiniform pleksus venlerindeki dilatasyon olarak
tamimlanir. Varikosel; sol spermatik venlerde daha diisiik kan akimina bagh
olarak, sol tarafta saga gore 10 kat daha sik goriiliir (61). Normal erkeklerin % 10-
15’inde varikosel bulunur ve bu oran infertil erkeklerde daha yiiksektir (62). One
siiriilen bir hipoteze gore; bozulmus vendz drenaj, spermatik kordun 1s1
mekanizmasinin ters akimli degisiminin bozulmasina yol agar ve skrotal
sicakligini yiikselterek spermatogenezi bozar. Diger One siirlilen mekanizmalar

ise; testis ve hipoksi gonadotoxinsinin drenajiin bozulmasini igerir (63).

4.5.1.4. inmemis Testisler

Testislerin yiiksek karm igi sicakliklara maruz kalmasi, Sspermatogenezi
bozar; bu nedenle inmemis testisi olan bebeklerde iki yasina kadar orsidopeksi
gerceklestirmek daha iyidir. Kriptoorsidizm; fetal gelisim silirecinde testislerin
skrotuma inmesinde basarisizlik olarak tanimlanir. Bunun sonucunda testis
abdomende, inguinal kanalda veya diger ektopik lokasyonlarda olabilir. Bilateral
veya unilateral kriptorsidizm; spermatogeneziste bozulma ve testikiiler timor
riskinde artis ile iligkilidir. Kriptoorsidizmde goriilen spermatogenez defekti
biiyiik olasilikla gelisimsel anormalilere baglidir (64). Testikiiler inme siireci
androjen bagimlidir ve kriptoorsidizm; testosteron sekresyonu veya

aktivitesindeki konjenital bozukluklarda daha sik goriiliir.
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4.5.1.5. Gonadotoxinlere Maruz Kalmak

Gonadotoxinler; Kimyasallar, uyusturucu maddeler, tiitiin, alkol, bocek
ilaglar1, pestisitler ve agir metalleri igerir. Birgok ilag; spermatogenezde bozulma
veya leydig hiicre disfonksiyonuna neden olarak infertiliteye neden olabilir.
Bunlar arasinda en oOnemlisi siklofosfamid ve klorambusil gibi alkilleyici
ilaglardir. Antiandrojenler de testikiiler androjen iiretimi veya aktivitesini bozarak

testikiiler disfonksiyona neden olabilir (65).

4.5.1.6. Tyatrojenik Nedenler

Bunlar antiandrojenler, steroidler, 1sin tedavisi ve kimyasal tedavi ve
ozellikle hematolojik hastalik icin alkilleyici ajanlari igerir. Iyonize radyasyon
spermatogenezi bozar. Doz 0.015 Gy (15rad) gibi diisik oldugunda
spermatogenezde gegici bir supresyona neden olurken, doz 6 Gy (600 rad)’in

tizerinde, genellikle geri doniisiimsiiz azospermi ve infertiliteye neden olur (66).

4.5.1.7. Orsit

Testislerin iltithaplanmasidir. Viral orsit, 6zellikle kabakulak, infertilitenin
1yl tanimlanmis nedenlerindendir. Kabakulak orsiti prepubertal erkeklerde nadir
goriiliirken, yetiskin erkeklerin %15-20’sinde goriiliir. Bu erkeklerin bazilarinda;
germinal hiicre hasari, iskemi veya infeksiyona immiin cevaba bagli olarak
infertilite goriiliir (67). Gonore ve klamidya gibi seksiiel gecisli hastaliklar da
orsite neden olabilir. HIV (insan immiin yetmezlik viriisii) ile enfekte erkeklerde
normal sperm parametreleri olabildigi gibi, diisiik sperm motilitesi ve infertilite de
olabilir (68). Orsit ayn1 zamanda post-gonokokal ve chlamydial infeksiyonu gibi

artan bir irogenital sistem enfeksiyonunun nedeni olabilir (65).
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4.5.1.8. Testis Torsiyonu

Testikiiler torsiyon alt1 saat iginde diizeltilmezse, bu iskemik nekrozun bir
sonucu olarak testislerde kalici hasar ve kiiglilmeye yol agar. Ayrica, bu durumun
akabinde diger saglikli testisi etkileyen antisperm antikorlarin iretimi

gerceklesebilir (65).

4.5.1.9. Testis Travmasi
Skrotumda gergeklesen kiint travma, intratestikiiler hematom veya testisin
yirtilmasina yol agabilir; bu antisperm antikorlarin iiretimine neden olur, kan

germinal epitel bariyerini geger ve testikiiler dokunun hasarina yol agar (65).

45.1.10. Testis Tiimorleri

Testis timorleri; saglikli testis dokusunu tahrip ederek ve sikistirarak
kisirhiga yol agar. Testis kanseri tedavisi, orsicktomi, Kimyasal tedavi veya 1sin
tedavisi yoluyla olur fakat fertiliteyi bozar. Infertil erkeklerde testikiiler kanser
goriilme orani genel niifusun yiizde 0.001-0.01°’ine kiyasla yiizde 0,5-1’dir.

Genetik faktorler ¢cok etkilidir (65).

4.5.1.11. Otoimmiin infertilite

Antisperm antikorlari; otoimmiin infertilitede iretilmektedir. Germ
hiicreleri normalde sertoli hiicreleri tarafindan olusturulan kan-testis bariyeri
tarafindan bagisiklik sisteminden salinir. Travma, testikiiler ameliyat, varikosel ve
orsit gibi bu bariyerin bozulmasina neden olan kosullar, antisperm antikorlarin

tiretimi ve bagisiklik sisteminde germ hiicrelerinin maruziyetine yol agar (65).

4.5.2. Obstriiktif infertilite

Normal sperm iiretimi mevcuttur, ancak genital sistemde bir tikaniklik

vardir.
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4.5.2.1. Vaz Deferens Konjenital Yoklugu

Kistik fibrozis otozomal resesif gegisli konjenital bir hastaliktir ve Kistik
fibrozis transmembran regiilator (CFTR) genindeki mutasyonlara bagli olarak
ortaya ¢ikar (69). CFTR genindeki mutasyon vaz deferens agenezisi ile
sonuglanir. Azoospermik olgularin %1,4’tinli olusturan konjenital vaz deferens
agenezili hastalarin %85’inde kistik fibrozis (CF) gen mutasyonu tanimlanmistir
(70). Baz1 CFTR mutasyonlar1 da konjenital unilateral vas deferens yoklugu ile
iligkilidir (71).
4.5.2.2. Vazektomi

zole vazal obstriiksiyonunun en sik rastlanan nedeni, fitik onarimi ve
orsidopeksi gibi inguinal kanal veya pelvis bolgesindeki ameliyatlar sonrasi

postoperatif etkilerdir. Bakteriyel infeksiyonlarda etkilidir (65).

4.5.2.3. Epididimal Obstriiksiyon

Vazal obstriikksiyon, klamidya ve gonore gibi cinsel yolla bulasan
infeksiyonlardaki gibi ya da obstriiksiyon ardindan epididimisin iltihaplanmasina
neden olan, mikroplarin iiretradan geriye dogru go¢ ettigi idrar yolu

enfeksiyonlart sonrasi, postinflamatuar olabilir (65).

4.5.2.4. Ejakiilasyon Kanal Obstriiksiyonu

Obstriiksiyon konjenital prostat kistlerden veya taglardan ya da prostatitten
kaynaklaniyor olabilir. Infertiliteye ek olarak, hastalarda agrili ejakulasyon,
azalmis gii¢ ve ejakiilat hacmi, hemospermi, agrili iseme, pelvik agr1 ve skrotal

agr1 gibi ¢esitli belirtiler olabilir (62).
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4.5.3. Koital Infertilite

Normal sperm iiretimi ve acik genital sistem olmasinin yani sira; infertilite
intramisyon veya ejakulasyon bozuklugu olan cinsel fonksiyon bozukluguna goére
ikincildir.
4.5.3.1. Ereksiyon Bozuklugu

Siddetli erektil disfonksiyonu olan hastalar vajinaya girmekte ve sperm

bosaltilmasinda zorlanirlar (65).

4.5.3.2. Erken Bosalma
Agir vakalarda ejakulasyon vajina disinda penetrasyon Oncesinde meydana

gelir (65).

4.5.3.3. Penis Deformiteleri
Peyroni hastalig1 veya konjenital penis egriligi gibi penis egriligi olan hastalar
ve hipospadias veya epispadias gibi liretral meatusun anormal pozisyonu olan

hastalar vajinal penetrasyon ve sperm birikiminde problem yasayabilir (65).

4.5.3.4. Anejakiilasyon

Primary anejakiilasyon (anorgazmi) psikoseksiiel faktorler veya genital
organlarin azalmis duyarlilig1 veya bosalma refleksinin yiiksek esigi gibi ndrolojik
nedenler sonucu ortaya cikabilir. Sekonder anejakiilasyon; retroperitonal lenf
nodu diseksiyonu ve panproctocolectomi gibi sempatik zincirin yaralanmasina
neden olabilen, pelvis veya karin ameliyatlar1 ardindan olusabilir. Ayn1 zamanda
diyabetik otonom ndropatide olusabilir. Antidepresanlar ve alfa-bloker gibi bazi

ilaglar da anejakiilasyona yol agabilir (65).
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4.5.3.5. Geri Bosalma
Geriye bosalma nedenleri, anejakiilasyon yasayan Kisilerle benzerdir.
Benign prostat hiperplazisinin ameliyat sonrasinda ve alfa-bloker alan erkeklerde

stk¢a goriiliir (65).

4.6. Erkek Infertilitesinin Degerlendirilmesi
Erkek infertilitesinin arastirilmasi nispeten daha kolay olup fiziki muayene
ve semen analiziyle belirlenir. Erkeklerde infertilite yasin ilerlemesiyle beraber
fekonditenin azalmasi, ¢evresel toksinlere maruziyet sonucu kiimiilatif birikim ve
cinsel iligki sikhigindaki azalma ile iliskilidir. Hikaye de testikiiler infeksiyonlar,
gelisimsel bozukluklar, travmalar, kullanilan ilaglar ve aliskanliklar sorgulanir ve
fiziki muayenede; genital muayenenin yani sira tiroid bezi ve jinekomasti
sliphesiyle meme muayenesi de yapilmalidir. Semen analizi ise ejakulatin
degerlendirilmesidir ki fertilite potansiyeline tek bir sperm analizi ile karar
verilmemelidir, ¢iinkii spermatogenez 70 giinliik bir siiregte meydana gelmektedir.
Bu siire epididimisteki sperm olgunlagsmasi ve tasinmasi icin gereken 12-21
giinliik siireyi de icermektedir. Ayrica yakin ge¢cmiste olusan atesli bir hastalik,
semen kalitesinde 3 ay siirebilecek bozukluga neden olabilir, bu nedenle 6-8
haftalik siire igerisinde iki ya da {i¢ semen analizi ile degerlendirme yapilmalidir.
Klasik semen analizi i¢in incelenecek ejakulat 3 ila 8 giinliik cinsel perhiz
ardindan yapilmalidir (72,73).
Ejakulatin makroskopik muayenesinde goriintiisii, likefaksiyon zamant,
miktar1, viskositesi ve pH’s1 degerlendirilmektedir ve semen analizinin en énemli
kismmi mikroskopik inceleme olusturmaktadir. Bu incelemede kullanilacak

teknik ve aletler dogru seg¢ilmelidir. Mikroskopik incelemede sperm sayisi,
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motilitesi, yuvarlak hiicre sayisi, varsa agliitinasyonun derecelendirilmesi,

morfolojisi ve yuvarlak hiicrelerin gruplanmasi incelenir.

4.6.1. Sperm Analizi
Sayi: Kullanilan alete bagli olarak tek karedeki ortalama sperm sayisi baz
alinarak sayim x milyon/ml olarak ifade edilir.
Hareketlilik: Hareketlilik Diinya Saglik Orgiiti (WHO)’ niin belirledigi 4
grupta incelenir:
a) Hizli gizgisel progresif hareket
b) Yavas cizgisel ya da ¢izgisel olmayan hareket
c) Progresif olmayan hareketlilik
d) Hareketsiz
Morfoloji: Spermin fertilite kapasitesinin morfolojik incelenmesi ile etkin
bir sekilde degerlendirilmesi 1951 yillarina dayanmaktadir. Kruger ve arkadaslar
tarafindan ‘Strict’ kriterler ile morfoloji degerlendirilmesinin tanimlanmasiyla, bu
parametre giderek artan bir onem kazanmuistir.
Likefaksiyon: Genellikle ilk 15 dakikada goriilmesine karsin, normal
semen Orneginin likefaksiyonu oda sicakliginda 60 dakika kadar siirebilir.
Goriinilm: Semen Ornegi 1 saat icinde gOriinim bakimindan
degerlendirilmelidir ve normalde gri-opalesan goriiniimdedir.
Hacim: Ortalama 2-6 ml kadar olup, tabani konik derecelendirilmis
silindir ile 6l¢tilmelidir.
Viskozite: Sperm oOrneginin akiskanligi olarak da ifade edilir ve
likefaksiyon sonrasi bakilmaktadir. Normal bir 6rnek pipetten kiigiik ayr1 damlalar

halinde diiserken, anormal viskoziteye sahip semen Orneginde bu uzunluk 2

38



cm’den daha fazladir. Ornegin igine pastor pipeti daldirarak ¢ekildiginde meydana
gelen iplik¢igin uzunlugunun, 2cm’i gegmemesi gerekir.

pH: Ejakulasyonun ardindan 1 saat icinde olgiilmelidir ve pH metre
kullanilir. Ejakulatin normal pH’1 7,2 nin tizerindedir.

Sperm konsantrasyonu: 20 x 10° spermatozoa/ ml ve daha fazlasidir.

Spermatozoa disinda diger hiicresel elemanlar: Bu hiicrelerin tamami
yuvarlak hiicreler olarak isimlendirilir. Bunlar genitoiiriner sistemin epitel
hiicreleri, prostat hiicreleri, spermatojenik hiicreler ve lokositlerdir. Normal bir
ejakulatta yuvarlak hiicre sayist 5 x 106/ml ve l6kosit sayis1 1 x 106/ml’ yi
gecmemelidir.

Vitalite: Sperm vitalitesi, boya ekskliizyonu ya da hipoozmotik sisme ile
canli olarak tanimlanan spermatozoa orami ile yansitilir. Immotil spermatozoa
say1s1 %50’yi gecerse eger bu saptama yapilmalidir. Normalde spermlerin %75 ve
daha fazlasi canli olmalidir, bunlar boyay1 almayan gruptur.

Bu testlerin yaninda immiinolojik testlerden anti-sperm antikorlarinin
(ASA) degerlendirilmesi, sperm servikal mukus etkilesimi, bioassaylerde kreatin
kinaz degerlendirmesi, akrozomal enzim aktivitesi tayini, fonksiyon testlerinden;
hipoosmotik sisme testi, sperm penetrasyon testi, hemizona testi (HZT) de diger

sperm degerlendirme yontemleridir (73).
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Tablo 1. Standart semen parametrelerinin normal degerleri (73).

Klasik semen analizi

Voliim >2ml

pH 72-80

Sperm sayis >20 x 10° spermatozoa / ml
Total sperm sayisi >40 x 10° spermatozoa / ml
Hareketlilik >%50

Progresif hareket >%50

Progresif hareketli sperm sayis1 (PHSS) >3 x 10° spermatozoa / ml
Morfoloji (WHO) >%>50 normal

Vitalite >%75

Beyaz kiire <1 x10°ml

Immiinobead test <%20 partikiille kapl sperm
MAR testi <%10 partikiille kapli sperm
Bio-assayler

Hemizona indeks >%35

HOS test >%60

Sperm penetrasyon assay >%10 penetrasyon

Diger testler

A-glukozidaz (notral) >20 Mp

Cinko (total) >2.4 mmol

Sitrik asit (total) >52 mmol

Asit fosfotaz (total) >200 U

Fruktoz (total) >13 mmol
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Infertil  erkeklerde oligozoospermia, azoospermia, teratozoospermia,
asthenozoospermia veya bunlarin kombinasyonu mevcuttur. Normal kosullarda
fertilizasyonun olusmasi i¢in spermatozoa motilitesi en 6nemli parametrelerden
biridir (74).

Semen Siniflamasi Terminolojisi

Tablo 2. Semen Parametreleri Referans Degerleri (75).

Normozoospermi Referans degerleriyle tanimlanmis

normal ejakulat

Oligozoospermi Referans degerinden daha az sperm
konsantrasyonu
Astenozoospermi Referans degerinden daha az sperm
motilitesi
Teratozoospermi Referans degerinden daha az sperm

normal morfolojisi

Oligoastenoteratozoospermi Her ti¢ degiskenin bozuklugunu gosterir

Kriptozoospermi Ejakulatin bazal degerlendirmesinde hig
sperm yokken, santrifiigasyon sonrasi birkag

sperm elde edilmesi

Azoospermi Santrifiigasyon sonrasi hi¢ sperm
bulunmamasi
Aspermi Seminal plazma voliimii=0 ml
Polizoospermi Yiiksek sperm konsantrasyonu (>250
milyon/ml)

4.6. iyon Kanallar

Iyon kanallari; membrana ait ¢ift lipid tabakasin1 kesen ve bu katman

boyunca iyonlarin gegisini kolaylastiran makromolekiiler protein kompleksleridir.
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Iyon kanallar;, membranda 3-5A capta delikler olusturmak suretiyle iyonlarin
hareketini miimkiin kilar ve bu kanallar boyunca olusan iyon akimi, membran
potansiyelinin kaynagini olusturur Ki; bu hiicrenin elektriksel uyarilabilirligi i¢in
olmazsa olmazdir (76).

Iyon kanallar1 hemen hemen her dokuda eksprese olmaktadir ve sinyal
iletiminde ©Onemli anahtar molekiillerdir. Ayrica dokularda proliferasyon,
transport, volum kontrolii, enzim aktivitesi, sekresyon, invazyon, gen
ekspresyonu, uyarilma ve kasilma ve hiicre i¢i iletisim gibi hiicresel fonksiyonun
belirlenmesinde 6nemli rollere sahiptir (77).

Iyon kanal ailesini dort ana gruba ayirmak miimkiindiir;

1. Ligand kapih iyon kanallari; belli bir kimyasal molekiil varliginda

acilan iyon kanallardir.

2. Voltaj kapih iyon kanallari; iyon kanalinin agilip kapanmasi
membran potansiyeline bagl olarak gergeklesir.

3. Mekanik uyariyla c¢ahisan iyon kallari; iyon kanallari membran
mekanik olarak gerilip/biiziildiigiinde agilir.

4. Enzime bagh iyon kanallari; kanalin kapilanmasi belli bir enzim
aktivitesi sonucunda; kanal proteinin fosforile veya defosforile olmasi
ile kontrol edilir.

Hiicre membrani; periferal ve integral olmak tizere iki tip fonksiyonel
protein igermektedir. Integral membran protein kanallari; tasiyicilari, reseptorleri,
ekstraselliiler ve intraselliiler ortamlar arasinda bilgi ve malzeme akisina
arabuluculuk eden, enzimlerden olusmaktadir. Bu tasiyicilar iyon kanallar1 gibi,

biyolojik  hiicre membranlarinda transmembran  gdzenekleri  olusturan
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proteinlerdir. Iyon kanal ailesi, sinyal iletimiyle iliskili protein aileleri i¢inde G-
proteinleri ve protein kinazlardan sonra iigiincii en biiyiik aileyi olustururlar. Iyon

kanallar1 ¢cok farkli uyarilara cevap olarak a¢ilip kapanirlar.

4.6.1. Voltaj Bagimh Kalsiyum Kanallar

Kalsiyum; kas kasilmasi igin gerekli olan ndrotransmitter saliniminda ve
bir dizi fizyolojik fonksiyonlar1 diizenleyen énemli bir sinyal molekiiliidiir. Voltaj
kapili kalsiyum kanali (VKKK), 6zellikle uyarilabilen hiicrelerde hiicre i¢i Ca*
girisi i¢in 6nemli bir gorev tstlenmistir. Voltaj bagimli kalsiyum kanallari; impuls
olusumu, duyusal islemler, kas kasilmasi, hormonlarin ve nérotransmitterlerin
salgilanmasi, hiicre farklilasmasi ve gen ekspresyonu gibi ¢esitli fizyolojik
olaylarda anahtar rol oynamaktadir (78,79). Ayrica kalsiyum iyonlar1 ikincil
haberci olduklarindan dolayi, membran potansiyelini etkileyebilecek bagka hiicre
ici kontrol mekanizmalarini da kontrol etme oOzelligine sahiptirler. Kalsiyum
kanallart cesitlilik gosterir. VKKK’ ’nin molekiiler olarak on iiyesi vardir ama
kabaca iki gruba ayrilir; yiiksek voltaj ile aktive olan VKKK ve diisiik voltaj ile
aktive olan VKKK. Diisiik voltaj ile aktive VKKK ti¢ a-iiniteden olusan T-tipi
kanallardir (CACNA1G, CACNA1H ve CACNALI). Diger yedi VKKK iiyesi ise
yiiksek voltaj ile aktive olan kanallardir. Bunlar L-tipi (Ca,1.1, Ca,1.2, Ca,1.3 ve
Ca,1.4), P/Q-tipi (Ca,2.1), N-tipi (Ca,2.2), ve R-tipi (CACNAIE) kanallardir.
Yiiksek voltaj ile aktive VKKK nin; hetero-oligomerik kompleksleri vardir. Kanal
acikligini olusturan ay.alt biriminin yani sira, yardimet 8, -0, ve v alt birimlerine

de fonksiyonel bir kanal olusturmak igin ihtiyag¢ vardir (79,80).
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Sekil 5. Voltaj kapili kalsiyum kanallarinin alt tiirleri ve alt birim kompleksi (81).

4.6.1.1. CACNAI1B (kalsiyum kanal, voltaj-bagimh, N tipi, alfa-1B alt birimi)

CACNA1B (Cay2.2) iyon kanali; kalsiyuma gegirgen bir kanaldir.
Insanlarda 9q34 lokalizedir. Bu gen tarafindan kodlanan protein; ndronlardan
norotransmitter salimini kontrol eden, bir N-tipi voltaj bagimli kalsiyum kanalinin
por-olusturucu alt birimidir. Kodlanan protein, yliksek voltajla etkinlesen bir
kanal olusturacak sekilde; alfa-2, beta, ve delta alt birimlerinin bir kompleks
formudur. Bu kanal, omega-konotoksin-GVIA ve omega-agatoxin-IITA duyarlidir
fakat dihidropiridinler i¢in duyarsizdir. Bu gen i¢in farkli izoform kodlayan iki

transkript varyant: tespit edilmistir (82,83).
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4.6.1.2. CACNAIC (kalsiyuam kanal, voltaj-bagimh, L tipi, alfa-1C alt-
birimi)

CACNAILC (Cayl.2), yiiksek voltaj ile aktive olan bir kalsiyum kanalidir.
Insanlarda 12p13.3 lokalizedir. Bu gen, gerilime-bagh kalsiyum kanali alfa-1C alt
birimini kodlar (84). Kalsiyum kanallari; membran polarizasyonu sirasinda hiicre
icine kalsiyum iyonlarmin akisini saglar. Alfa-1 alt birimi 24 transmembran
segmentten meydana gelir ve iyonlarin hiicre i¢ine gectikleri gozenekleri
olusturur. Kalsiyum kanali; 1: 1: 1:1 oraninda alfa-1, alfa-2 / delta, beta, ve gama
alt birimden olusan bir kompleksi icermektedir. Genin kalpte riyanodin
reseptorleri araciligiyla, endoplazmik retikulum kaynaklarindan kalsiyum
salinmasina neden olan L-tipi akim aracili ifadesi tanimlanmistir. Bu gen
tarafindan kodlanan protein dihidropiridin tarafindan inhibe olmaktadir (85,86).
Beyin arterlerinde, mitokondride yiiksek kalsiyum diizeyi Niikleer Faktor kappa B
NF-KB aktivitesini yiikseltir ve CACNAI1C transkripsiyonunu ve fonksiyonel

CACNAI1C ekspresyonuni artirir (87).

4.6.1.3.CACNAIE (kalsiyum kanali, voltaj-bagimly, R tipi, alfa-1E alt birimi )

CACNALE (Ca,2.3); yiiksek voltajla aktive olan kalsiyum iyon kanalidir.
Insanlarda 1g25.3 yer alan bu gen; R-tipi kalsiyum kanallarinin alfa-1E alt
birimini kodlar. Voltaj bagimli kalsiyum kanallari, 1: 1: 1: 1 oraninda alfa-1, alfa-
2, beta ve delta alt biriminden meydana gelen multisubunit kompleksleridir. Bu
kanallar, uyarilabilir hiicrelerde kalsiyum iyonlarinin girigine aracilik eder ve ayn
zamanda kas kasilmasi, hormon ya da ndrotransmitter salinimi, gen ekspresyonu,

hiicre hareketliligi, hiicre boliinmesi ve hiicre 6liimiide dahil olmak iizere ¢ok
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cesitli kalsiyum baglantili siireglere katilmaktadir. Bu gen igin farkli izoform
kodlayan alternatif transkript varyantlar tespit edilmistir (88).

4.6.1.4. CACNALG (kalsiyum kanal, voltaj-bagimh, T tipi, alfa-1G alt
birimi)

CACNALG (Cay3.1) diisiik voltajla aktive olan bir kalsiyum kanalidir.
Insanlarda 1722 yer almaktadir. T tipi alfa 1G alt birimine sahip, voltaj bagimli
kalsiyum kanali; insanlarda CACNA1G geni tarafindan kodlanan bir proteindir.
Bu gen i¢in farkli izoform kodlayan pek c¢ok alternatif transkript varyantlar tespit
edilmistir (89).

T tiiri kanallar hem hizl1 inaktivasyon nedeniyle gecici, hemde kiigiik
iletkenlik nedeniyle kiiciik akimlar1 olusturur. T tiiri kanallarin pacemaker
aktivitesinin, disik esikli kalsiyumun ani artiglari, noronal salinimlar ve
rezonansa dahil oldugu diistiniilmektedir.

Jagannathan ve ark. (2002) tam hiicre patch-clamp ¢alismalarina gore izole
yuvarlak spermatidlerde T-tipi voltaj kaynakhi Ca*? kanal akimi saptamislardir.
Akimlar CACNAITH ya CACNAI1G kanallar tarafindan iiretilenle uyumlu olarak
degerlendirilmistir (90).
4.6.1.5. CACNAIH (kalsiyum kanal, voltaj-bagimh, T tipi, alfa-1H alt
tinitesi)

CACNAI1H (Cay3.2) diisiik voltajla aktive olan bir kalsiyum kanalidir.
Insanlarda 16. kromozomda (16p13.3) yer almaktadir. CACNA1H gibi Ca (2+)
kanallarinin alfa-1 alt birimleri 4 homolog tekrar domaini icermektedir, bunlarin
her biri 6 transmembran segmentine, yiiksek oranda korunmus bir gézenek loop

ve ayirt edici bir voltaj sensoOriine sahiptir. Jagannathan ve arkadaslari. (2002)
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CACNAIH geninin, en az 27 ekson ihtiva ettigini tespit etmistir (90). Yine ayni
calismada testiste birden fazla izoformu tespit edilmistir. Ayrica hem germ
hiicrelerinde, hem de diger testis hiicrelerinde transkriptlerinin varligir insitu

hibridizasyon yontemiyle dogrulanmistir (90).

4.6.1.6. CACNAL1I (kalsiyum kanali, voltaj-bagimh, T tipi, alfa-11 alt birimi)

CACNAL1I (Ca,3.3), diisiik voltajla aktive olan T tipi voltaja bagimli bir
kalsiyum kanalidir. Insanlarda 22. kromozomda (22q13.1) lokalizedir. 2016
aminoasitten olusan protein; her biri 6 membran gecisli segmentten olusan 4
domain, bir gozenek boslugu ve sitoplazmik ve ekstraselliiler loop baglantilart
icerir. N ve C uglari sitoplazmiktir. CACNALI’nin membrana-yayilan segmentleri
CACNAIG ve CACNAIH’1In membrana-yayilan segmentleri ile % 84 Ozdestir
(91). Yapilan galigmalarda beyin, adrenal bez ve trioit bezinde ekspresyonu
saptanmustir (92).

Kapasitasyon sirasinda gelisen en Onemli biyokimyasal olay Ca*
salmmmidir. Birgok oOnemli kanit, kapasitasyon ve akrozom reaksiyonu
indiiksiyonu i¢in Ca™ gerekliligini desteklemektedir (93). insan sperm
fonksiyonlarindan; kapasitasyon, akrozom reaksiyonu ve zona pellusidaya in-vitro
olarak baglanma, bolgesel olarak Ca*? gerektirmektedir. Hiicre digindaki Ca*?,
spermlerde tirozin fosforilasyonu iizerinde etkilidir. Insanlar iizerinde yapilan bazi
caligmalarda; hiicre dis1 Ca*? miktarindaki artisin tirozin fosforilasyonunu
arttirdigl, bazi c¢aligmalarda da sperm kapasitasyonu sirasinda tirozin
fosforilasyonunu negatif etkiledigi gorilmiistiir (94). Hiicre i¢i ATP
sentezlenmesindeki azalmanin Ca*#a bagh tirozin fosforilasyonunu baskiladig

bildirilmistir (95). Bir¢cok memeli tiiriinde sperm kapasitasyonu sirasinda hiicre i¢i
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Ca+2 konsantrasyonu artar (96). Memelilerde, spermde voltaj bagimli kalsiyum

kanallarinin aktivasyonunun zona pelucida tarafindan indiiklenen akrozomal

ekzositoz i¢in gerekli oldugu belirlenmistir (97).

Tablo 3. VGCC alt tiplerinin isimlendirme sistemi, doku lokalizasyonu ve

farmakolojik ajanlar1 (98).

Alt tipi Kalsiyum o Ekspresyon Pattern Farmakolojik inhibitorler
akimi subunit
Cavl.l L-tipi alS Iskelet kasi Dihidropiridinler (DHPs)
Cavl.2 L- tipi alC Kalp, diiz kas, beyin, DHPs
hipofiz, bobrek iistii bezi
Cavl.3 L- tipi alD Beyin, pankreas, bobrek, DHPs
yumurtalik, koklea
Cavl4 L- tipi alF Retina DHPs
Cav2.1 P/Q- tipi al A Merkezi ve periferal w-agatoksin-1IVA/IIA,
sinir sistemi w-grammotoksin SIVA,
o-conotoksin MVIIC
Cav2.2 N- tipi alB Merkezi ve periferal ®-conotoksin
sinir sistemi MVIIC/GVIA/CVID,
w-grammotoksin SIVA,
farnesol, peptidil aminler
CACNALE R- tipi alE Beyin, koklea, hipofiz, Tarantula toksininden
retina, kalp tiiretilmis peptit SNX-482
CACNAI1G T- tipi alG Merkezi ve periferal Kurtoxin, etosuksimid, nikel
sinir sistemi
CACNA1H T- tipi olH Beyin, kalp, bobrek, Kurtoxin, etosuksimid, nikel
karaciger
CACNAL1I T- tipi all Beyin Kurtoxin, nikel

4.6.2. TRP (Transient Receptor Potential) Kanallari

TRP “Transient Receptor Potential” geninin;

ilk defa Drosophila

melanogaster (meyve sinegi) fotoreseptorlerinde 1s1kla aktive olan Ca*? kanalimm
onemli bir bileseni oldugunun kesfedilmesiyle birlikte, giiniimiize kadar TRP iyon
kanal1 siiper ailesinin memelilerde yaklasik 30 kadar iiyesi belirlenmistir. Amino
asid benzerligine gore TRP kanallar1 7 alt aileye ayrilmistir: TRPC (Canonical),
TRPM (Melastatin), TRPV (Vanilloid), TRPA (Ankyrin), TRPP (Polycystin) ve

TRPML (Mucolipin), TRPN (NO mechano potential).
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Pore region

Extracellular /'\

Intracellular D
HOOC N

TRPM6 (Chak2)

TRPM7 (Chak1, TRP-PLIK)
TRPM3 (KIAA1616)
TRPM1 (Melastatin-1)
TRPMS (MTR1)

TRPM4

TRPM2 (LTRPC2, TRPCT7)
TRPM8 (TRP-p8, CMR1)

Ll

hl

TRPC2
, 3 TRPP3 (PKD2L1)
|

TRPP2 (PKD2)

TRPPS (PKD2L2)
.i- TRPP1 (PKD1)
TRPML1
TRPML3
1 TRPML2
TRPV2 (VRL-1)
—rl TRPV1 (VR-1)
TRPV4 (OTRPC4, VR-OAC)
TRPV3 (VRL-3)
—— TRPVS5 (ECAC1, CaT2)
L———TRPV6 (ECAC2, CaT1)
TRPA1 (ANKTMT)

Pore region

TRPM family

TRPC family

TRPP family

TRPML family

TRPV family

~ TRPA family

Sekil 6. Memeli TRP kanallarinin transmembran filogenetik ve topoloji agaci

(99).
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TRP kanallarinin; tat, sicaklik ve koku algilama ile ilgili duyusal
noronlarda ince ayar islevine katilmalar ile birlikte vaskiiler bariyer, oksidatif
stres aktivasyonu, vazokonstriksiyon /vazodilatasyon, vaskiiler proliferasyon,
vaskiiler yeniden modelleme “vascular remodelling” ve anjiyogenez gibi birgok
siirecte islevsel olduklar1 bilinmektedir. TRP kanallar1 fizyolojik 6nemlerinin
yaninda; kanser (akciger, prostat, meme kanseri gibi), norodejeneretif (Alzheimer,
epilepsi) ve kardiyovaskiiler hastaliklar (pulmoner hipertansiyon, kardiyak
hipertrofi) gibi birgok patolojik durumla da iligskilendirilmistir (100-102).

TRP ve siklik niikleotid-kapili (CNG) kanallarmin ekspresyonu; hem
spermatojenik hiicreler hem de olgun sperm hiicrelerinde tespit edilmistir (103).

Spermde heterojen bir sekilde dagilmistir ki 6zellikle spermin farkli
bolgelerinde  bulunmasindan  dolayr  farkli  fonksiyonlara  katilacagi
diisiiniilmektedir. Sperm, yumurtay1 ararken; ortam bilesimi, viskozite ve sicalik
gibi kompleks degisikliklerle karsilagir. TRP ailesinin tiyeleri; fertilizasyon igin
gerekli sinyal ¢esitleri ile miicadele edebilmek igin spermde mevcut olabilir (104).
TRPC kanallar;; sperm aktivasyonunda fonksiyonel olarak onemlidir (105).
TRPC1, 2, (Sadece farede) 3, 4 ve 6 ve TRPP2 memeli sperminde eksprese
olmaktadir. TRPCS ve TRPC1 sperm basinda; akromozal bolgede lokalize olup
Ca'*? sinyal iletiminde gorevlidirler (100).
4.6.2.1. TRPCL1 (Gegici Reseptor Potansiyel Katyon Kanah, C altfamilya, 1.
iiyesi)

TRPCI1 katyon kanal1 gegici reseptdr potansiyel (TRP) siiper ailesine aittir ve
Gegici Reseptor Potansiyel Kanal 1 (TRPC1) insanlarda 3. kromozomda (3q23)

yer alan TRPC1 geni tarafindan kodlanmaktadir. Bu gen tarafindan kodlanan
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protein; kalsiyum ve diger katyonlar1 gegiren, segici olmayan kanali olusturan bir
membran proteinidir. Kodlanan proteinin, hem reseptor tirozin kinaz aktiveli
fosfatidilinositol ikinci haberci sistemi tarafindan hemde hiicre i¢i kalsiyum
depolarinin diizeyinde azalma ile indiikledigi bilinmektedir. Bu gen i¢in farkli
izoform kodlayan iki transkript varyant tespit edilmistir (106).

TRPC1 insan ve hayvan hiicre tiplerinin pek ¢ogunda, plazma
membraninda yer alan bir iyon kanalidir. Yapilan ¢alismalar insan fetiis ve eriskin
beyninde, yetiskin kalp, testis ve overde yiiksek miktarda ve fetal karaciger ve
bobrekte daha diisiik seviyelerde genin transkriptinin bulundugunu gostermektedir
(107).
4.6.2.2. TRPC3 (Gegici Reseptor Potansiyel Katyon Kanah, C altfamilya, 3.
iiyesi)

Gegici reseptdr potansiyeli katyon kanali (TRPC) C altfamilya tyesidir.
Insanlarda 4. kromozomda (4927) yer alan TRPC3 geni tarafindan
kodlanmaktadir. TRPC3 geni; metabotropik glutamat reseptdr bagimli sinaptik
iletim de dahil olmak {izere hiicre i¢i sinyal yollar ile baglantili, kalsiyum ve
diger katyonlar1 geciren non selektif bir katyon kanalin1 kodlar. Bu gen i¢in farklh
izoform kodlayan iki transkript varyant tespit edilmistir (108).
4.6.2.3. TRPC4 (Gegici Reseptor Potansiyel Katyon Kanah, C altfamilya, 4.
iiyesi)

Gegici Reseptor Potansiyel Kanal 4 (TRPC4) geni, gecici reseptor potansiyel
katyon kanallarinin kanonik alt ailesinin bir {iyesini kodlar. Insanlarda 13.
kromozomda (13q13.3) yer almaktadir. Kodlanan protein, Gg-baglh reseptorler ve

tirozin kinazlar tarafindan aktive olan ve endotel gecirgenligi, damar genislemesi,
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norotransmitterlerin serbest birakilmasi ve hiicre ¢cogalmasi da dahil olmak iizere
pek ¢ok siiregte rol oynayan, secici olmayan bir kalsiyum gegirgen iyon kanalini
olusturur. TRPC4; 6 transmembran bolge, bir por bolgesi, bir kaveolin-baglama
alani ve C terminalinde bir PDZ domaini baglanma bolgesi igerir (109).

Schaefer ve ark. (2002) insan testisinin total RNA’sinda TRPC4’iin bir
splice varyantin1 belirlemislerdir. TRPC4-alfa ve TRPC4-beta varyantlari
mevcuttur (110).
4.6.2.4. TRPC6 (Gegici Reseptor Potansiyel Katyon Kanah, C altfamilya, 6.
iiyesi)

TRPC6; Gegici Reseptor Potansiyeli Katyon Kanali (TRPC) C
altfamilyasmmn 6. iiyesidir. insanlarda 11. (11g22.1) kromozomda yer alan, ayn
adi tagiyan gen tarafindan kodlanan bir proteindir. Bu gen tarafindan kodlanan
protein, hiicre zarinda bir reseptor-bagimli kalsiyum kanalint olusturur. Kanal
diagilgliserol tarafindan aktive edilmekte ve kanalin fosfatidil inositol ikinci
mesajc1  sisteminin  kontrolii altinda oldugu disiiniilmektedir. Bu kanalin
aktivasyonu protein kinaz C’den bagimsiz olarak meydana gelir ve diisiik hiicre
ici kalsiyum seviyesi ile tetiklenmez (111).
4.6.2.5. TRPV6 (Gegici Reseptor Potansiyeli Katyon Kanali, V altfamilya, 6.
iiyesi)

TRPV6; Gegici Reseptor Potansiyeli Katyon Kanali (TRPC) Vanilloid
altfamilyasiin 6. iiyesidir. Insanlarda kromozom 7 (7934)’ de bulunan 15
ekzondan olusan gen tarafindan kodlanan bir proteindir. Bu gen, kalsiyum kanal1
olarak iglev goren ¢ok geg¢isli zar proteinleri ailesinin bir liyesini kodlar. Kodlanan

protein, kanalin montaji ve diizenlenmesi ig¢in gerekli olan N-terminali ankirin
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tekrari icerir. Bu protein i¢in translasyonun baslamasi; metiyonin olarak kodlanan
AUG olmayan baslangi¢ kodonunda meydana gelir.

TRPVG6; 6zellikle bagirsakta kalsiyum absorbsiyonunun ilk agamasinda rol
alan bir membran kalsiyum kanalidir. Pek ¢ok TRP kanalinin aksine, TRPV6 Ca*?
iyonlar1 icin secici ozelliktedir, 6zellikle bobrekte eksprese olup renal Ca*? geri
emiliminde énemli rol oynadig: tespit edilmistir (112). TRPV6 ekspresyonu insan
da dahil olmak tizere pek ¢ok tiirde; barsakta tespit edilmistir. TRPV6 kalsiyum
tasiyicisi, aynt zamanda insan plasenta, pankreas, testis ve bazi tiirlerde bobrekte
bulunmaktadir.

Epididim igerisindeki kalsiyum konsantrasyonunun yiiksekligi, sperm hiicre
zaridaki kalsiyum kanallari1i (TRPV6 kanali) deaktif hale getirir. TRPV6
kanalinin, fazla kalsiyumdan dolayr bozulan agilip-kapanma diizeni, hiicre
icerisine gereginden fazla kalsiyum girmesine ve bdylece spermin fonksiyonunun
bozulmasina sebep olur. Farelerle yapilan deneylerde, kalsiyum miktarinin normal
seviyeye diisiiriilmesi durumunda, TRPV6 kanallarinin tekrar diizenli ¢alismaya
basladig1 ve buna bagli olarak da hiicre igerisine kontrollii kalsiyum iyonu alindig1

gorilmistiir (113).

4.6.2.6. IP3R (inositol 1,4,5-Trifosfat Reseptor, Tip 3)

Bu gen, hiicre i¢i kalsiyumun serbestlenmesine aracilik eden ikinci bir
haberci olan; inositol 1,4,5-trifosfat i¢in bir reseptér kodlar. Reseptor; C-
terminalinde bir kalsiyum kanali ve N-terminalinde ligand-baglayici bolge igerir.
Insanlarda 6.kromozomda (6p21) yer alan ITPR3 geni tarafindan kodlanir (114).

IP3R; organizmalar arasinda oldukga cesitlidir ve hiicre boliinmesi, hiicre

proliferasyonu, apoptoz, dollenme, gelisim, davranmig, 6grenme ve bellek gibi
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hiicresel ve fizyolojik siireglerin kontrolii ig¢in gereklidir. (115). Inositol trifosfat
reseptOr hiicre i¢i depolama bolgelerinden Ca*®un serbest birakilmasina yol agan
dominant bir ikincil haberciyi temsil eder.

Farelerde yapilan nakavt ¢alismalarda; tip 2 ve tip 3 inositol 1,4,5-trifosfat
reseptorlerinin, enerji metabolizmasi ve biliylimenin altindaki ekzokrin salgisinda
onemli rol oynadigi diisiiniilmektedir (116). Genin bir¢ok dokuda dagilimi vardir,
ancak Ozellikle beyincikte bol miktarda bulunur. IP3R ¢ogunlukla endoplazmik
retikuluma bitiinlesmis hiicrelerde bulunur (117). Ayrica gen sperm

kapasitasyonunda etkilidir (118).

NBC sNHE CatSper PMCA4

Na* HCO5~ Na* nz" Ca?*
Caz"
Flagellum
+ +
+ +
HIS
H* H* ATP ADP, Pi
CAMP 2.
pH| Ca=+
HCO; Axoneme, glycolysis

HCO;~ — cAMPT — pHiT — [Ca2*]iT — Hyperactivation
Redundant

nuclear SPCA1 Al b /
envelope Ca?* \ Slo3
(RNE) ADP, Pi /7 N

Phosphatase —I PKA —»-»-»TK — Capacitation (for AR)

Ca2+ ‘[
IPsR

W IP3
+ +
(“) |' i + +
] o o

Na* K* 2CI" HCO5~ Na* Na*
NKCC SLC26 ENaC SLO3 Kir

Sekil 7. Memeli sperm hiper aktivasyonu ve kapasitasyonu sirasinda gorev alan

iyon akimlari (119).
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4.6.3. GABRA1 (Gama-Aminobutirik Asit (GABA) Reseptor A, alfa 1)

Bu gen, Gama-Aminobutirik Asit (GABA) Reseptoriinii kodlar. Gamma-
aminobiitirik asit reseptor alt-birimi; alfa-1, insanda kromozom 5 (5¢934)’te
lokalize olan GABRAI1 geni tarafindan kodlanan bir proteindir (120). GABA
ligand-kapili kloriir kanali olan, GABA-A reseptorlerine etki eden, memeli
beynindeki temel inhibe edici bir norotransmitordiir. Bu kanallarin kloriir iletimi
GABA-A reseptoriine baglanan benzodiazepin gibi ajanlar tarafindan modiile
edilebilir. GABA-A reseptorleri alfa, beta, gama, delta ve rho gibi ¢esitli subiinit
smiflarindan proteinlerin olusturdugu, pentamerlerdir. Bu genin ayni proteini
kodlayan birden fazla transkript varyant: tespit edilmistir. GABA-A reseptoriiniin

en az 16 farkli alt birimi tanimlanmistir (121).

v = GABA, Receptor

extracellular

e
SR

intracellular

O GABA/muscimol ® Chloride 1on

® Benzodiazepine @ Picrotoxin/TBPS
Sekil 8. GABAA reseptorii (98).

Progesteron (4-Pregnen-3-20-dion) in vitro olarak insan sperm akrozom

reaksiyonunu (AR) baslatir. GABAA receptor/Cl- channel complexes (GBRCs),
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progestinlerle etkilesimi sonucu kismen de olsa, sperm iistiinde etkiye neden olur

ve bu etkilesim sonucu olusan Cl-akimi1 AR’nin baslamasiyla sonuglanir (122).

4.6.4. Nikotinik Asetilkolin Reseptorii( nAChR(a3,04,05,07,09))

Nikotinik asetilkolin reseptorleri (nAChR'ler); sinapslarda hizli sinyal
iletimine aracilik eden ligand-kapili iyon kanallarinin bir siiper ailesinin
tiyeleridir. Her bir alt iinitesi i¢in Onerilen yapi; iic korunmus transmembran
bolge, degisken bir sitoplazmik loop, dérdiincli korunmus bir transmembran alani
ve kisa bir C-terminal hiicre dis1 bolgesi ardindan, korunmus bir N-terminal hiicre

dis1 alamidir (123).

ion flow .
~ "-‘ Agonist
By NS
extracellular Agonist - agonist/
side competitive antagonist
binding domain
.
r QUUOOVVVV0 QUOOVIVOO0
transmembrane
: Gate r=m==rmmeenn
domain
o A [REVVVVevee
cytoplasmic
side

Side view

Sekil 9. Pentamer ligand kapili iyon kanallarinin yapisi (124)

Memeli fertilizasyonunda bahsedildigi gibi o6nemli adimlardan Dbiri
akrozom reaksiyonudur (AR), oositi ¢evreleyen zona pellucida (ZP) ve
glikoprotein matrisi ile sperm basi temas ettiginde gergeklesen ekzositotik olaydir.

AR baglatmak igin asetilkolin basamagini nAChR saglar (125,126).
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4.6.4.1. CHRNAS3 (Kolinerjik Reseptor Nikotinik Alfa 3)

Bu gen, nikotinik asetilkolin reseptor ailesinin bir {iyesini kodlar.
Nikotinik asetilkolin reseptor alfa-3 alt-birimi; insanlarda kromozom 15’te
(15924) yer alan, CHRNA3 geni tarafindan kodlanan bir proteindir (127).
Nikotinik asetilkolin ailesinin {liyelerini, hem alfa hemde beta alt birimlerinden
olusan, pentamerik kompleksler olusturur. Bu lokus, karakteristik bitisik sistein
rezidiisii iceren bir alfa-tipi alt birimini kodlar. Genin alternatif kirpilmis
transkript ~ varyantlar1  belirlenmistir. ~ Nikotinik  asetilkolin  reseptorleri
(NAChR'lerin) sinapslarda hizli sinyal iletimine aracilik eden ligand-kapili iyon

kanallarinin siiper ailesinin tiyeleridir (128).

4.6.4.2. CHRNADS (Kolinerjik Reseptor Nikotinik Alfa 5)

Bu gen tarafindan kodlanan protein, bir nikotinik asetilkolin reseptorii alt
birimidir ve sinapslarda hizli sinyal iletimini saglayan ligand kapilt iyon kanallar
stiper ailesinin de bir {iyesidir. Noronal asetilkolin reseptor alfa-5 alt-birimi,
insanlarda CHRNAS geni tarafindan kodlanir ve gen kromozom 15°te (15q24) yer
almaktadir. Bu reseptorlerin ayri, fakat benzer alt-birimlerden olusan

heteropentamerler oldugu disiiniilmektedir (127).

4.6.4.3. CHRNAT (Kolinerjik Reseptor Nikotinik Alfa 7)

Noronal asetilkolin reseptor alfa-7 alt-birimi; insanlarda kromozom 15’te
yer alan, CHRNA7 geni tarafindan kodlanan bir proteindir (129). Bu gen
tarafindan kodlanan protein, bir homo-oligomerik kanal olusturur ve kalsiyum
iyonlarina gecirgendir. Bu reseptore asetilkolin baglanmasiyla tiim alt birimler

etkilenir ve plazma zari boyunca iyon gegirgen kanalin agilmasini saglayacak
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sekilde yapisinda kapsamli bir degisiklik meydana gelir. Ayrica alternatif kirpilma

sonucunda olusan ¢ok sayida transkript varyanti tespit edilmistir (130).

4.6.4.4. CHRNAY (Kolinerjik reseptor, nikotinik alfa 9)

CHRNAO9 geni; ligand-kapili iyon kanalidir ve nikotinik asetilkolin
reseptOrii gen siiper ailesinin bir {iyesidir. Gen, homo veya hetero-oligomerik iKi
degerlikli katyon kanallarin1 olusturacak sekilde plazma membran proteinini
kodlar. Noronal asetilkolin reseptor alfa-9 alt-birimi, insanlarda kromozom 4
(4pl4.)’te loalize olan CHRNA9 geni tarafindan kodlanan bir proteindir (131,

132).

4.6.4.5. CHRNB4 (Kolinerjik reseptor, nikotinik beta 4)
Noronal asetilkolin reseptor beta-4 alt-birimi insanlarda 15. (15qg24)

kromozomda bulunan CHRNB4 geni tarafindan kodlanan bir proteindir (127).

4.6.5. Potasyum Kanallar1 (KCNE1, KCNAS5 (K,1.5), KCNK5 (K2p5.1))
KCNE1, KCNA5 (K,1.5), KCNK5 (Kp5.1); K+ kanallar1 ve CLNS1A ve

CLCN3 ( H'/CI" aligverisi transporter 3); ClI” kanallar1 fizyolojik kosullar altinda

sperm kalitesi ve sperm hacminin diizenlenmesinde etkili olan iyon kanallaridir

(133,134).

Sekil 10. Potasyum kanal monomerlerinin yanal goriiniisii (135)
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4.6.5.1. KCNE1 (Potasyum Kanali, Voltaj Kapih Altfamilya E, Diizenleyici
Beta Alt Birimi 1)

Bu gen iirlinii potasyum kanali KCNE ailesine aittir. Potasyum voltaj
kapili kanal E alt familyasinin 1.iiyesi, insanlarda 21. kromozomda (21022.12)
bulunan KCNE1 geni tarafindan kodlanan bir proteindir. KCNE1L; Kv kanal
bagimli veya B alt iinitelerinin KCNE ailesine ait bes liyesinden biridir. Ayrica
minK (minimal potasyum kanal alt birimi) olarak da bilinir. Aynm1 proteini
kodlayan alternatif kirpilmis transkript varyantlari tanimlanmistir. Voltaj-kapili
potasyum kanallar1 (Kv); hem iglevsel hem de yapisal olarak voltaj kapili iyon
kanallarinin en karmagsik sinifin1 temsil etmektedir. Potasyum iyon kanallarinin
elektrofizyolojik ve farmakolojik ozellikleri, yiiksek derecede bir c¢esitlilik
gostermektedir. Norotransmitter salinimini, kalp hizini, insiilin salgisini, néronal
uyarilabilirligi, epitel elektrolit tasima, diiz kas kasilmasi ve hiicre hacmini
diizenleme gibi fonksiyonlari mevcuttur (136).
4.6.5.2. KCNAS5 (Potasyum Kanali, Voltaj Kapih Kanal, Altfamilya A, 5.

Uyesi)

Potasyum kanallari; hem yapisal hemde islevsel agidan volta; bagiml
kanallarin en karmasik smifim1 temsil etmektedir. KCNAS5 (Kv1.5); potasyum
voltaj-kapili kanali A alt ailesinin 5. {iyesidir ve insanlarda 12. Kromozomda
(12p13) yer alan KCNAS5 geni tarafindan kodlanan bir proteindir. Bu gen
intronsuzdur ve gen kromozom 12'de KCNA1l ve KCNAG6 genleri ile
kiimelenmistir. Bu {iye, dordiinci segmentte bir shaker-tipi tekrar1 ile alti
membran gecisli alan icermektedir. Protein gecikmeli rektifayer sinifina aittir,
depolarizasyon sonrasi beta hiicrelerinin istirahat membran potansiyeline geri

donmesinde etkili olur, dolayisiyla da insiilin sekresyonunun diizenlenmesine
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katkida bulunmaktadir (137). Potasyum kanallar1, siilfoniliire oral hipoglisemik
ajanlar ve glikoza tepki olarak pankreatik beta hiicrelerinin diizenlenmesinde

onemli bir rol oynamaktadir (138).

4.6.5.3. KCNKS5 (Potasyum Kanal, iki Por Domainli K Alt Ailesinin 5. Uyesi)

Bu gen, iki gozenek olusturucu P alanlarini igeren potasyum kanal
proteinlerinin, siiper ailesinin liyelerinden birini kodlar. Potasyum kanali K alt
familyasinin 5. tiyesi, insanlarda 6. Kromozomda (6p21) yer alan KCNK5 geni
tarafindan kodlanan bir proteindir.

Potasyum kanallar1 hemen hemen tiim canli hiicre membranlarinda yer
alirken, potasyum iyon akimi noronal uyarilma, kas kasilmasi, hacim
diizenlenmesi ve hormon sekresyonu gibi bircok hiicresel fonksiyonun
kontroliinde yer alir. Bu genin transkripti kortikal distal tiibiiller ve bobrek
toplama kanallarinda baskin bir sekilde eksprese olmaktadir. Protein, digsal pH
degerine son derece duyarlidir ve bu durum bdbrekte potasyum tasinmasinda

onemli bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir (139-141).

4.6.6. Kloriir Kanallar1 (CLCN3, CLNS1A)

Kloriir kanallari; iyon kanallarinin tam olarak anlasilamamus bir siiper
ailesidir. Voltaj bagimli ve ligand-kapili kanallarin cesitli aileleri insanlarda
karakterize edilmistir. Voltaj-kapilt kloriir kanallarinin; pH regiilasyonu, hacim
homeostazisi, organik ¢Oziinmiis madde tasinmasi, hiicre gogili, hiicre
proliferasyonu ve farklilagmasini igeren cesitli fizyolojik ve hiicresel rolleri

belirlenmistir (142).
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4.6.6.1. CLCN3 (Voltaja Duyarh Kloriir Kanal 3)

CLCN3 geni; voltaj bagimli kloriir kanali (CIC) ailesinin bir {iyesini
kodlar. Voltaja duyarh kloriir kanal1 3, insanlarda 4. kromozomda (4g33) yer alan
CLCN3 geni tarafindan kodlanan bir proteindir. Kodlanan protein tiim hiicre
tiplerinde mevcuttur ve plazma zarlarinda ve hiicre i¢i vezikiillerde lokalizedir.
Protein bir CIC domaini ve iki ek C-terminali CBS (sistatiyonin beta-sintaz)
domaini igeren c¢ok-gecisli bir membran proteinidir. CIC domaini; hiicre zarlar
arasinda CI” iyonlarinin segici gegisini kataliz eder ve CBS domaini bir regiilator
fonksiyonuna sahip olabilir. Bu protein, hem asidifikasyon ve GABA benzeri
sinaptik vezikiillerin transmitter yiliklenmesinde hem de diiz kas hiicre
aktivasyonu ve neointima olusumunda rol oynar. Bu protein, lizofosfatidik asit
(LPA)- aktiviteli C1 akim1 aktivitesi ve fibroblasttan miyofibroblast farklilagsmasi
icin gereklidir. Protein aktivitesi, glioma hiicrelerinde Ca*? / kalmodulin bagimli
protein kinaz II (CaMKII) tarafindan diizenlenir. Farkli izoformlarin1 kodlayan

birden fazla alternatif kirpilmis transkript varyantlari tanimlanmistir (143,144).

4.6.6.2. CLNSI1A ( Niikleotid Duyarh Kloriir Kanal 1A)

Metilozom alt birimi pICIn; insanlarda 11. kromozomda (11913.5-q14) yer
alan CLNS1A geni tarafindan kodlanan bir proteindir. Bu gen, ¢esitli diizenleyici
yolaklarda fonksiyon goren bir proteini kodlar. Kodlanan protein pek ¢ok sitosolik
protein ile kompleks olusturur ve kii¢lik niikleer riboniikleoprotein biyosentezi,
trombosit aktivasyonu ve hiicre iskeleti organizasyonun diizenlenmesi de dahil
olmak iizere gesitli fonksiyonlar1 yerine getirir. Proteinin ayn1 zamanda bir kloriir

akim regiilatorii gibi fonksiyon goren plazma membrani ile iligkili oldugu
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bulunmustur. Farkli izoformlarimi kodlayan ¢esitli transkript varyantlari, bu gen

icin tespit edilmistir (145).

Carbohydrate

LR R R IR ..; £ JC JC 8 X % L K
M M T

Sekil 11. Klorid iyon kanal1 (146).

Anguita ve dig. (1995) bir insan okiiler siliyer epitel hiicre cDNA
kiitliphanesinden kloriir kanali I (Cln) kodlayan yeni bir gen klonladilar. Tahmin
edilen protein 4 farazi transmembran domain i¢ermektedir (145). Northern blot
analizi ile Nagl ve dig. (1996) genin c¢esitli insan dokularinda yaklasik olarak 1,7
kb ileti olarak eksprese oldugunu belirlemislerdir ve CLNS1A geninin genomik
DNA’simi1 klonlayip genin genomunun 19 kb kapsayan ¢ok sayida ekson igerdigini

gosterdiler (147).
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Head
Catsper3 (m)
Catsper4 (m)
Cav1.2 (m)
Cav2.1 (m)
Cav2.2 (m)
Cav2.3 (h, m, su)
Cav3d.1 (h, m)
Cav3.2 (h, m)
Cav3.3 (h)
TRPC1 (h)
TRPC2 (m)
TRPC3 (h)
TRPCA4 (h)
TRPCS (h)
IPaR (b, d, ha, h, m, r, su)
RyR3 (m)
Kir.2 (m)
Kv1.1 (m)
Kv1.2 (m)
Sur1{m)
SENaC (m)
aGABALR (h)
B3GABA,R (r)
nACHR (a7) (h)
GlyR (pig, m)

Flagellum principal piece
Catsper1 (m)
Catsper2 (m)
Cav1.2 (h, m,su)
Cav2.2 (m)
Cav2.3 (m, su)
Cav3.1 (h, m},
Cav3.2 (h, m)
Cav3.3 (m)
IP3R (su)
Kv1.2 (m)
Kv3.1 (m)
K2p5.1(h)
CNGAS3 (b)
CNGB1 (b)
TRPC1 (h, m)
TRPC3 (m)
TRPC4 (h)
TRPCE (h)
RyR3 (m)
Sur2 (m)
HCN1 (su)
HCN2 (su)

CLCN3 (h)

Connecting piece
TRPCS (h, m)
IP3R (b, ha, h, r)
Kir3.1 (m)

Flagellum midpiece
Catsper2 (m)
Cav1.2 (h)
Cav2.1 (m)
Cav2.3 (h, m)
Cav3.1 (h, m)
Cav3.2 (h)
Cav3.3 (h, m)
CNGA3 (b)
TRPC1 (m)
TRPC3 (h, m)
TRPC4 (h)
TRPCE (h, m)
Kirg.1 (m)
Kir6.2 (m)
Kv1.1 (m)
Kv1.5 (h)
Suri (m)
oENaC (m)
nAchR(a3) (h)
nAchR{a5) (h)
nAchR(a9) (h)
nAchR(p4) (h)
CLCN3 (h)

: bovine, d: dog, h: human, ha: hamster,
ral, su: sea urchin

b
m: mouse, r

Sekil 12. Insan ve fare sperminde bulunan iyon kanallarin lokalizayonu (148).
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Farkli iyon kanallarinin 6zeti ve iyon kanallarmin spermde alansal
dagilimi, belirtilen bolgelerde immiinolokalize olan kanallari i¢erir. Bu kanallarin
birgogunun varligina dair kanitlar RT-PCR, in situ hibridizasyon ve western blot
teknikleriyle elde edilmistir.

Su ana kadar yapilan pek ¢ok c¢alismada iyon kanallarinin, insan sperm
hiicrelerinde varlig1 gosterilmis ve bu kanal inhibitorlerinin spermin fizyolojik
aktiviterleri lizerine ¢esitli olumlu ya da olumsuz etkilerinin oldugu belirlenmistir
(148). Ancak su ana kadar sperm anormalilerine sahip erkeklerden elde edilen
semen Orneklerinde; iyon kanal mRNA ifadelerinin arastirildigi ¢alismalara
rastlanmamistir. Calisgmamizda sperm anormalisi gosteren infertil erkek bireylerin
semen Orneklerinde; yukarida detayli bir sekilde agiklanan kalsiyum, potasyum,
klor ve  GABA iyon kanal mRNA ifadelerinin, saglikli normozoospermik
kontrolle karsilastirilarak arastirilmasi ve iyon kanal mRNA ifadelerinin; sperm
anormalilerinin olusum siireglerinde meydana gelen anormalilerin olusuma

muhtemel katkisnin ortaya ¢ikarilmasi amaglanmstir.
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5. GEREC VE YONTEMLER

5.1. Hastalarin Secimi

Firat Universitesi Tip Fakiiltesi etik kurulunca onaylanan calismada,
Haziran 2014-Haziran 2015 arasinda Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Uroloji AD, Androloji ABD’na infertilite nedeni ile basvuran hastalar calismaya
alimmisgtir. Calismaya aile Gykiisii ve genetik profili normal olan ve varikoseli
olmayan hastalar dahil edildi.

Hastalar degerlendirilirken anamnezde yas, primer veya sekonder infertil
olup olmadigi, herhangi bir korunma yontemi kullanip kullanmadigi, eger
kullanildiysa ne kadar siire ile kullanildig, cinsel iliski siklig1 ve ailede infertil
bireyler olup olmadigi, sigara, kabakulak, orsit, prostatit epididimit Oykiisii, bu
zamana kadar herhangi bir yardimci tireme teknigi uygulanip uygulanmadigi
sorgulandi. Fiziki muayenede testis hacmi, skrotum, epididim, vaz deferens ve
varikosel muayenesi yapildi. Laboratuvar muayenesinde total testosteron, FSH,
LH ve prolaktin seviyelerine bakildi. Semen parametreleri anormal olan hastalara
bir ay ara ile en az iki defa spermiogram tahlili yapildi.

Calismaya dahil edilen 120 hasta Avrupa Uroloji Dernegi 2015 yili erkek
infertilitesi guideline’na uygun olarak birbirine sayica esdeger 5 gruba ayrildi.

1) Normozoospermi (kontrol grubu) (n=30)

2) Oligozoospermi (n=30)

3) Astenozoospermi (n=30)

4) Teratozoospermi (n=30)

5) Oligoastenoteratozoospermi (n=30)
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5.2. iyon Kanallarim Tespit Etmede Kullanilan Aletler

-20°C derin dondurucu: Argelik, Tiirkiye

-80°C derin dondurucu: Nuaire, Meksika

Etiiv: Gallenkamp, Economy Incubator Size, Ukrayna

Falkon Tiip: Corning® 430766, 15 mL Centri fiige Tube, Meksika
Mini Plate Spin: Labnet C1000, ABD

Otomatik Pipetler: Socorex, Acura 825,Switzerland, Isvigre

PZR ve Qubit tiipleri (0,6ml): Neptune, Katalog: 3737.S.X,Biotix
Laboratory Media, Ingiltere

Plate Yapistirict: AB Applied Biosystems, MicroAmp, Optical
Advesive Film, ABD

Plate: AB Applied Biosystems, MicroAmp, Fast Optical 96-Well
Reaction Plate With Barcode (0,1 mL), Singapur

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR): Biometra, Almanya

Qubit® 2,0 Fluormeter: Invitrogen by life teknotologies, Avusturalya
Real Time- PCR: AB Applied Biosystems, ABI Prism 7500 Fast Real
Time PCR Instrument, Foster City, CA

Santrifiij: Sigma, Almanya

Spin: Labnet International, Katalog No:C1031B-230V, Kore

Vorteks: Elektro-Mag, Tiirkiye

5.3. Iyon Kanallarim Tespit Etmede Kullanilan Kimyasal Maddeler

cDNA Kiti: AB Applied Biosystems, High- Capacity cDNA Reverse

Trancription Kits, Part N0:437522 REVB, Foster City, CA
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e 5 x HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix Plus (ROX): Solis
Biodyne, Riia 185a, 51014 Tartu, Estonia

e Temizleme Soliisyonu: Bioshop, Nuclease Removal Reagent (500
mL), Kanada

e Tri Reagent, Molecular Research Center, Cat No: TR 118,

Montgomery Road Cincinnati, OH, USA

5.4. Iyon Kanallarim Tespit Etmede Kulllamilan Yéntemler
5.4.1. Total RNA izolasyonu

Donuk haldeki 6rnekler eritildi ve 5 dakika 5000 g’de 4 °C’de santrifiij
edildi. Siipernatant kismu atildi ve pelleti 1 ml %0,5 Triton-X’de ¢ozildii.
Ornekler somatik hiicrelerin lizisi i¢in buzda 10 dakika bekletildi. 5 dakika
5000g’de 4 °C’de santrifiij ile hipotonik/Triton-X soliisyonu atildi ve pellet PBS
ile yikand1. Ornekler 108 hiicreye 1 ml olacak sekilde Trizol’de ¢oziildii. Soliisyon
30G igne aracilig1 ile 3 defa g¢ekilip birakildi ve 30 saniye kuvvetlice vortexlendi.
Sonra 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Homojenize 6rnekleri 12.000g’de
10 dakika 4 °C’de santrifiij edildi ve siipernatant alindi. Son olarak 200 ul
kloroform eklendi. Ornekler 30 saniye vortexlendi ve 5 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildi. 12.000g, 15 dakika, 4 °C’de santrifiij edildi. Olusan fazlardan sulu
faz yeni tiipe aktarildi ve ayni1 miktarda izopropanol, 10°’da 1’1 kadar 3M
amonyum asetat ve 1 ul glikojen eklendi. Ornekler 30 dakika oda 1s1sinda inkiibe
edildi ve 20.000g, 30 dakika, 4 °C’de santrifiij edildi. Siipernant atild1 ve pellet
%75 etanol ile yikandi. Ornekler 12.000g, 5 dakika, 4 °C’de santrifiij edildi.
Etanol atild1 ve pellet oda 1s1sinda kurutuldu. 20 pl suda ¢oziildii ve 15 dakika 58

°C’de 151 uygulandi.
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5.5. Spektrofotometrik RNA Ol¢iimii

RNA 6l¢iimii i¢in Qubit® RNA Assay Kit For Use With The Qubit® 2.0
Fluorometer (invitrogen/Molecular Probes) kullanildi. . isleme ge¢cmeden once
DNAaz-RNAaz igermeyen steril su ile kor oOl¢iim yapildi. BioSpec-nano
(Shimadzu) cihazinin 6l¢lim alanina 1 pl RNA konularak RNA miktar1 ng/ul
olarak Olciildii. Bu islem her bir 6rnek i¢in tekrarlandi. cDNA sentezi i¢in RNA
miktarlarin esitlenmesi amaciyla okunan en diisiik RNA degeri standart olarak

alindi.

5.6. Komplementer DNA Sentezi
5.6.1. Kullanmilan Cozeltiler ve Geregler
High- Capacity cDNA Reverse Trancription Kiti: Kit iginde 10X RT
Buffer, 25XdNTP mix, 10XRT Random Primers, MultiScribe™Reverse
Transcriptase hazir halde bulunmaktadir.
PCR Cihazi
500/1500 pl Ependorf Tiip

Niikleaz Igermeyen Steril Su

5.6.2. Komplementer DNA Sentezi

CcDNA sentezi i¢in RNA o6rneklerinden 10 ul kullanilarak cDNA sentezi
toplam 20ul hacim iizerinden gercgeklestirildi. Sentez i¢in 10ul RNA 6rnegi, 2 pl
10XRT buffer, 2 ul 10XRT random primer, 0.8 pl 25XdNTP mix, 4.2 pl niikkleaz
icermeyen su ve en son olarak 1pl MultiScribe™Reverse Transcriptase enzimi
kullanildi. Ornekler termal dongii cihazina yerlestirildi. 25°C’de 10 dk, 37°C’de
120 dk, 85°C’de 5 dk ve 4°C’de oo olacak sekilde cihazda bekletildi. Olusan

cDNA oOrnekleri -80°C’de saklanda.
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Tablo 4. cDNA karisim miktari

Bilesik Hacim (ul) Katalog No
10X RT Tamponu 2.0 4319981
25X dNTP karisima (100mM) 0.8 4367381
MultiScribe™Revers Transkriptaz 1.0 4319983
10XRT Random Primer 2.0 4319979
Niikleaz icermeyen H,O 4.2

Reaksiyon toplam 10.0

Tablo 5. cDNA sentezi i¢in uygulanan PZR programi

PZR 1.Adim 2. Adim 3. Adim 4. Adim
Sicakhik 25°C 37°C 85°C 4°C
Zaman 10 dk 120 dk 5dk o0

5.7. Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile cDNA Amplifikasyonu
Revers transkripsiyon ile elde edilen cDNA’lar sekans spesifik primerlerin
varhginda Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ile amplifiye
edildi. Genlerin ifadelerinin belirlenmesi i¢in tabloda verilen primerler kullanildi.
Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH (Qiagen (Kat. No: OT00079247)),
Realtimeprimers Gen Panelinde yer alan CACNA1C, CACNA1B, CACNALE,
CACNA1G, CACNA1H, CACNALI, TRPC1, TRPC3, TRPC4, TRPC6, TRPVG,
aGABAAR, IPsR, CHRNA3 CHRNA5, CHRNA7, CHRNA9, CHRNB4,
CLNS1A, KCNE1, KCNA5, KCNKS5, CLCN3 genlerinin ekspresyonlari
belirlendi. Gen ekspresyonlar1 arasindaki farkliliklarin hesaplanmasinda 2 AacT

metodu kullanildi.
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Real Time PCR 3 tekrarli olarak gergeklestirildi. RT-PCR Plate
hazirlanirken cDNA 6rneklerinde her bir kuyucuga 1ul kondu. Her bir 6rnek icin
2 ul gPCR mix, 1 pl primer ve 6 ul DNAaz ve RNAaz igermeyen steril su olacak
sekilde ornek sayisina gore hesaplanan bilesen miktarlar1 ependorflara kondu ve
vortekslendi. Plate’deki cDNA Orneklerinin iizerine 9 pl hazirlanan karisimdan
birakilarak plate’in tlizeri optik yapistirict filmle kapatildi. Plate Orneklerin
tamamen dibe ¢okmesi ve olusan kabarciklarin yok edilmesi amaciyla Mini plate
spin cihazinda 1 dakika santrifiij edildi.

Tablo 6. RT-PCR igin her bir kuyucuga konan bilesikler

Bilesikler Hacim(ul)X Ornek Sayisi
cDNA 1.0

Primer 15

gPCR Mix 2.0

Niikleaz icermeyen H,O 6.0

Toplam 10.0

Gen ekspresyon seviyeleri, Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR
sistemi ile Olciildi. Calismada GAPDH kontrol gen (housekeeping) olarak
kullanildi. Is1 kosullar1 1 kez 95 °C'de, 15 dk ve 40 kez 95 °Cde 15 sn, 60 °C'de

30 sn, 72 °C'de 30 sn olacak sekilde ayarlandi.
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Tablo 7. Uygulanan RT-PCR programi1

Dongii Basamag Sicakhik Zaman Dongii Sayisi
Baslangic¢ aktivasyonu 95°C 15 dk 1
Denatiirasyon 95°C 15sn

Annealing 60°C 30 sn 40
Uzama 72°C 30 dk

5.8. Istatistiksel Degerlendirme

Bu tez calismasinda istatistiksel degerlendirme; Firat Universitesi Lisansl
(193.255.124.131) IBM SPSS 22.0 paket program kullanilarak yapilmistir.
Gruplar arasindaki gen ifade diizeyleri ve demografik veriler arasindaki
farkliliklarin  belirlenmesinde Student’s t testi kullanildi. Veriler arsindaki
korelasyonlarin belirlenmesinde Pearson korelasyon analizi uygulandi. Istatiksel

degerlendirmede p<0.05 degeri anlamli olarak kabul edildi.
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6. BULGULAR

Calisma grubunu olusturan 150 olgunun yas araligi 19 ile 55 yil olup yas
ortalamas1 32,7+6,7 yil; sperm sayis1 ortalamasi 40,4+31,5 milyon; FSH
ortalamasi 5,6+3,6 mIU/ml; LH ortalamas: 4,5+2,4 mIU/ml; total testosteron
ortalamas1 409,5+£149,7 ng/dl; PRL ortalamas1 8,4+3,8 ng/ml; Kruger ortalamas1
3,0+1,5; motilite ortalamas1 34,3+13.5 idi. Tablo 8’de ¢alisma gruplarinin ¢esitli
Ozellikleri ve laboratuar bulgulari belirtilmistir.

Kontrol grubu ile astenozoospermi grubunun karsilastirillmasinda FSH ve
LH diizeylerinde negatif anlamlilik, Kruger ve morfoloji diizeylerinde pozitif
anlamlilik bulundu (p<0,05). Kontrol grubu ile oligozoospermi grubunun
karsilastirilmasinda sperm sayis1 ve Kruger diizeylerinde pozitif anlamlilik, FSH
ve LH diizeylerinde negatif anlamlilik bulundu (p<0,05). Kontrol grubu ile
oligoastenoteratozoospermi grubunun karsilastirilmasinda sperm sayisi, Kruger ve
morfoloji diizeylerinde pozitif anlamlilik, FSH ve LH diizeylerinde negatif
anlamlililk  bulundu (p<0,05). Kontrol grubu ile teratozoospermi grubunun
karsilagtirilmasinda sperm sayisi ve Kruger diizeylerinde pozitif anlamlilik, FSH
ve LH diizeylerinde negatif anlamlilik bulundu (p<0,05). Astenozoospermi ile
oligozoospermi gruplarinin karsilastirilmasinda sperm sayist diizeyinde pozitif
anlamlilik ve morfoloji diizeyinde negatif anlamlilik bulundu (p<0,05).
Astenozoospermi ile oligoastenoteratozoo spermi gruplarininin ~ karsilagtirilma-
sinda sperm sayisi, Kruger ve motilite diizeylerinde pozitif anlamlilik bulundu
(p<0,05). Astenozoospermi ile teratozoospermi gruplarinin karsilastirilmasinda
Kruger diizeylerinde pozitif anlamlilik ve motilite diizeyinde negatif anlamlilik

bulundu (p<0,05). Oligozoospermi ile oligoastenoteratozoospermi gruplari
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karsilastirildiginda sperm sayisi diizeyinde negatif anlamlilik, Kruger ve motilite
diizeylerinde pozitif anlamlilik bulundu (p<0,05). Oligozoospermi ile
teratozoospermi gruplart karsilastirildiginda sperm sayisi diizeylerinde negatif
anlamlilik, FSH ve Kruger diizeylerinde pozitif anlamlilik bulundu (p<0,05).
Oligoastenoteratozoospermi ile teratozoospermi gruplar1 karsilastirildiginda
sperm sayist, Kruger diizeylerinde pozitif anlamlilik ve motilite diizeyinde negatif
anlamlilik bulundu (p<0,05).

Iyon Kanal Gen ifadeleri, Biyokimyasal Ve Spermigram Verilerinin
Korelasyon Analizi

Tablo 8. Lineer korelasyon analizi

Gene Name FSH LH Prolactin Testesterone Sperm Count Progresive Kruger
(x106 /ml) Motility (%)
CACNA1B 0,123 -0,004 0,077 0,077 -0,287** -0,521 -0,273**
p=0,288 p=0,973 p=0,513 p=0,514 p=0,001 p=0,001 p=0,003
CACNALE 0,094 0,042 -0,21 -0,119 -0,14 -0,339** 0,11
p=0,417 p=0,723 p=0,072 p=0,314 p=0,119 p=0,000 p=0,236
CACNA1LG 0,265* 0,108 -0,074 -0,134 -0,327** -0,41** -0,212*
p=0,021 p=0,359 p=0,533 p=0,256 p=0,000 p=0,000 p=0,021
CACNAIH 0,076 -0,073 0,004 -0,005 -0,037 0,223 0,116
p=0,514 p=0,536 p=0,973 p=0,964 p=0,678 p=0,015 p=0,210
CACNAL1I 0,198 -0,095 -0,139 0,023 -0,136 -0,085 0,088
p=0,087 p=0,419 p=0,239 p=0,848 p=0,13 p=0,356 p=0,342
TRPC1 0,243* -0,029 -0,002 0,098 0,0320** 0,507** 0,033
p=0,034 p=0,804 p=0,988 p=0,407 p=0,000 p=0,000 p=0,724
TRPC3 0,018 -0,113 -0,082 0,087 0,000 0,111 0,267**
p=0,878 p=0,340 p=0,485 p=0,461 P=0,997 p=0,229 p=0,003
TRPC6 0,061 -0,033 -0,251* -0,076 -0,091 -0,289 0,074
p=0,602 p=0,781 p=0,031 p=0,522 p=0,312 p=0,001 p=0,426
TRPV6 0,194 0,056 -0,12 -0,205 -0,288 -0,156 -0,03
p=0,094 p=0,638 p=0,31 p=0,079 p=0,001 p=0,091 p=0,745
CHRNA3 0,016 -0,082 0,115 0,054 -0,001 0,578** 0,335**
P=0,891 P=10,486 P=0,329 P=0,650 P=10,992 P=0,000 P=0,000
CHRNAS -0,020 -0,122 -0,048 0,177 -0,079 0,304* 0,077
p=0,865 p=0,299 p=0,687 p=0,132 p=0,380 p=0,01 p=0,406
CHRNA9 0,085 -0,177 -0,19 -0,17 -0,129 -0,091 0,249**
p=0,466 p=0,131 p=0,106 p=0,555 p=0,151 p=0,324 p=0,007
CHRNB4 0,054 0,077 0,131 -0,110 -0,124 0,465 0,076
p=0,642 p=0,517 p=0,267 p=0,349 p=0,166 p=0,000 p=0,415
KCNA5 0,183 0,122 -0,112 -0,043 -0,226* -0,360** -0,390**
p=0,114 p=0,3 p=0,341 p=0,715 p=0,011 p=0,000 p=0,000
KCNE1 0,108 0,227 -0,184 -0,153 -0,223* -0,324** 0,004
p=0,352 p=0,052 p=0,117 p=0,193 p=0,012 p=0,000 p=0,964
KCNK5 0,078 0,088 -0,194 -0,043 -0,163 -0,229* -0,144
p=0,504 p=0,458 p=0,098 p=0,719 p=0,068 p=0,012 p=0,12
CLNS1A 0,134 0,046 -0,169 -0,095 -0,266* -0,22* -0,237*
p=0,25 p=0,699 p=0,151 p=0,42 p=0,003 p=0,016 p=0,01
CLCN3 0,098 0,031 0,055 0,020 -0,165 0,492 0,056
p=0,397 p=0,795 p=0,640 p=0,863 p=0,066 p=0,000 p=0,55
GABAla 0,247* 0,028 -0,116 0,123 -0,247** -0,309** -0,201**
p=0,032 p=0,815 p=0,325 p=0,297 p=0,005 p=0,001 p=0,029
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Tablo 8’te alt gruplara boliinmeden tiim katilimcilarda lineer korelasyon
analizi sonuglarin1 vermistir. Analiz edilen tiim hasta gruplarinda FSH diizeyleri
ile CACNA1G, TRPC1, GABAla arasinda yiiksek korelasyon belirlendi (p
<0,05). TRPC6 mRNA diizeyleri ve prolaktin diizeyleri istatistiksel olarak anlamli
pozitif korelasyona sahiptir (p <0,05). Ozellikle CACNAIB, CACNAIG,
TRPV6, KCNAS, KCNE1, GABAla ifade seviyeleri ve sperm sayisi arasinda
anlamli bir negatif korelasyon bulundu(p <0,05). Bununla birlikte, TRPC1 mRNA
diizeyleri ve sperm sayist pozitif korelasyona sahiptir (p <0,05). CACNAI1B, E, G
ve progresif motilite ekspresyon seviyeleri arasinda da ters bir iliski bulundu (p
<0,05). CACNA1H, TRPC1, CHRNA3, CHRNA5, CHRNB4, CLCN3 ve
progresif motilite arasinda pozitif bir korelasyon tespit edildi (p <0,05). Kruger ile
CACNAI1B, CACNAI1G, CLNS1A, GABAla arasinda pozitif bir korelasyon
tespit edilirken TRPC3, CHRAO negatif korelasyon tespit edildi (p <0,05).

Tablo 9’da lineer korelasyon istatistikleri icin alt grup analizleri
yaptigimizda, alt gruplara ayrilmaksizin tiim katilimcilarda belirgin bir istatistik
bulunamadi. Ancak, alt gruplarin korelasyon sonuglarina gore farkli laboratuar ve
biyokimyasal bulgular ile iyon kanali mRNA ekspresyonlar1 arasindaki iligki

gosterildi. Sonuglar Tablo 9'da gosterildi.
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Tablo 9. Farkli laboratuar ve biyokimyasal bulgular ile iyon kanali mRNA

ekspresyonlari arasindaki iligki

GRUPLAR Gen / Parametre r / p degeri
Cacnalh / sperm sayisi r: 0,427
p: 0,015
Chrna5/ LH r: -0,577
p: 0,019
TRPC3/LH r:- 0,559
Kontrol p: 0,024
TRPV6/TT r: -0,613
p: 0,012
Chrna9/Motilite r: 0,427
p: 0,017
Clnsla/Kruger r: -0,391
p: 0,027
CLCN3 / Sperm sayisi rr 0,411
Oligozoospermi p: 0,03
Chrna9/LH r: 458
p: 0,049
Chrna5/TT r: 0,595
p: 0,032
Astenozoospermi TRPV6 / Motilite r:-0,452
p: 0,046
Kcna5 / Motilite r: -0,442
p: 0,050
Kcna5 / Prolaktin r: -0,630
p: 0,021
Cacnalh / Motilite r: 0,573
p: 0,032
Teratozoospermi TRPC1/FSH r: 0,586
p: 0,036
TRPV6 / Motilite r: -0,488
p: 0,072
CLCN3/ Kruger r: -0,406
Oligoastenoteratozoospermi p: 0,023
TRPC3 / Kruger r: -0,498
p: 0,004

& diger gruplarla kontrol grubunun anlamliligini, # diger gruplarin
oligozoospermi grubuyla anlamliligini, § diger gruplarla astenospermi grubunun
anlamliligmi ve € teratozoospermi grubuyla oligoastenoteratozoospermi grubu

arasindaki anlamlig1 gostermektedir.
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RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan calismamizda CACNAIB gen
ekspresyonu oligospermi grubunda kontrole gore belirgin diizeyde artarken

astenospermi grubunda azalmistir ve diger gruplarda ise anlamli bir degisiklik

olmadig tespit edildi.
CACNA1B
16
&
14
£
-~
= 10
=
-
é 8
=
E 6
-
=
= ° #
b 2 & 8 #
# §
. — — o
K o A T OAT

-2

Sekil 13. CACNA1B Gen Ekspresyonu

RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan c¢alismamizda CACNAIE gen
ekspresyonunun kontrol grubuna goére oligoastenoteratospermi grubunda arttigi,

teratospermi grubunda azaldigi ve diger gruplarda ise anlamli bir degisiklik

olmadigi tespit edildi.

CACNA1E 2
= #
8§
€
. 28
=
-~
Z
E 1,5
=
=
=
<
< -
<o
0,5
o
K o A T OAT

Sekil 14. CACNALE Gen Ekspresyonu
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RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan c¢alismamizda CACNAIG gen
ekspresyonunun oligospermi, astenospermi ve teratospermi gruplarinda kontrol

grubuna gore azaldigi, oligoastenoteratospermi grubunda ise anlamli bir degisiklik

olmadig tespit edildi.
CACNA1G

1,4
g 1,2
=
= €
_—
= &
% 0,8
()
2 0,6 &
g &
- #
o 04

) i

o T T T i

K o A T OAT

Sekil 15. CACNALG Gen Ekspresyonu

RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan ¢alismamizda CACNA1H gen
ekspresyonunun kontrol grubuna goére oligospermi, astenospermi ve
oligoastenoteratospermi gruplarinda arttig1 ve teratospermi grubunda ise anlamli

bir fark olmadig tespit edildi.

CACNA1H

10

Mt p

CACNAIH mRNA kat artist

&

#
2 . :
o A T

K

OAT

Sekil 16. CACNA1H Gen Ekspresyonu
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RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan ¢alismamizda CACNAII gen
ekspresyonunun oligoastenoteratospermi grubunda kontrol grubuna gore arttigi,
oligospermi, astenospermi ve teratospermi gruplarinda ise anlamli bir degisiklik

olmadig tespit edildi.

CACNA1I §

2

1,8

€

1,6
1,4
1,2

1
0,8
0,6
0,4
0,2

K o A T o

o
AT

CACNA1ImRNA kat arfig

Sekil 17. CACNALI Gen Ekspresyonu

RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan c¢alisjmamizda CHRNA3 gen
ekspresyonunun  kontrol grubuna gore oligospermi, teratospermi ve
oligoastenoteratospermi gruplarinda arttig1, astenospermi grubunda ise anlamli bir

degisiklik olmadig tespit edildi.

35 CHRNA3
30 &
5‘ 25
=
=
= 20
-1
E 1s &
2 # &
= § #
B §
5
#
K o A T OAT

Sekil 18. CHRNA3 Gen Ekspresyonu
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RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan c¢alisjmamizda CHRNAS gen

ekspresyonunun kontrol grubuna gdre tiim gruplarda arttig1 tespit edildi.

- CHRNAS
&

10
=
< 8
=
-
-t
w, #
= §
Z - 8
= &
(5] # #

i |

K o A T OAT

Sekil 19. CHRNAS Gen Ekspresyonu

RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan c¢alismamizda CHRNA9 gen
ekspresyonunun oligoastenoteratospermi grubunda kontrol grubuna gore arttigi,

oligospermi, astenospermi ve teratospermi gruplarinda ise anlamli bir degisiklik

olmadigi tespit edildi.
&
CHRNA9 §
€
£
3
,E: 1,5
=
=
2 2
:
0,5
o T T T T
K o A T OAT

Sekil 20. CHRNA9 Gen Ekspresyonu
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RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan ¢aligmamizda CHRNB4 gen

ekpresyonun kontrol grubuna gore oligospermi ve teratospermi gruplarinda arttigi,

oligoastenoteratospermi ve astenospermi gruplarinda ise anlamli fark olmadigi

tespit edildi.

8 CHRNB4

5 8
£
-
E s
-
% s &

#
2, §
E #
[ S
Il : .
K o A T OAT

Sekil 21. CHRNB4 Gen Ekspresyonu

RT-PCR

teknigi  kullanilarak  yapilan c¢aligmamizda TRPC1 gen

ekspresyonunun kontrol grubuna gore oligospermi ve teratospermi gruplarinda

artt1g1, astenospermi grubunda azldigir ve oligoastenoteratospermi grubunda ise

anlamli fark olmadig: tespit edildi.

10

TRPC1 mRNA kat artig

TRPC1
&
&
#
8 #
8
&
1 4
_—
K o A T OAT

Sekil 22. TRPC1 Gen Ekspresyonu
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RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan ¢alismamizda TRPC3 gen
ekpresyonun  kontrol  grubuna  gdére oligospermi, astenospermi  ve

oligoastenoteratospermi gruplarinda arttigi, teratospermi grubunda ise anlamli
fark olmadig: tespit edildi.

TRPC3

12

10

&
@ &
#
IIII ;
K o A T

Sekil 23. TRPC3 Gen Ekspresyonu

TRPC3 mRNA Kat artigi

N

OAT

RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan calismamizda TRPC6 gen
ekspresyonunun oligoastenoteratospermi grubunda kontrol grubuna gore arttigi,

diger gruplarda ise anlamli bir fark olmadig1 tespit edildi.

TRPC6

2,5

&
n

»

TRPC6 mRNA kat artisi

o
)

o
A T OAT

Sekil 24. TRPC6 Gen Ekspresyonu
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RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan calismamizda TRPV6 gen
ekspresyonunun astenospermi grubunda azaldigi, diger gruplarda ise anlaml1 fark

olmadig tespit edildi.

TRPV6

1,4

12

08
o, &
0,
o,
K o A T OAT

"

o

>

TRPV6 mRNA kat artigi

N

o

Sekil 25. TRPV6 Gen Ekspresyonu

RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan ¢alisjmamizda CLNSIA gen
ekspresyonunun teratospermi grubunda kontrol grubuna gore azaldigi, diger

gruplarda ise anlaml1 bir degisiklik olmadig tespit edildi.

25 CLNS1A
2
= €
£
-
Eas
Z
g
-
—
Z
y— &
= #
0,5 §
o ' -
K o A T OAT

Sekil 26. CLNS1A Gen Ekspresyonu
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RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan c¢alismamizda GABAla gen

ekspresyonunun teratospermi grubunda kontrol grubuna gore azaldigi,
oligospermi, astenospermi ve oligoastenoteratospermi gruplarinda ise anlamli bir

degisiklik olmadigi tespit edildi.

1,6
GABAla

€
1,4
1,2
Z 3
=
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=
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E 0,6
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K o A T OAT

Sekil 27. GABA1a Gen Ekspresyonu

RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan ¢alismamizda KCNAS gen
ekspresyonunun teratospermi grubunda kontrol grubuna gore azaldigi,

oligospermi, astenospermi ve oligoastenoteratospermi gruplarinda ise anlamli bir

degisiklik olmadig1 tespit edildi.

4 KCNAS
1,2
= 2 €
£
E—<“ 0,8
= &
2 0,6 #
=, 8
= oa
0,2
(o]
T o

K o

Sekil 28. KCNAS5 Gen Ekspresyonu
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RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan ¢alisjmamizda KCNE1 gen

ekspresyonunun teratospermi grubunda kontrol grubuna gore azaldigi,

oligospermi, astenospermi ve oligoastenoteratospermi gruplarinda ise anlamli bir

degisiklik olmadig tespit edildi.

1.6 2
KCNEL1L
1,4
1,2
1
- e
0.6
0,4
0,2
K o A T o

Sekil 29. KCNE1 Gen Ekspresyonu

KCNE1 mRNA Kat artigi

RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan c¢alismamizda KCNKS5 gen
ekspresyonunun oligospermi grubunda kontrole gore azaldigi, diger gruplarda ise

kontrol grubuna gére anlamli bir degisiklik olmadig: tespit edildi.

KCNKS5

I | I
K o A

Sekil 30. KCNK5 Gen Ekspresyonu
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RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan c¢alismamizda CLCN3 gen
ekspresyonunun  kontrol grubuna gore oligospermi, teratospermi  ve

oligoastenoteratospermi gruplarinda arttig1, astenospermi grubunda ise azaldigi

tespit edildi.
CLCN3
35
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Sekil 31. CLCN3 Gen Ekspresyonu
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7. TARTISMA

Reprodiiktif cagdaki ciftlerin bir kismi istemeleri ve bir yil korunmasiz
cinsel yasama ragmen ¢ocuk sahibi olamamaktadir (1). Erkek faktorlii infertilite;
genetik faktorler, immiinolojik, iatrojenik, sistemik, endokrin nedenler, idiopatik
oligozoospermi, idiopatik astenozoospermi, idiopatik teratozoospermi, obstriiktif
kriptozoospermi, obstriktiif azoospermi, idiopatik azoospermi gibi etyolojik
gruplara ayrilmistir. Ayrica bazi hasta gruplart normal hormon, spermiogram ve
genetik verilere sahip olmasma ragmen g¢ocuk sahibi olamamaktadir (9,10).
Mevcut calismada; varikosel Oykiisii olmayan, aile Oykiisii ve genetik
parametreleri normal fakat oligoozoospermi, teratozoospermi, astenozoospermi ve
oligoastenoteratospermili infertil bireylerin sperm 6rneklerinde, iyon kanal gen
ekspresyon paternleri arastirildi ve fertil normospermik erkekler ile karsilastirildi.

Spermler morfolojik olarak karmasik, oldukg¢a kiiciik ve farklilasmis
hiicrelerdir (149). Fertilizasyonu gerceklestirmek iizere sperm; maturasyon ve
yumurtaya yolculugu boyunca g¢esitli kimyasal sinyalleri algilayacak sekilde
donatilmistir (119). Bu siiregte etkili olan iyon kanallarmin ve tastyicilarinin
hangileri oldugu ve mevcut iyon kanallarinin bu siireglerdeki gorevleri tam olarak
bilinmemekle beraber, sperm iyon kanallarinin fertilizasyon igin 6nemli siiregler
olan; spermin olgunlasmasi, akrozom reaksiyonu, sperm hareketliliginin kontroli,
spermin  yumurtaya dogru yonelmesi ve osmolaritenin  diizenlenmesi
basamaklarinda rol aldigi diistiniilmektedir (3). Fare ve insan erkek infertilite
vakalar1, bazi iyon kanallarimin eksikligi veya mutasyonundan kaynaklanmaktadir.
Fakat, anormal sperm parametrelerine sahip infertil hastalardaki iyon kanal

reseptOrlerinin - molekiiler dinamigi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir.
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Calismamizda normozoospermik Orneklerle karsilastirildiginda;  6zellikle
astenozoospermia olmak tizere sperm anormalileri bulunan erkeklerde, iyon
kanallarinin mRNA ekspresyonlarinda 6nemli farkliliklar gézlemlendi.

Kalsiyum kanallari; spermde bulunan klor, potasyum, sodyum ve
asetilkolin gibi iyon kanallar1 i¢erisinde en onemlisidir. Bugiine kadar sperm bag
ve kuyrugunda tespit edilen iyon kanallarinin biiyilk cogunlugu kalsiyum
kanallaridir (148). Kalsiyum her tiirlii hareketin baslamasi i¢in 6nemli bir iyondur
(150). Motilite, kapasitasyon ve akrozom reaksiyonu; temel olarak sinyal iletimi,
sinyal tastyicilari, adenozin trifosfatazlar (ATPase’lar) ve kalsiyum kanallarinin
coklu sistemleri araciligiyla Ca*? un sitoplazmik konsantrasyonu tarafindan
diizenlenir (119). Erkek germ hiicrelerinde yapilan patch-clamp uygulamalarinda
T-tipi akimlarin aktivitesi dogrulanmistir (151). Calismamizda akrozom
reaksiyonu (AR) ve sperm motilitesi gibi farkli hiicresel islevlerde etkili olan bes
adet VDCC ve dort adet SOC'yi arastirdik (152).

Akrozom reaksiyonu (AR); spermin yumurtaya penetrasyonundan Once
spermde gerceklesmesi gereken bir olaydir. Akrozom spermatogenez sirasinda,
golgi cisimciginden kdken alan, spermatozoanin plazma membraninda bulunan
yapidir ve sperm bas kisminin 2/3’liik kismini olusturmakla beraber akrozin ve
hyalurinidaz enzimlerini icerir. Sperm kapasitasyon yetenegini kazandiktan sonra
zona pellucida penetrasyonunu gerceklestirmesi icin Oncelikle akrozom
reaksiyonunun indiiklenmesi gerekir. Spermin zona pellucidaya baglanmasi
sirasinda, sperm basindaki 6zellikli reseptorler aktive olarak eksositoz gerceklesir.
Ca*? gerektiren ekzositozun; voltaj bagimli Ca kanallar1 araciliiyla gerceklesen,

harici Ca* akisiyla baglantili oldugu éne siiriilmiistiir. Spermin yumurtayla temas
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siirecinde, yumurtanin zona pellusidasindan ZP3 gibi kimyasal sinyallerin pH ve
membran depolarizasyonunun artisin1  indiikledigi ve sonrasinda sperm
membraninda aktive olmus VDCC’ ler aracihigiyla; Ca™  un gecis yaptig1 tespit
edilmistir (152,153).

Memeli sperminde VDCC’ler AR’deki oneminden dolayr farmakolojik,
elektrofizyolojik veya molekiiler biyolojik araglar kullanilarak detayli olarak
arastirilmistir. Baz1 farmakolojik ¢alismalara gore; L-tipi kanallarin AR’ de rol
aldig1 belirlenmistir.

Hiicre i¢i Ca™ konsantrasyonun yiikselmesi akrozom reaksiyonu,
kapasitasyon, kemotaksis ve hiperaktif motilite ile kendini gosteren flagellar
fonksiyondaki degisikliklerde gereklidir. Ca**’daki artislar spermin flagellar dalga
formunu diizenlemekte ve asimetrik biikiilmesini desteklemektedir (154).

CACNAIE alt birmleri, fare sperm flagellasinin proksimal parcasinda
lokalizedir (155). CACNALE nakavt fareler; fertil olmasina ragmen, bu farelerden
alinan spermin ylizme davranisinda lineerligin arttig1 gosterilmistir, boylece voltaj
kapili kanal alt birimlerinden CACNAIE’nin sperm motilitesinde rol
oynayabilecegi ifade edilmistir (156). CACNALE ekspresyonu, fare sperm ana
parcasinin proksimal bdliimiiniin dorsal ve ventral kenarlar1 boyunca tespit
edilmistir ve asimetrik flagella hareketi icin gerekli olan Ca’un igeri akigini
kontrol edebilecegi One siiriilmiistiir (157). Bilgisayar destekli sperm hareketliligi
deneyi; dogrusal hiz ve dogrusaligin CACNAIE+/+ spermdekine gore
CACNALE-/- spermde daha fazla oldugunu gostermistir (156). Bununla birlikte,
CACNAIE kanali eksikliginin bulundugu bu fenotip sadece belirli in vitro

kosullar altinda belirgindir ve CACNAIE eksik erkek fareler fertildir. Bu durum
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akla CACNALE‘nin sperm motilitesi igin gerekli olmayabilecegini getirmektedir
(158). Calismamizda; CACNA1E mRNA ifadesi ve hareketlilik arasinda negatif
bir iliski tespit ettik. Bu bulgu CACNAIE -/- farelerdeki artmis sperm hizi ve
dogrusallikla tutarli goriinmektedir. CACNAIE ekspresyonun; sperm sekil
bozuklugu mevcut olan teratozoospermi  hastalarinda  azaldigi  ve
oligoastenoteratospermi hastalarinda da arttifi tespit edildi. Fakat motilite
bozuklugu olan astenozoospermi hastalarinda; gen ekspresyonunda anlamli bir
degisiklik tespit edilmemistir.

Yaptigimiz calismada CACNAI1B ekspresyonun, sperm hiicrelerinin
sayica azaldigi oligozoospermi hastalarinda; artti§1 ve spermde hareket diisiikligii
olan astenozoospermi hastalarinda da azaldig tespit edildi.

Fare spermatogenik hiicrelerinde yiiksek voltajla aktive olan kalsiyum
kanallarmin yan sira, diisiik voltajla aktive olan T-tipi Ca kanallarmin varligi da
elektrofizyolojik olarak tespit edilmistir. Fare sperminde yapilan c¢alismalar
sonucu T-tipi Ca kanallar1 olan CACNA1G, CACNAIH ve CACNAL1I iyon
kanallariin varlig tespit edilmistir ve bu kanalar sperm kamgcisinda lokalizedir.
Bununla birlikte T-tipi CACNA1G, CACNA1H ve CACNALI alt birimleri insan
sperminde kam¢inin yani sira, akrozomal bolgede de mevcuttur (159,160).

Bu calismada, anormal sperm parametrelerine sahip olan tiim gruplarda;
kontrol grubuna gore CACNA1G'de azalma ve CACNAIH'de ise artma
saptanmistir. Ayrica TRPC1 diginda kalsiyum kanali gen ekspresyonu ve sperm
miktart arasinda; genel olarak negatif bir korelasyon bulunmustur. Son
zamanlarda, sperm anormalileri olan infertil  erkeklerde; kalsiyum

diizenlenmesiyle ilgili baz1 yolaklarin diizensizligi rapor edilmistir. Wang ve
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arkadaslar1 varikosel (VC) hastalarindan alinan anormal spermlerde; CACNA1H
ve CACNALG'nin mRNA ekspresyonlarmin belirgin sekilde diisiik oldugunu
bildirmisler ve bu degisikliklerin VC hastalarinda azalmis semen kalitesinin ve
dolayisiyla infertilitenin nedenlerinden biri olabilecegini 6ne siirmiislerdir (161).
Anandamid, CACNAI1G, 1H ve 1I'yi igeren T tipi kalsiyum kanallariin
blokeridir ve submikromolar konsantrasyonlarda dogrudan T-kanallarinda hareket
eden ilk endojen ligand gibi goziikmektedir. Seminal plazma anandamid
diizeyleri; normozoospermik erkeklerle karsilastirildiginda astheozoospermi veya
oligoasthenoterozoospermi olan erkeklerde 6nemli 6lglide daha diisiik oldugu
bulunmustur (162). Tao ve arkadaslar1 spermatogenik T-tipi kalsiyum kanallarinin
tirozin kinazdan bagimsiz inhibisyonu sonucu CACNAIE por-olusturan olE
altbiriminden yoksun spermde; degismis Ca2 + yanitlari, azalmis AR ve gii¢lii bir
sub-fertilite fenotipi tespit etmislerdir (156). Aksine, T-tipi Ca2 + kanallar
CACNAILIG ve CACNAIH eksikligi olan fareler fertil oldugundan, VGCC
kanallarinin sperm fizyolojisi i¢in gerekli olmadigi ya da ek gorevlere sahip
olabilecegi onerilmistir (152,163).

T-tipi Ca kanallarinda genisteinin inibitér etkisi, sperm akrozom
reaksiyonu ve spermin zona pellisudaya baglanmasinin inhibisyonuyla sonuglanan
hiperpolarize bir degisim ile iliskilidir. Tao ve arkadaslar1 transfekte edilmis
HEK293 hiicrelerinde genisteinin CACNA1G ve CACNAIH’ yi inhibe ettigi,
ancak CACNAID’ ¢ etki etmedigini tespit etmislerdir. T- tipi Ca*? kanallari,
akrozom reaksiyonu ve spermin hareketi gibi erkek {lireme sisteminin anahtar

bilesenleri oldugundan; genisteinin anti-infertilite etkilerini agiklayabilir (164).
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AR; DHP, pizomid ve nikel gibi ¢esitli Ca,3 kanali antogonistleri tarafindan
inhibe edilebilir. Ornegin iirokortin, fenvalerat ve gossypol gibi molekiillerin
spermatogenik hiicrelerde T tiiri akimlar1 inhibe ettigi gosterilmistir ve boylece
bu iyon kanallar1 kontraseptif uygulamalarda kullanilabilir (165).

Memeli Gegici Reseptor Potansiyeli (TRP) iyon kanali siiper ailesi; TRPC
(kanonik), TRPV (vanilloid), TRPM (melastatin), TRPA (ankyrin), TRPML
(mucolipid) ve TRPP (polikistin) olmak {izere 6 alt familyaya ayrilarak 28 tiyeden
olusur. Birgok TRP proteini duyusal fizyoloji, varikosel ve erkek infertilitesi gibi
stireglerde kritik rol oynamaktadir (100).

T tipi Ca* kanallari araciligiyla kalsiyumun degerlerindeki gecici artislar;
sperm kapasitasyonunu baglatmak i¢in gerekli olsa da, akrozom reaksiyonu,
TRPC kanallar1 araciligiyla olusabilecek siirdiiriilebilir Ca*? girigini gerektirir.
Bunun yam sira, kapasitasyon sirasinda gozlenen Ca*? artisindan sorumlu iyon
tasima sistemlerinin kimligi tam olarak bilinmemektedir. T-tipi Ca, kanallarinin
yani sira, TRP ailesinin birkag iiyesi de spermde tespit edilmistir ve kapasitasyon
sirasindaki rolii arastirma konusudur. TRPC kanallarinin; normal fizyolojik
fonksiyon igin gerekli olan siirdiiriilebilir Ca*? yiikselmesinden sorumlu olan,
store-operated kanallar i¢in aday molekiiler birimler olarak hareket edebilecegi
bildirilmistir. TRP ve siklik niikleotid-kapili (CNG) kanallarinin ekspresyonu,
hem spermatogenik hiicrelerde hem de olgun spermlerde tespit edilmistir
(166,167).

Bu kanallar heterojen bir sekilde bu hiicrelerde dagilmistir, bu nedenle farkli
fonksiyonlara katilabilecegi diisliniilmektedir. Sperm tarafindan termo ve kemo

algilamanin, yumurtaya dogru yolculugu sirasinda spermlere rehberlik ettigi
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bilinmektedir. Bu sinyalizasyonda TRPC ailesinin rolii {izerinde durulmustur;
ancak her lyenin tam rolii ve ligand /sinyal molekiiliiniin tespit edilmesi
gerekmektedir. TRPC kanallari, alt1 transmembran birimden meydana gelmistir ve
yapilan caligmalarda spermde TRPC1, 3, 4 ve 6 olmak {izere dort tipi
tamimlanmustir (103). Yapilan ¢alismalar TRPC2 nakavt farelerin fertil olmasi
nedeniyle, birden fazla TRP kanalinin etki edebilecegini ve TRPC kanallarinin
spermde heteromultimer seklinde rol alabilecegini akla getirmektedir (168).
TRPC kanalarinin dagilimi; insan ile fare arasinda onemli derecede farklilik
gosterir, ancak TRPC1, 3, 4 ve 6’nin insan sperm kamgisinda tespit edilmesi
motilitede rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir (103). TRPC kanal
aktivitesinin farmakolojik baskilanmasi, insan sperminin hareketliliginde
bozukluga neden olmaktadir. AR’de gorevli olan TRP kanallarinin nasil aktif
hale geldigi sorusunun hala cevabi bilinmemektedir. TRPC6 insan sperminde
postakrozomal bolgede lokalizedir ve akrozom reaksiyonunda yer alabilecegi
diisiiniilmektedir. TRPC1 ve TRPC3 flagellum ile sinirlandirilir ve olgun spermin
kaudal epididimden salinmasindan dolay: diger Ca*? girisi kanallar1 ile uyumlu
olarak sperm aktivasyon siirecinde yer alabilir. Ayn1 zamanda TRPC3 epididimde
stvi olusumunda da rol oynamaktadir (100).

Fare sperm akrozom bdlgesinde TRPC1, 2 ve 5 yer almaktadir. Farelerde
TRPC2’nin ZP3 tarafindan indiiklenmis AR ile iliskili oldugu bulunmustur ve bir
anti-TRPC2 antikorunun uygulanmasiyla fare sperminde ZP-kaynakli akrozom
reaksiyonu ve yumurta kaplama proteinleri tarafindan olusturulan devamli Ca*?
tepkisi azalmistir. Bununla birlikte, TRPC2’den (aynt zamanda TRPCI-7,

TRPV1-4, TRPAL, TRPM1-4 ve TRPMS kodlayan genler gibi) yoksun farelerde,
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sperm fizyolojisi veya erkek infertilitesinde belirgin kusurlar oldugu gézlenmistir
(169).

Astenospermide; TRPCI1 ekspresyonunda belirgin bir azalma disinda,
anormal sperm parametrelerine sahip tiim infertil hastalarda; artmis TRPC3 ve
TRPC1 ekspresyonu saptandi. TRPC6 ise sadece oligoastenospermia grubunda
anlamli olarak artmistir. Insan sperm TRPC iyon kanallarinin farmakolojik
inhibitorleri, motiliteyi konsantrasyon ve zamana bagh olarak azaltmistir (103).
Ru ve arkadaslari; spermin Pyr3 (TRPC3 antogonisti) ile inkiibe edildiginde hiicre
[Ca?']i seviyelerinin belirgin sekilde arttigini bildirmislerdir; bu degisim sperm
mitokondriyal membran potansiyelinde énemli bir azalma ile beraber sperm [Ca?
]i mobilizasyonu yoluyla sperm fonksiyonunu degistirmistir (170). TRPC1 ve
TRPC6 spesifik blokerlerin; sperm motilitesi ve akrozom reaksiyonu iizerindeki
etkileri, insan sperm hiicresi iizerinde ¢alisilmamuistir.

Epididim igerisindeki kalsiyum konsantrasyonunun yiiksekligi, sperm
hiicre zarindaki kalsiyum kanali olan TRPV6 kanalin1 inaktif hale getirir. TRPV6
kanalinin, fazla kalsiyumdan dolayr bozulan acilip-kapanma diizeni, hiicre
icerisine gereginden fazla kalsiyum girmesine ve bdylece spermin fonksiyonunun
bozulmasina sebep olur. Farelerle yapilan testlerde, kalsiyum miktarinin normal
seviyeye diisiiriilmesi durumunda, TRPV6 kanallarinin tekrar diizenli ¢calismaya
ve buna baglh olarak da hiicre igerisine kontrollii kalsiyum iyonu alindigi
goriilmiistiir. Trpv6 -/- farelerde cauda epididimisden tiiretilen spermlerin
hareketliligi, déllenme kapasiteleri ve canliligi énemli Slgiide azalirken Ca*?
konsantrasyonlart Trpv6 -/- erkeklerin kaudal sivisinda anormal derecede yiiksek

oldugu bulunmustur (171). Bu veriler 1s18inda, bazi potansiyel mekanizmalar
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sperm anormalligi olan hastada kalsiyum iyon kanalinin, anormal
ekspresyonundan sorumlu olabilir. Teratospermik ejakiilatlardan elde edilen
anormal spermlerde; o6zellikle kalsiyum iyon kanallarinin kontrol ettigi
kapasitasyon ve akrozomal reaksiyonda azalma oldugu bildirilmistir (163). Biz
sperm hiicresindeki kalsiyum iyon kanali ekspresyonundaki degisikliklerin, hiicre
ici kalsiyum seviyesini [Ca®*] etkileyerek motilite ve akrozom reaksiyonunun
bozulmasina neden olabilecegini dnermekteyiz. Onceki yaynlar, [Ca2+] ‘un fare
sperm flagella'sindaki dynein aktivitesinin diizenlenmesinde yer aldigini ve [Ca?
"]’ siirekli yiikselmesinin memeli sperminin hareketliligini baskilamak igin 6nemli
olabilecegini bildirmektedir. AR baglatilmasi sirasinda, VDCC'lerin acilmasiyla
membran depolarizasyonu sonrasinda Ca®* akis1 aracihigiyla sitoplazmadaki [Ca?
*] 'da gegici bir yiikselme tetiklenir. Hiicre i¢i Ca®* konsantrasyonundaki bu ilk
artig, hiicre i¢i habercileri aktive ederek intra-akrozomal depolardan kalsiyum
iyonlarini serbest birakarak plazma zarinda SOC'nin agilmasina yol agar. Sperm
flagellumunda farkli TRPC kanallarinin islevi bilinmemekle beraber, motilitenin
(aktivasyon) baslamasi ve hiperaktivasyon gibi dollenme i¢in 6nemli olaylara
katilabilecekleri diistiniilmektedir (126). Mevcut c¢alisma, VDCC ve SOC
kalsiyum kanallarinin yiiksek hiicre i¢i kalsiyum diizeyi aracili motilite ve
akrozom reaksiyonu gibi kalsiyumla diizenlenen sperm aktivitelerinin
bozulmasina neden olabilecek adaylar olacagini 6nermektedir.

Progesteron, prostaglandin (E1) ve asetilkolin (ACh) igeren bazi endojen
ajanlar in vitro akrozomal ekzositozu tetikleyebilmesine ragmen, AR'nin birincil
in vivo baglaticisinin; ZP3 (veya ZPC) olarak adlandirilan bir ZP glikoprotein

bileseni olduguna diisiiniilmektedir. ZP ile baglatilan AR ve AR ile iliskili
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kompleks sinyal olaylar1 sirasinda aktive edilen sperm plazma zarindaki
reseptorlerin ve kanallarin dogasi hala arastirilmaktadir. Sperm fonksiyonunda;
nikotinik asetil kolin reseptorleride dahil olmak iizere gesitli noéronal reseptorler
etkilidir. Omurgalilarda simdiye kadar 10a, 4B ve birer adet €, 6, y nAChR
subunitleri tanimlanmistir. Insan sperminde orta parca, boyun ve post akrozomal
bolgelerde ekspresyonu lokalize olan a3, a5, a7, a9 ve 4 nAChR subiinitleri
ifade olmaktadir (172). insan sperminde farkli nAChR alt tiplerinin farkl
bolgelerde bulunmasi, sperm foksiyonunu degisik yonlerde etkileyebilecegini akla
getirmektedir. Memeli fertilizasyonununda bahsedildigi gibi 6nemli adimlardan
biri akrozom reaksiyonudur (AR) ve oositi ¢evreleyen zona pellucida (ZP) ve
glikoprotein matrisi ile sperm basi temas ettiginde gerceklesen ekzositotik olaydir.
Nikotinik asetilkolin reseptorleri (nAChRs) de dahil olmak iizere bircok ndronal
reseptor sperm  fonksiyonuna dahil edilmistir.  ACh'nin  mikromolar
konsantrasyonlari; kapasitan insan ve fare spermlerinde AR" baglatabilir ve nACh
antagonistleri (a-bungarotksin (a-BTX), a-konotoksin IMI (a-CTX IMI ve
methyllycaconitine (MLA)) ACh-baslangicli AR’yi inhibe etmektedir. ACh
molekiil sinyalizasyonu nikotinik ve muskarinik olmak tizere iki farkli tipte
reseptorle etkilesir. Immiinohistokimyasal ¢alismalar insan sperminde muskarinik
AChR’lerin varligin1 gostermektedir. Muskarinik AChR’lerin antogonisti olan
QNB’nin 50uM’lik uygulamasinin, fare sperminde ZP-baslangigli AR’yi inhibe
ettigi tespit edilmistir. Fakat insan sperminde ACh tarafindan baslatilan AR’ye
etki etmedigi muskarinik tip ACh’lerin ACh tarafindan baslatilan AR’de rol
oynamadigi one siriilmiistir (173). Mevcut ¢alismada, kontrol grubu ile

karsilastirildiginda CHRNA3 ve 5 tiim gruplarda artarken, CHRNA9 sadece OAT
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grubunda artmistir. CHRNB4’dilinde astenozoospermi disindaki tim gruplarda
kontrole kiyasla arttig1 belirlenmistir. Bu sonuglar oldukga ilgingtir, ¢linkii
normalde 6zellikle astenozoospermi grubunda motilite ile iligkili iyon kanallarinin
ekspresyonunda azalma olacag disliniilmekteydi. Artan nAcHr reseptor
ekspresyonu, sperm anormalisine sahip infertil erkekte AcH veya AcHE
ekspresyon diizeyinin azalmasina yanit olabilir. Bununla birlikte, sperm
anormallikleri olan infertil erkeklerde AcH veya AcHE diizeylerinin arastirildig
caligmalar bildirilmemistir. Fakat alzheimer hastaligindaki (AD) bireysel
kolinerjik bazal dnbeyin (CBF) noronlari, hipokampal noronlar, astrositler ve
periferik kan lokositlerinde; hem o7nAChR mRNA'sinda hem de protein
ekspresyon seviyelerinde artma oldugu rapor edilmistir. Kanitlar, artmis
a7/nAChR ifadesinin AD baglangicinda bazokortikal kolinerjik aktiviteyi
stirdiirmek i¢in bir tampon gorevi Ustlenebilecgini Onermektedir (174). Bu
noktada, artmis AChR ekspresyonu anormal nAChR etkilesimleri tarafindan telafi
edilen dengeleyici bir yanit olarak ortaya ¢ikabilir. Kolinerjik fonksiyon
bozuklugunun, infertil erkeklerde hiicre dejenerasyonuna veya sperm
aktivitelerinin  bozulmasina neden olarak, sperm anomalilerine katki
saglayabilecegi diisiiniilmektedir.

Insanda follikiiler s1v1 sperm hareketlerinin kazanilmasinda diizenleyici rol
oynar ve akrozom reaksiyonunu tetikler. Genital yol boyunca spermin folikiiler
sivi ile temasi sonrast progesteron etkin rol oynar. Qi1-Xian Shi1 ve arkadasinin
yapmis oldugu ¢alismada progesteronun kapasitan fare spermatozoada akrozomal
ekzositozu uyardigi tespit edilmistir. Ancak bunun disinda birden fazla

mekanizma reaksiyonda etkilidir. Spermatozoada GABAA reseptorlerinin varligi
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belirlenmistir. GABA, esasen kloriire gegirgen GABA (A) reseptorii vasitasiyla
etki ederek insan spermatozoasindaki akrozom reaksiyonunu uyarmaktadir. Alfal
subunit immiinoreaktivitesi spermatogonia, spermatosit ve round spermatidlerin
¢ekirdeginde tespit edilmistir (175). Testislerde spermatogenezin homeostazini
korumak i¢in spermatogonial kok hiicre (SSC) ¢ogalmasinin negatif diizenleyicisi
olarak SSCs’lerde; GABA sistemi etkindir (176). Iki farkli tipte reseptdr olmak
tizere GABAa ve GABAGB; Klor ve kalsiyum iyon transportu ile AR unu uyarir ve
GABAo-p reseptor antogonistleri AR inhibisyonunu saglamaktadir. GABAa
reseptor antogonisti “’biculline’” ve GABAP reseptorii antogonisti “’saclofen’ ile
yapilan ¢alismalarda follikiiler sivi ile indiiklenen AR’un inhibisyonu
gerceklesmistir (177). Mevcut ¢alismada teratospermik erkeklerde ekspresyonun
azalmast disinda, sperm anormalileri olan infertil hastalarda; GABAA
ekspresyonunda herhangi bir farklilik bulunmamistir. Ancak ilgingtir, seminal
plazma GABA diizeyi veya sperm hacmi diizenlemesindeki rolii gliniimiize kadar
sperm anormalilerinde biyokimyasal yontemlerle arastirilmamaistir.

Testiste tiretilen spermler, sperm hiicrelerini yikayan osmolite bakimindan
zengin bir sivi salgilayan epididimde olgunlagsmaya girer. Bu hiicreler
ejakulasyondan sonra, aksesuar bezi sivilarinin hipo-osmosal ortamlariyla ilk
karsilastiklarinda ve daha sonra kadin dolyolu i¢inde hacmini korumak
zorundadirlar. Spermatozoa; disi lireme kanalina bosalmasiyla bir hipo-0zmotik
ortamla karsilasir ve bu durumda hiicre hacminin diizenlenmesi hiicre fonksiyonu
igin gereklidir. Yani spermatozoa epididimde yasanan kademeli hiper-ozmotik
degisikliklere maruz kalmaktadir. Bu nedenle, hiicre hacmini diizenleme sperm

islevi i¢in fizyolojik Onem tasimaktadir. Potasyum kanallar1 sperm hacminin
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diizenlenmesinde rol almaktadir. Patch clamp c¢alismalar1 ve farmakolojik
caligmalar sonucu; insan sperm hiicresinde KCNAS, KCNE1 ve KCNKS5 iyon
kanallarinin varlig1 tespit edilmistir. KCNEI; sperm boyun ve kuyruk kisminda
lokalizedir ve hem protein hem de mRNA ekspresyonu belirlenmistir. KCNEI,
KCNAS5 ve KCNKS5 potasyum iyon kanallarinin iigiiniin de sperm hiicre hacim
diizenlenmesinde gorev aldigi belirlenmistir. Yeung ve arkadaslarinin yapmis
oldugu calismaya gore; sperm RNA’smin kantitatif RT-PCR analizi sonucu
ekspresyonu miktarlar1t KCNEI >KCNAS5> KCNKS olarak belirlenmistir ve bu
sonuca gére KCNE1 iyon kanalinin, insan spermatozoasinda diizenleyici hacim
azalmasina katilan baslica K-kanali oldugunu ileri siirmiislerdir.

Kloriir kanallar1 ailesinden CLCN3’lin de hiicre hacmi diizenlenmesinde
rol oynadig1 One siiriilmiistiir. CLCN3 iyon kanali sperm hiicrelerinde tespit
edilmistir ve sperm hiicrelerinde CLCN3 ekspresyonu 6zellikle boyun, orta parga
ve tim sperm kuyrugu boyunca lokalizedir. Hacim duyarli kloriir kanali i¢in bir
baska molekiiler aday CLNS1A’dir. Kanalin sitosolik diizenleyici protein olup
olmadig1 hala tartisma konusudur.

Spermatozoa'daki diizenleyici hacim azalmalarindan muhtemel sorumlu
iyon kanallari; voltaj kapili potasyum kanallart (6zellikle Kv1.5 (KCNAS), minK
(KCNE1) ve TASK2 (KCNKD5) ve klorid kanallart CLCN3 ve CLNS1A'dir (178).
Bizim ¢alismamizda, oligoastenoterospermi grubunda; KCNEIl'in Onemsiz
derecede artis1 haricinde, kontrolle kiyaslandiginda tiim gruplarda; tiim K*
kanallarinda azalmis ekspresyon tespit edilmistir. Teratospermi grubunda
KCNAS, KCNE1, KCNKS i¢in ve oligospermide ve astenospermide KCNKS5 i¢in

bu diisiisler onemli seviyededir. CLCN3 ve CLNSIA; hacim duyarli Cl-kanallari,
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sperm hiicresinin fizyolojik hipo-ozmotik uyarimi ile hacim diizenlemesini
desteklemektedir. CLCN3 ekspresyonu; oligoasteospermide anlamli derecede
artarken, astenospermide belirgin oranda azalmistir ve CLNS1A ekspresyonuda;
teratospermide anlamli olarak azalmistir. CLNSIA aslinda murin spermlerinde
goriilen en giigli adaydir, erkeklerde ekspresyonu sadece sporadiktir (178).
Ancak, ¢alismamizda qRT-PCR ile tiim gruplarda CLNSIA ekspresyonu tespit
edildi. K" ve CI iyon kanallarinin azalmis ekspresyonuna bagl olarak; hacim
regiilasyonu ve epididimal osmolit alimi mekanizmalardaki hatalar, sperm bas
hacminde anormal bir artisa ve infertiliteye yol agan hareket sekillerinin
degismesine ve ileri progresyona zarar veren sperm kuyrugunun angiilasyonuna
neden olabilir.

Bu c¢alismada, infertil erkeklerde sperm anormalisine neden olan
mekanizmalar hakkinda yeni bilgiler elde edilmistir. Yapilan arastirmada, ilk defa
iyon kanali ekspresyon degisikliklerini gosterdik. CACN1H, TRPC1, TRPC3
ifadesinde artis ve CACNA1G'nin ifadesinde azalma; insan sperminde hiicre i¢i
kalsiyum seviyelerine bagh olabilir. [Ca**]i dengesinde ¢ok sayida diizenleyici
role sahip olan VDCC ve SOC kanallar1 etkili olabilir. Gelecekteki arastirmalar
kalsiyum kanallarindaki ekspresyon degisikliginin neden oldugu; spermdeki Ca?*
girisine etki eden mekanizmalar1 belirlemek ve spermin hiicresel
metabolizmasimin diizenlenmesinde ve sperm motilitesi ile AR sirasinda hiicre
dis1 sinyallere cevap vermede; bu proteinlerin roliiniin ne olduguna yonelik
olacaktir. Ayrica hiicre i¢i Ca*u yiikselten hiicre i¢i depolardan kalsiyum
tyonlarini (Ca+2) serbest birakmak icin, diger tasiyicilarin katilimi g6z ardi

edilemez. Teratozoaspermide; 6zellikle sperm hacim diizenlenmesinden sorumlu
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CI" ve K" kanallarinin azalmis ekspresyonu tespit edildi. Sperm hacim
diizenlenmesinin baslica yolaklar1 olarak; hacme duyarli K ve Cl kanallar
onerilmekle birlikte, ¢ogu inhibitériin insan ejakulat spermlerin RVD'sinde
herhangi bir etkiye sahip olup olmadig1 test edilmemistir. Tim sperm
anormalliklerinde CHRNA reseptorlerinin upregiilasyonunu anlamak, infertil
hastalarda kolinerjik sistemin diizenlenmesini aydinlatabilir. Her ne kadar iyon
kanali ekspresyon degisiklikleri sperm anomalilerini tetikleyen olaylarin altinda
yatan nedenlerden biri olsa da, sperm anomaliligi olan infertil erkeklerde ortaya
cikan motilite, akrozom reaksiyonu ve volum regiilasyonunda bozulma ve iyon
kanallarinin aktivasyonundan sonra ortaya ¢ikan sinyal baglaminda bilgi elde
edilmesi i¢in; bu bulgularla ilgili daha fazla arastirmaya ihtiya¢ vardir. Bu
sinyalizasyonda iyon kanallarinin roliiniin tanimlanmasi, sperm fizyolojisinin
daha iyi anlasilmasina yardimci olacaktir ve dogurganlik veya dogum kontrolii

gerceklestirmek icin firsatlar sunacaktir.
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