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OZET

Bir y1l diizenli ve korunmasiz cinsel iliskiye ragmen c¢ocuk sahibi olamama
olarak tanimlanan infertilite, ciftlerin yaklasik %15’inde belirlenmektedir. Kadin ve
erkek faktorii etyolojide asag1 yukari ayn1 oranda saptanabilmektedir. Ozellikle %20
oraninda belirlenen idiyopatik infertilite halen yeni aragtirma konularidir.

Fertilite fizyolojisi ve infertilite etyolojisinde iyon kanallarinin etkinligini
belirlemek igin Haziran 2014-Haziran 2015 tarihleri arasinda Firat Universitesi
Hastanesi Uroloji klinigine infertilite nedeni ile bagvuran 30’ar hastadan olusan
astenozoospermi, oligozoospermi, oligoastenoteratozoospermi ve teratozoospermili 4
grup, 30 adet kontrol grubu olmak iizere total 150 hasta calismaya dahil edildi. Rutin
infertilite degerlendirmeleri yapilan hastalar CatSperl, 2, 3, 4, Hvl, KCNU1, Slo3 ve
TMEMI16A gen ekspresyonlari ile degerlendirildi.

Astenozoospermili hastalarda CatSperl, 2, 3, 4, KCNU1, Slo3, TMEMI16A gen
ekspresyonlar1 kontrol grubuna gore azaldigi, Hvl gen ekspresyonunda ise anlamli
fark olmadigi bulundu. Teratozoospermili hastalarda CatSperl, 2, 3, 4, KCNUI,
TMEMI16A gen ekspresyonlar1 azaldigi, Hvl ve Slo3 gen ekspresyonlarinda anlamli
fark olmadig1 bulundu. Oligozoospermili hastalarda CatSperl, CatSper4, Hvl, Slo3,
TMEMI16A gen ekspresyonlarinin arttii, CatSper2 ve CatSper3 gen
ekspresyonlarinda anlamli fark bulunmadigi, KCNUI1 gen ekspresyonunun azaldigi
bulundu. Oligoastenoteratozoospermili hastalarda CatSperl, CatSper4, Hvl, Slo3 ve
TMEMI16A gen ekspresyonlarmin arttigi, CatSper2, KCNUI gen ekspresyonlarinda
fark olmadigi, CatSper3 gen ekspresyonunun azaldigi bulundu.

Sonug olarak bu iyon kanallarmin 6zellikle sperm ileri hareketi ve morfolojisi
iizerine etkili oldugu ve bu iyon kanallarinda ki mutasyonlarn infertilite ile
sonuclanabilecegi fikrine vardik.

Anahtar Kelimeler: Infertilite, CatSperl, 2, 3,4, Hvl, KCNU1, Slo3, TMEM16A
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ABSTRACT

STUDY OF THE EFFECT OF ION CHANEL EXPERISIONS ON MALE
INFERTILITE PATIENTS

Infertility which is described as not receiving pregnancy despite unprotected
and regular sexual intercourse in a one year period is detected by 15% of the couples.
Male and female factor in the aetiology may be detected in similar rates. Especially
idiopatic infertility which is recorded as 20 % of the cases is a new topic of research.

A total of 150 patients consisting 4 groups as asthenozoospermia,
oligozoospermia, oligoasthenoteratozoospermia and teratozoospermia with 30
patients per each group and 30 controls applied to the Urology Clinic of Firat
University Hospital because of infertility between June 2014 and June 2015 are
included into the study in order to evaluate the physiology of fertility and efficacy of
ion channels on the aetiology of infertility. Beside routine infertility evaluation
patients were evaluated with CatSperl, 2, 3, 4, Hvl, KCNUI, Slo3 and TMEM16A
gen expression.

CatSperl, 2, 3, 4, KCNUI, Slo3 and TMEMI6A gen expression by
asthenozoospermia patients were detected as lower compared to the controls. Hv1
expression showed no significant difference. CatSperl, 2, 3,4, KCNU1, TMEM16A
gen expression by teratozoospermia patients were detected as lower compared to the
controls. Hvl and Slo3 expression showed no significant difference. CatSperl,
CatSper4, Hvl, Slo3,TMEMI16A gen expression by oligozoospermia patients were
detected as higher compared to the controls. CatSper2 and CatSper3 expression
showed no significant difference and KCNU1 gen expression was detected as lower
compared to the controls. CatSperl, CatSper4, Hv1l, Slo3,TMEMI16A gen expression
by oligoasthenoteratozoospermia patients were detected as higher compared to the
controls. CatSper2 and KCNU1 expression showed no significant difference and
CatSper3 gen expression was detected as lower compared to the controls.

As a result we have detected that these ion channels have an effect on sperm
progressive motility and morphology and mutations in these ion channels may result
in infertility.

Key Words: Infertility, CatSperl, 2, 3, 4, Hvl, KCNUI, Slo3, TMEM16A
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1. GIRIS

Bir yil diizenli ve korunmasiz cinsel iliskiye ragmen cocuk sahibi olamama
olarak tanimlanan infertilite, ¢iftlerin yaklasik %15°inde belirlenmektedir (1). Erkek
faktorlii vakalarin yaklasik olarak yaris1 oligospermi, azospermi gibi hatali
spermatogenezle iliskilidir (2). Infertilite etiyolojisinde erkek faktdrii %30 olguda tek
basina, %20 olguda da kadm faktorii ile birlikte rol alir (3). Ozellikle %20 oraninda
belirlenen idiyopatik infertilite halen yeni arastirma konularidir.

Infertilitede sperm morfolojisi (151k ve elektron mikroskop kullanilarak),
sperm fonksiyonu (hareketliligi, akrozom reaksiyonu, sperm zona pellucida
etkilesimi, oksidatif stres) ve niikleus degerlendirmesi (kromatin yogunlagsmasi, DNA
fragmentasyonu, andploidi) gibi alanlar temel inceleme alanlaridir (4). Sperm ilk
olarak ¢esitli iyon konsantrasyonu, osmotik basing ve pH ile degisebilen bir mikro
cevre olan kadmn lireme sistemine girer. Sperm kapasitasyonu, akrozom reaksiyonu
ve fertilizasyon siirecleri iyon kanallarinin normal fonksiyonuna dayanan siire¢lerdir.
Iyon kanal aktiviteleri sperm fizyolojisi ve aktivitesi iistiinde 6nemli Olgiide
belirleyici oldugundan infertilite ve dogum kontrolii i¢in kullanilabilecegi fikri
olugsmustur (5). Memeli sperm heterojenitesi genel olarak morfoloji, motilite, niikleer
farklilagsma, kapasitasyon ve reseptdr durumu gibi bir¢ok sekilde tanimlanabilir (6).

Sperm analizi sonucunda, sperm sayist 15 milyon/ml’den az ise
oligozoospermi, ilerleyici motil spermatozoa %32’ nin altinda olmasi
asthenozoospermi, normal morfolojideki spermlerin %4’den az olmasi
teratozoospermi olarak tanimlanmaktadir (7).

Infertil erkeklerin sperm hiicrelerindeki iyon kanal ekspresyonlar1 yeni
arastrma  konularidir.  Calismamizda  oligoasthenoteratozoospermi,  izole
asthenozoospermi, izole teratozoospermi ve izole oligozoospermi saptanan infertil
erkeklerde CatSperl, CatSper2, CatSper3, CatSper4, Slo3/KCNU1, Hvl, TMEMI16
iyon kanal ekspresyonlarinin normal sperm sayisna sahip fertil bireylerle

karsilastirilarak arastirilmasi amaglanmaistir.



1.1. Genel Bilgiler
1.1.1. Erkek Genital Sisteminin Embriyolojik Gelisimi

Gentital sistemi olusturan yapilar gonadlar, genital bosaltim kanallar1 ve dis
genital organlar seklinde ayrilmaktadir. Fertilizasyon swrasinda oosit [I’deki X
kromozomuna spermden gelen bir X veya Y kromozomu baglanmasi sonucu
fenotipik dzellikler ancak altinci haftadan sonra belirmeye baslar. Uriner sisteme ait
yapilar, gonadlar bazi bdliimleri ve erkek genital sisteminin bosaltim kanallar1 ara
mezodermden gelisir. Paramezonefrik kanallar (Miiller kanallar1) ise gestasyonun 44.
ile 48. giinleri arasinda karmn boslugunun i¢ yilizeyini doseyen sélom epitelinin
iceriye dogru kivrilmasi ile olusur (8).

Erkek genital sisteminin gelisiminde ilk basamak, SRY (Sex Determining
Region of Y) proteininin ifade edilmesidir. SRY geni ifadesi gerceklesmeyen
embriyolar, Y kromozomu bulunsa bile disi yonde gelisirler. Sertoli hiicreleri,
Miilleryan Inhibe Edici Faktor ve Androjen Baglayici1 Proteini (ABP) salgilayarak
Leydig hiicrelerine doniisecek olan mezenkim hiicrelerinin testise gogiinii saglar ve
erkek germ hiicrelerinin mayoz dongiisiine girmesini engeller. Leydig hiicreleri ise
testosteron iiretimini saglar. Testosteron, testis ve genital dokularda bol miktarda
bulunan So-rediiktaz enzimi ile dihidrotestosterona (DHT) doniistiiriilerek, erkek

iiretrasi, prostat, penis, skrotum gelismesini ve testislerin skrotuma inisini saglar (9).
1.1.2. Erkek Genital Sistem Anatomisi

Erkek iireme sistemi organlar1 dis ve i¢ genital organlar olarak ikiye ayrilir.
Dis genital organlar penis ve skrotumdan olusurken, i¢c genital organlar testis,
epididim, spermatik kord, duktus deferens (vaz deferens), seminal keseler, ejakulator
kanallar, prostat ve bulboiiretral (Cowper) bezlerden olusur (10).

Testislerin boyutlar1 4x2.5x3 cm ve bir testisin volimii >15 ml’dir.
Testosteron iiretiminden sorumlu Leydig hiicrelerini ve spermlerin beslenmelerini
saglayan, fagositoz yapan ve inhibin hormonunu salgilayan Sertoli hiicrelerini igerir.
Bu hiicrelerin islevleri hipofiz tarafindan denetlenir (11). Sertoli hiicreleri seminifer
tiibiillerde germinal hiicreler ile birlikte bulunurken, Leydig hiicreleri tiibiiller
arasindaki bag dokuda (interstisyum) yerlesiktir. Kan-testis bariyerinin olusumunda

Sertoli hiicreleri gorev alir (12).



Epididim testisin iist-arka kenarinda bulunur ve 4 cm uzunlugunda bir tunika
icinde yer alan tek bir kanal yumagidir. Yumak acildiginda uzunlugu insanlarda 3-4
metre, ratlarda yaklasik 6 metredir. Epididimler spermlerin motilite, morfoloji ve
fertilite olgunlagsmasini saglar (13).

Spermatik kord testisin vaskiiler yapilarini, sinirlerini ve duktus (vaz)
deferensi igerir ve inguinal kanal ile testis arasinda uzanir (14). Duktus deferens
inguinal kanaldan karin bosluguna girer, seminal kesenin kanali ile birleserek
ejakulator kanal admni alir ve prostatin santral zonundan prostatik iiretraya agilir (15).

Seminal keseler, mesane arka alt tarafinda yerlesik tubiiler yapida bir cift
bezdir. Fruktoz, sitrik asit, fibrinojen, prostaglandinler ve spesifik proteinleri i¢eren
salgilar1 ile ejakulatin koagiilasyonunu, spermatozoa aktivasyonunu ve semenin
bazik 6zelligini saglar. Fruktoz spermin temel besin kaynagidir. Prostaglandinler ise
servikal mukusla reaksiyona girerek sperm hareketleri i¢in uygun ortam saglamanin
yanisira, tuba uterina ve uterusta kasilmalar saglayarak spermlerin ovuma ulagsmasina
yardimci olur (16).

Prostat bezi mesanenin altinda ve rektumun oniinde yer alir. Seminal prostat
spesifik antijen (PSA) iceren asidik salgilar1 ile semenin likefaksiyonunu saglar.
Ejakulator kanallar prostat bezinin parankim dokusu igerisinden gecerek kollikulus
seminalislerde prostatik iiretraya agilir. Cinsel uyar1 swrasinda cowper bezlerinde
salgis1 lretra icerisinde kalmis idrar1 notralize eder ve bazik ejakulatin iiretradan
gecisi ile cinsel iliskiyi kolaylastirir (17).

Prostat ve seminal keselerde salginin olusmasinda parasempatik ve nitriderjik
(NA-NK) sistem etkili iken, epididimal icerik de dahil salgilarin arka iretraya
bosalmasinda sempatik sistem etkilidir. Sempatik etki ile salgilarin arka iiretraya
bosalmasi sirasinda mesane boynu kapali ve dis sfinkter gevsektir. Bulboz iiretraya
dolan salg1 pudental sinir uyarimi ile dis sfinkterin ve bulboiiretral kaslarn ritmik
kasilmalar1 ile disar1 atilir (18).

Voliimii 2-5 ml olan ejakulat (semen) 300-400 milyon sperm igerir. Semenin
%60’mm1 seminal keseler, %30’unu prostat ve %10’unu epididim ve diger bez

salgilar1 olusturur (19).



1.1.3. Erkekte Hipotalamus-Hipofiz-Testis Aksi:

Erkekte hipotalamo-hipofizer-gonadal (HHG) aksm iki temel islevi vardir.
Bunlar lireme performansi i¢in gerekli seks hormonlarinin salimimi ve tiiriin devami
icin gerekli spermatogenetik hiicrelerin saglikli gelisiminin saglanmasidir (20).

Hipotalamustan gonadotropin serbestlestirici hormon (GnRH) salinir ve
portal dolasimdan gecerek yiiksek konsantrasyonlarda on hipofize gelir. Hipofizdeki
gonadotropik hiicrelerin reseptorlerine baglanarak luteinize edici hormon (LH) ve
follikiil uyaric1 hormon (FSH) salgilatir. FSH ve LH sistemik dolagim ile testise
ulagir. LH Leydig hiicrelerine etki ederek testosteron lretimini saglarken, FSH
Sertoli hiicrelerinden ABP, inhibin ve aktivin olmak lizere onlarca molekiiliin
salgilanmasini saglar. GnRH salinimi pulsatil oldugundan, FSH ve 6zellikle de LH
salmimi da pulsatil bir sekilde olur (20, 21). HHG aksm diizenlenmesi sekil 1°de

gosterilmistir.
HIPOTALAMUS
GnRH

= A 2 <+ A

ON HIPOFIZ 2

LH#) FSH(+)
TESTIS
LEYDIG HUCRESI SERTOLI HUCRESI
1 ) 1
Testosteron(-) / Inhibin(-) ——»

Dihidrotestosteron(-) Aktivin(+) ——»
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Sekil 1. Erkekte HHG aks1 (20)



1.1.4. Sprem Olusumu ve Fizyolojisi
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Sekil 2. Spermin Yapis1 (22)
1.1.4.1. Spermatogenez

Spermatogenez bir hiicre farklilasmas1 olayidir ve testisin seminifer
tiibiillerinde gerceklesir. Endodermden koken alan germ hiicrelerinin seminifer
tiibiile gociinii spermatogonyumlarin  olusumu izler. Bu doénemde hipofizden
salgilanan gonodotropinler 6nemli rol oynar. Hormonal etkilesim puberteden hemen
once baglar ve yasam boyu devam eder. Spermatogenezin ger¢eklesmesinde
seminifer tiibiillerdeki epitelyum siklusu ve spermatogenezi etkileyen HHG aksin
rolii ¢ok 6nemlidir. Puberteyle birlikte spermatogonyum hiicreleri mitoz boliinmeyle
cogalmaya baslar ve tip A spermatogonyumlart olustururlar. Tip A
spermatogonyumlarin  {iretiminin  baglamis olmasi spermatogenezin baslamis
oldugunu gosteren bir olaydir. Tip A spermatogonyumlar belirli bir mitoz bolinme

sireci sonunda tip B spermatogonyumlar1 meydana getirir. Tip B



spermatogonyumlar mitoz bdliinme ile primer spermatositleri olusturur. Primer
spermatositler 46 kromozom (44XY) icerirler. Primer spermatositler birinci mayoz
boliinmeye girerler ve yaklasik 22 giin sonra profaz evresine gegerler. Profaz evresi
sonunda mayoz bolinme tamamlanir ve 23 kromozom (22X veya 22Y) igeren
sekonder spermatositler olusur. Sekonder spermatositler ikinci mayoz bdliinmeyle
spermatidleri meydana getirirler. Tip A spermatogonyumlarm ko&k hiicre
toplulugundan  ayrilmalarim1i  takiben c¢ogalip, farklilasarak  spermatidleri
olusturmalariyla sitokinez tamamlanir. Hiicreler farklilasma siireci boyunca Sertoli
hiicrelerinin yanlarinda var olan girintilere gomiilii halde bulunurlar. Sertoli hiicreleri
germ hiicrelerini koruma, besleme ve destekleme gorevi yaparlar. Sekil 3’de

spermatogenezin asamalar1 gosterilmistir (22).
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Sekil 3. Spermatogenezin agsamalar1 (22)



1.1.4.2. Spermiyogenez (Spermatid Fazi)

Spermiyogenez, spermatidlerin bir boliinme olmadan farklilagsmas1 ve olgun
sperme doniismesi stirecidir. Bu doniisiim lic asamada gerceklesir;

Golgi Fazi: Spermatidler, icerisinde ¢ekirdek (niikleus), Golgi kompleksi,
mitokondriler, ribozom ve diiz yiizlii endoplazmik retikulum iceren bir sitoplazmaya
sahiptir. Golgi kompleksinde akrozomal graniil olusturulur ve sperm hareketinden
sorumlu olan flagellum bu asamada olusmaya baslar.

Akrozomal Faz: Akrozomal graniil, niikleusun 6n tarafini1 kaplayacak sekilde
yayilir ve akrozomu meydana getirir. Bu sirada niikleus uzar ve daha yogun bir hal
alir. Bir sentriyol gelisir ve flagellumu olusturur. Sperm hareketi icin enerji kaynagi
olan mitokondriler flagellumun proksimal kisminda toplanirlar ve spermin orta kisim
denilen boliimiinii olustururlar.

Olgunlasma Fazi: Tim organeller tamamlaninca geriye kalan artik
sitoplazma Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir ve olgunlasan spermler
seminifer tiiblil limenine salirlar.

Spermler seminifer tiibiil liimeninden pasif tasima yoluyla, depolanip islevsel
olarak olgun hale gelecekleri epididime gegerler. Buradan da emisyon ve ejakulasyon
ille vaz deferens yardimiyla {lretraya, oradan da disariya ulasirlar.
Spermatogonyumun olgun sperm haline gelmesi icin gereken siire yaklasik 64
giindiir (22).

Olgun sperm bas ve kuyruktan olusur. Bas kismi haploid niikleusu ve
niikleusun On tarafin1 kapsayacak sekilde fertilizasyon sirasinda gerekli olacak
enzimleri tagtyan akrozomu barmndirir. Sperm hareketini saglayan kuyruk yaklasik
olarak 50 um uzunlugundadir ve orta parga, esas parca ve son par¢a olmak iizere 3
kisimdan olusur. Orta parcada hareket i¢in gerekli olan enerjiyi saglayan
mitokondriler bulunur. Spermiyogenez sirasinda niikleusta meydana gelen ana
degisimlerden biri de haploid niikleusta bulunan histonlarin arjinin ve lizinden
zengin protaminlerle yer degistirmesi olayidir. Protaminler %60’1 arjininden olusan
kiigiik proteinlerdir. Bu degisim sonucunda nukleusta transkripsiyon sonlanir ve

sperm genomik DNA’sin1 stabilize ederek korur (22).



1.1.4.3. Spermatogenezin Hormonal Kontrolii

Spermatogenez pubertenin hemen Oncesinde baslar ve bu olayin
gerceklesmesinde baslica rol alan hormonlar FSH ve LH’dir. FSH hem Sertoli
hiicrelerinin, hem de Leydig hiicrelerinin gelismesi ve fonksiyonlarini yapabilmeleri
icin gereklidir. Puberte Oncesi spermatogenezin gerceklesmesinde tek basina
testosteron yeterli degildir. Eriskin erkekte ise daha o©nce baglamis olan
spermatogenezin devam ettirilmesinde, LH’ nin etkisiyle salgilanan testosteron en
onemli hormondur. Tim spermatogenez siirecinin kalitatif olarak devam
ettirilmesinde tek basina testosteronun, kantitatif olarak siirdiiriilmesinde ise FSH nin
gerekli oldugu bilinmektedir. FSH, spermatogenezin mayoz Oncesi ve sonrasi
evrelerinde etkisini gosterir. Testosteron ise etkisini Sertoli hiicrelerini uyararak
gostermektedir (22).

Eger hipotalamus bir sekilde zarar goriirse bunun etkisiyle testislerde atrofi
gelisir. Bu olgularda Leydig hiicre hiperplazisi, peritiibiiler hyalinizasyon ve germ
hiicrelerinde azalma saptanir. LH nin spermatogenez siirecine katkisi sadece Leydig
hiicrelerini uyararak yaptig1 testosteron salgilatici etkisidir. Oysa FSH’nin
spermatogenezin devam ettirilmesindeki rolii daha farkhidir. FSH ve testosteron
reseptorleri germ hiicrelerinde bulunmadigi i¢cin bu hormonlarin asil etkiledigi
hiicreler Sertoli hiicreleridir. Testosteron, Sertoli hiicrelerinin spermatidlere
yapismasini saglar ve spermatogenezi bu yolla etkiler. Testosteron bunun yaninda
diger peritubuler hiicreleri de etkilemektedir. FSH ve testosteron ayn1 zamanda germ
hiicre apoptozunu 6nlemekte de rol alir. FSH yetersizliginde spermatogenez ¢ok az
sayida spermatid yapilmasi ile sonuglanir. Bunu saglayan testosteronun ortamda
bulunmasidir. Fakat normalde oldugu gibi ¢ok sayida matiir spermatidin yapilabildigi
kantitatif diizeyde spermatogenezin siirdiiriilebilmesinde testosteron ile birlikte
FSH’nin da ortamda olmasi1 gerekir. Tek basma testosteron etkili olmaz, ¢iinkii
testisler icerisinde yeteri kadar yiiksek testosteron konsantrasyonu yoktur.
Spermatogenezin saglikli bicimde devam edebilmesi icin testislerde normal
dolasimdaki testosteronun en az 100 kati1 kadar testosteron gereklidir. Primer
spermatositler ostréjen reseptorleri tasimaktadir. Bu reseptorlerin fonksiyonel olmasi
spermatogenez icin gereklidir. Spermatogenezi etkileyen diger bir hormon da tiroid

hormonudur. Bu hormon Sertoli hiicreleri lizerinden spermatogenezi etkiler. Sertoli



hiicre kaynakli Inhibin B de spermatogenez siirecini etkileyen baska énemli bir

endokrin faktordiir (22).
1.1.4.4. Diger Faktorler

Testislerde spermatogenezin saglanmasinda hormonlarin disinda baska
faktorler de Onemlidir. Y kromozomunun uzun kolu {izerindeki genlerin
spermatogenezi diizenleyici rolleri bulunur. DAZ (deleted in azoospermia) geni
bunlardan birisidir. Obstriiksiyon bulunmayan azoospermi olgularmin %13’{inde bu
genin yoklugu bildirilmistir. Ayrica, seminifer biiyiime faktori, fibroblast biiylime
faktorii (FGF), Insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF- 1), Sertoli hiicrelerinden
salgilanan biiyiime faktorii, mayoz inhibe edici madde ve mayoz 6nleyici madde gibi
parakrin ya da otokrin faktorlerin de spermatogenez tizerinde rolleri vardir. Bunlarin
baslicalar1 interlokinler (IL-1, IL-2, IL-4), kok hiicre faktorii, leukemia inhibitor
faktor (LIF), kemik morfogenetik proteini-4 siirecte rol alan diger Onemli
proteinlerdir (22).

Peritiibiiler hiicrelerin germ hiicrelerinin ¢ogalmasini uyardig1 ve germ hiicre
farklilasmas1 icin gerekli olan retinoliin, seminifer tiibiilde germ hiicre
farklilagsmasima ve seminifer epitel siklusuna aracilik ettigi gosterilmistir (22).

Insan sperm membran proteini-1 (hSMP-1) insan sperm basmin akrozom
bolgesinin yiizeyindeki bir proteindir. Bu protein testiste spermatogenezin her
asamasinda, hemen hemen tiim germ hiicrelerinden salinir. Bu protein germ hiicre
farklilasmasinda rol alir (25).

Ayrica magnezyum, ¢inko, bakir ve kalsiyum spermatogenez sirasinda
niikleusta kromatin yogunlasmasinda gorev alirlar (22).

Testikiiler makrofajlar sertoli hiicre aktivasyonu ve germ hiicrelerinin
yasamini etkiler. Spermatogenez bozulursa bu durum testiste makrofaj sayisinin

artmast i¢in bir nedendir (22).
1.1.4.5. Apoptoz ve Spermatogenez

Apopitoz, hiicrelerin yasamlar1 boyunca yapim-yikim dengesini ayarlayan,
viicutta gereksiz hiicreleri ortadan kaldiran programlanmis hiicre Sliimiidiir. Bu
siiregte hiicre morfolojisi tamamen degismektedir. ilk olarak gerceklesen hiicre

biliziigmesi sonrasinda kromatin parcalanmasi, membranda kabarciklarin olugmasi,



niikleusta yogunlasma ve sonunda fagosite edilebilen apoptotik cisimlere boliinme
gerceklesir. Apopitozis ve nekroz farkli siireglerdir. Apopitoza sitoplazmanin
parcalanma siirecinde olusan kabarciklar plazma zar1 ile korunmus durumdadirlar.
Bu kabarciklar makrofajlar tarafindan fagosite edilirler, ancak herhangi bir
enflamatuvar cevap olusmaz. Nekrozda ise hiicre siser, organellerin hacmi artar ve
sonugta patlayarak igerigi hiicre disina atilir. Makrofajlar nekrotik hiicre kalintilarini
fagosite ederler ve enflamatuvar cevap olugmasini saglayacak molekiiller salgilarlar.
Apopitoza bagli olarak meydana gelen en belirgin degisiklikler; fosfotidilserin ¢ikis1
ve DNA parcalanmasidir (22).

Germ hiicreleri farkli gelisim asamalarinda apoptoz yoluyla yok olurlar. Bu
durum karmasik fizyolojik bir siirectir. Bcl-2 ailesinde yer alan proteinler germ hiicre
homeostazi i¢in yasamsal olan bir sinyal iletir. Bcl-2, Bel-xL, Bel-w, Mcl-1 ve Al
diger sorumlu proteinlerdir. Bu sayilan molekiiller hiicrenin yasamasi gerekliligi
konusunda sinyal iletirken, Bax, Bak ve Bim proteinleri hiicre 6limii i¢in sinyal
yollar. Apopitoz sertoli hiicre ve germ hiicrelerin oranimi belirlemede 6nemlidir.
Germ hiicreleri olmasi gerektigi sekilde gelisimini tamamlayamazsa apoptoz
dongiisiine girer ve Oliirler. Radyasyon, toksik maddeler, transforme edici biiylime
faktorii (TGF), GnRH antagonistleri, 1s1 ve stres apopitozu hizlandiran olaylardir.
Buna karsilik seminifer tiibiiliin 6stréjenle etkilesimi, kdk hiicre faktorii ve LIF
apopitozu engeller (22).

Ejakulat i¢inde bulanan spermlerdeki apopitozun karakteristik 6zellikleri;
ultrastriiktiirel olarak goriilebilen kromatin, mitokondri, niikleus membrani ve
plazma membran1 anormallikleri ve sitoplazmik vakuol ve apopitotik cisimlerin

olusumudur (22).
1.1.4.6. Spermatozoa

Spermiogenezisi tamamlayan hiicrelere “Spermatozoa” denir. Bunlar
morfolojik olarak matiir; ancak fonksiyonel olarak immatiirdiirler. Spermler
motilitelerini epididimde kazanirlar. Epididim fonksiyonu i¢in gerekli olan hormon
dihidrotestosterondur. Epididime ait patolojiler, ejakiilattaki spermlerin karakter ve
islevinde degisikliklere yol acarlar. Deneysel olarak, epididim basindan alinan
spermler ovumu fertilize edemezken; epididim kuyruk béliimiinden alinan spermler

edebilmektedir. Bu da spermlerin fertilizasyon
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yeteneklerini epididimde kazandiklarmi gostermektedir. Spermlerin epididimden
gecis siiresi yaklasik olarak 2 gilindiir. Daha sonra rete testis sivisiyla duktus
deferense gelirler (22).

Spermatozoa, 50-60 mikron uzunlugundadir. Bas, boyun, orta ve kuyruk
olmak {izere dort kisimdan olusur. Bas kisminin uzunlugu 5-6 mikron, genisligi 2,5-
3,5 mikrondur. Akrozom kismi, basin %40- %70 ini olusturmaktadir. Orta par¢anin
genisligi 1 mikron, uzunlugu 1,5 x bas uzunlugu kadardir. Kuyruk kisminin boyu 45
mikrondur. Orta par¢adan daha incedir ve kivrilmamis bir yapidadir. Bas boliimiiniin

biiyiik kismini, icerisinde paternal DNA’nin oldugu cekirdek kaplamaktadir (22).
1.1.4.7. Sperm Motilite Fizyolojisi:

Spermin motilitesinde sperm igine giren Ca™ iyonunun 6nemli rolii vardir.
CatSper geni sperm kuyrugunun esas parcasinda yerlesmistir ve Ca *’nin hiicre i¢ine
alimmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Bu gen spermlerin hizli hareketinden sorumlu
tutulmaktadir. Sekil 4’de sperm motilitesinde Ca™*’nin roli ve akrozom
reaksiyonlarinda molekiiler mekanizmalar gosterilmistir (22).

CatSper geni pH degisikliklerinden etkilenmektedir. Bunun yaninda KSper
(Slo3)’ de sperm kuyrugunda Ca*’nin hiicre i¢ine alinmasinda 6nemli rolii olan
diger bir gendir. Sentrin/kaltractin de kuyruk flagellumunun hareketinde rol oynayan
proteinlerdir. Sperm motilite bozuklugu olanlarda CatSper geninin mRNA
ekspresyonu daha azdir (22).

Spermatogenezde Onemli etkileri olan bir diger molekiil grubu
Aquaporinlerdir. Hiicreler arasi su transportu Aquaporinler (AQP) aracilig ile yapilir
ve 10 farkli Aquaporin tipinin var oldugu bilinmektedir. Bunlarm en 6nemlilerinden
birist AQP-7 dir ve sicanlarda spermin kuyruk bolimiinde yer alir. AQP-7 negatif
sperm Orneklerinde motilite yavaslar ve epididimal gecis boyunca sperm gerekli
olgunlasmay1 saglayamaz (22).

Nitrik oksit sentaz (NOS) ekspresyonu normospermik fertil erkeklerde
infertillere gore daha yiliksektir. Buna karsilik uyarilabilir NOS (iINOS) ve
nitrotirozin immunhistokimyasal boyama sonuglarina gore astenospermik olgularda
daha fazla eksprese edilir (22).

TNF-a, IL1-p ve IL-6 gibi sitokinler artmig immotil sperm sayisindan

sorumludur. Bu olgularda sitokinleri baskilayan spesifik monoklonal antikorlarin
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sperm motilitesini artirdig1  gosterilmistir. Olusan ROS, hiicre ici sinyallerle
sitokinlere ait etkilere aracilik eder. Yiiksek oksijen konsantrasyonlarinda
spermatozoanin hizla motilitesinin azaldig1 rapor edilmistir (22).

ROS’a kars1 glutatyon, katalaz, a-tokoferol ve askorbik asit ile sperm
motilitesi yeniden diizelebilmektedir ve bunlar medikal tedavi segenegi olarak klinik
pratikte kullanilmaktadir (22).

Bir insanda her epididimde ortalama 150-200 milyon sperm bulunur ve
bunlarin yaklasik yarist epididimin kuyruk boliimiinde yerlesir. Epididimin
kuyrugundaki spermatazoalar testikiiler sperme gore daha hareketlidir ve yumurtay1
dolleme oranlar1 daha yiiksektir. Sekil 5°de aksonemin hareket fizyolojisindeki
molekiiler mekanizmalar gosterilmistir (22).

Spermatogonyumun olgun sperm haline gelmesi icin gereken 64 giinde
hormonlar, biiyiime faktorleri, proteinler ortamda bulunmalidir. Bunlarin eksikligi

astenospermi ve infertilite olarak klinige yansiyacaktir (22).
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Sekil 4. Akrozom reaksiyonu ve sperm motilitesinde molekiiler mekanizmalar (22)
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1.1.5. Semenin Genel Ozellikleri

Semen; seminal plazma ve spermatozoadan olusur. Spermatozoalarin
disindaki kisim, seminal plazma olarak adlandirilir. Total voliimiin % 1 den azini

spermatozoalar olusturur. Ejakiilat ortalama 3- 3,5 ml. dir. Bunun 1,5- 2 ml. si
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seminal vezikiilden; 0,5 ml. si prostattan; 0,1- 0,2 ml. si Cowper ve Littre
bezlerinden gelir. Ejekiilatin ilk boliimii spermden zengindir; sonraki kisimlari ise
seminal vezikiil salgisindan olusur. Seminal siv1 visk6z, notral veya hafif alkali olup;
icerdigi flavine bagl olarak sar1 renktedir. Bu madde semenin ultraviyole

1s181inda florans vermesini saglar (23). Semenin normal bir sekilde olusabilmesi i¢in,
ejakulasyonda seminal vezikiil, prostat, Cowper ve Littre bezlerinin sekresyonlarmin
birlesmesi gerekir (24).

Seminal plazmanin pH’ s1 7,2- 7,8 dir. En 6nemli gorevi spermatozoanin
transportunu saglamak ve vajenin pH’ sin1 tamponlamaktir. Seminal plazmanin pH’
s1 6,2 nin altina diistiigiinde spermatozoa motilitesi azalmaya baslar. Semen hacmi az
oldugunda da; yeterince tampon kapasitesi olusturamayacagi i¢in, spermatozoanin
motilitesi azalir. Hacim fazla oldugunda ise spermatozoanin konsantrasyonu
diisecektir. Spermatozoa ejakiilatn ilk kisminda yer aldigindan bu durum bir
dezavantaj olusturmaz (25).

Seminal plazma kompozisyonu mevsimsel olarak farklilik gosterebilmektedir.
Ayrica ejakiilasyondan sonra, seminal plazmadaki enzim ve spermlerin metabolik
aktivitesine bagli olarak da, seminal plazmanmn kompozisyonu degismektedir. insan
ejakiilatinin ilk bolimii, sperm ve prostatik bir sekresyon olan sitrik asit yoniinden
zengindir. Fruktoz, seminal vezikiillerin major sekretuar {riiniidiir. Diger viicut
sivilarindan farkli olarak seminal plazma yiiksek konsantrasyonlarda potasyum,
cinko, sitrik asit, fruktoz, fosforilkolin, spermin, serbest amino asitler ve
prostaglandinler icermektedir. Ayrica Onemli diizeylerde asit fosfataz, beta
glukronidaz, laktat dehidrogenaz, alfa amilaz ve prostat spesifik antijen (PSA)
icermektedir (26). Ayrica Ig G, Ig A, Ig E, Ig M, FSH, LH, antitripsin, glikoprotein,
inhibin, insiilin, kininojen, prolaktin, relaksin, steroid baglayici proteinler ve kan
grubu antijenlerini de icermektedir (27).

Semende spermatozoa disindaki diger hiicresel elemanlar bazi patolojik
kosullarda goriiliirler. Bunlar eritrosit, 10kosit, makrofaj, epitel hiicresi, sertoli
hiicresi ve prostatik hiicrelerdir (28). Seminal sivinin i¢indeki maddeler, semenin
fizikokimyasal 6zelliklerinin yan sira; spermatozoalarin aktivitesini ve fertilizasyon
yetenegini de dnemli Olciide degistirebilirler. Bu nedenle infertil bir olguda, semen

analizi ile birlikte tiim bezlerin sekresyonlar1 da degerlendirilmelidir (29, 30,31).
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1.1.6. infertil Erkegin Degerlendirilmesi

Infertilite nedeniyle bagvuran erkegin dykiisii, dzgecmisi ve soygecmisi iyi
sorgulanip fizik muayenesi sistematik bir sekilde yapilmalidir (32).

Infertil erkegin degerlendirilmesindeki temel amaglar:

1. Diizeltilebilir durumlar1 aydinlatmak.

2. Erkek esin spermi kullanilarak iiremeye yardimci teknikler (UYT) ile
tedavi edilebilen diizeltilemeyen durumlar1 saptamak.

3. Hicbir teknik ile diizeltilemeyen sadece dondr inseminasyon veya evlat
edinme ile tedavi edilebilen durumlar1 saptamak.

4. Erkekte kisirlikla birlikte olan 6nemli hastaliklar1 saptamak.

5. Hastay1 ve dogacak bebegi etkileyen kromozomal ve genetik anomalileri

belirlemektir.
1.1.7. Oykii ve Fizik Muayene

Hastanin infertilite 6ykiisii, seksiiel oykii, ¢cocukluk c¢agi, tibbi 6ykii, cerrahi
Ooykii ve aile Oykiisii detaylica sorgulandiktan sonra fizik muayenede genel viicut
goriiniimii, sekonder seks karakterleri, skrotum, testis voliimleri, vaz deferens ve

epididimler degerlendirilmelidir.
1.1.8. Labaratuvar ve Goriintiileme

Infertil erkegin degerlendirilmesinde dykii ve fizik muayeneden sonra ilk
istenecek laboratuvar testi semen analizidir. WHO 1999 ve 2010 yili semen
parametreleri referans degerleri tablo 1°de gdsterilmistir. Ilk semen analizi normal ise
yeni bir semen analizine gerek yoktur, anormal ise bir ay sonra ikinci bir semen
analizi yapilir (1). HHG aksin degerlendirilmesi agisindan sabah (saat 07-11
arasinda) kaninda FSH ve Total Testosteron (TT), gerektiginde LH, Prolaktin (PRL)
ve Estradiol (E2) diizeyleri 6lgiilmelidir. Oykii, fizik muayene ve laboratuvar
bulgularindan sonra gerektiginde skrotal ultrasonografi (USG) ve transrektal

ultrasonografi (TRUSG) gibi goriintiilleme yontemlerine bagvurulur.
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Tablo 1. WHO 1999 ve 2010 yil1 semen parametreleri referans degerleri (34)

PARAMETRE WHO-1999 WHO-2010
Semen hacmi (ml) >2 >1,5
Toplam sperm (10%ejakiilat) >40 >39(33-46)
Sperm sayis1 (10°/ml) >20 >15(12-16)
Motalite a+b (%) >50 >40(38-42)
Hizh ileri hareketli (%) >25 >32(31-34)
Vitalite (%) >75 >58(55-63)
Morfoloji (%) 4(3-4)
pH >7,2 >7,2
Lokosit (10%/ml) <1 <1

1.1.9. Erkek Infertilitesinin Nedenleri:

1.1.9.1. Pretestikiiler Nedenler:

1.1.9.1.1. Hipotalamus Hastahklari:

1.1.9.1.1.1. Gonadotropin Eksikligi (Kalman Sendromu)

Hipogonadizm ile seyreden Kallman Sendromu 30.000 dogumda bir gériilen
infertilite nedenlerinden biridir. Olgularin yaklasik %111 X kromozomuna bagl gen
mutasyonu gdosterirken, digerleri otozomal kalitim sekli gostermektedir (34). Erken
embriyonik donemde X kromozomu iizerinde KAL-1 (Xp22.3) genindeki
delesyonun neden oldugu Kallman sendromu, hipogonadotropik hipogonadizm ile

karakterizedir (35).
1.1.9.1.1.2. izole LH Eksikligi

Intratestikiiler testosteron iiretimini ve spermatogeneziuyarmak icin yeterli
ancak virilizasyonu tesvik etmek icin yetersiz LH nin tretildigi kismi gonadotropin
eksikligine baghdir. Bu erkeklerin karakteristik olarak testisleri normal
biiytikliiktedir. Ejakulatlarmda sperm sayist azalmistir. Plazma FSH seviyeleri
normal olsa da serum LH ve testosteron seviyeleri normal veya diisiik diizeydedir

(36).
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1.1.9.1.1.3. izole FSH Eksikligi

Hipofizden FSH iiretimi yetersizdir. LH mevcut oldugu icin hastalarin
virilizasyonu normaldir. Testis biiyiikligii, LH ve testosteron seviyeleri normaldir.
Sperm sayis1 azoospermiden c¢ok diisiik sayilara (oligozoospermi) kadar degisiklik

gosterir (36).
1.1.9.1.1.4. Dogumsal Hipogonadotropik Sendromlar

Prader-Willi sendromu genetik obesite, gelisme geriligi, kiiciik eller ve
ayaklar, hipogonadizle karakterize olup nedeni hipotalamik GnRH eksikligidir. 15.
Kromozom f{izerinde tek gen delesyonu vardir. Bardet-Biedl sendromu GnRH
eksikliginin neden oldugu hipogonadotropik hipogonadizmin bir baska nadir,
otozomal resesif formudur. Retardasyon, retinitis pigmentosa, polidaktili ve
hipogonadizmle karakterizedir. Serebellar ataksi hipogonadotropik hipogonadizmle

iliskili olabilir (36).
1.1.9.1.2. Hipofiz Hastahg:
1.1.9.1.2.1. Hipofiz Yetersizligi

Timorler, enfarktlar, cerrahi, radyasyon, infiltratif ve graniilomatoz siirecler

hipofiz yetersizligine neden olabilirler (36).
1.1.9.1.2.2. Hiperprolaktinemi

Dolasimda PRL diizeyinin artmasina baghdir. En sik ve en onemli nedeni
PRL salgilayan hipofiz adenomudur. PRL diizeyinin yiikselmesi genellikle FSH, LH,
testosteron seviyelerini azaltr ve infertiliteye neden olur. Libidonun azalmasi,

empotans, galaktore ve jinekomasti iligkili semptomlardir (36).
1.1.9.1.2.3. Eksejen Veya Endojen Hormonlar

Seks steroidlerinin, Ostrojenler veya androjenlerin fazlali§1 testosteron-
Ostrojen oraninda dengesizlige bagli olarak erkek infertilitesine neden olabilir.
Ostrojen ve androjen fazlalig1 hipofizden gonadotropin salgilanmasimni azaltarak ve
sekonder testis yetersizliine neden olarak infertiliteye aracilik eder. Endojen ve
eksojen glikokortikoitlere asir1 maruziyet spermatogenezde azalma ile sonuglanabilir.

Plazma kortizon seviyelerinin yiikselmesi LH salgilanmasii baskilar ve sekonder
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testis yetmezligini tetikler. Anormal derecede yiiksek veya diisiikk serum tiroit

hormonu seviyeleri hem hipofiz hem de testis diizeyinde spermatogenezi etkiler (36).
1.1.9.2. Testikiiler Nedenler
1.1.9.2.1. Kromozomla iliskili Nedenler
1.1.9.2.1.1. Klinefelter Sendromu

Toplumda  goriilme sikligt 500 erkek dogumda birdir. Erkek
hipogonadizminin ve erkek infertilitesinin en sik goriilen nedenlerindendir (37).
Olgularm %80’inde konjenital sayisal kromozomal aberasyon (47,XXY) sorumlu
iken, %20 olguda 46,XY/47,XXY mozaizmi veya 48, XXYY gibi bir ya da daha
fazla Y kromozomu goriiliir (38). Bu sendromun klasik ticlemesi kiiciik, sert testisler;

jinekomasti ve azoospermiden ibarettir (36).
1.1.9.2.1.2. 46,XX Male Sendromu

XX erkekler, disi karyotipi gosterirler, ancak fenotipik olarak erkektirler. Dis1
genital tasimazlar (39). Bu genetik bozuklugun prevalanst 1:10.000-1:20.000
arasindadir. Rekombinasyon sirasinda SRY, X kromozomuna yapistig1 icin gonadlar
testise doniisiir ancak azoospermi faktdr (AZF) genleri Y kromozomu iizerinde

kalacag icin XX erkekler azospermiktir ve infertildir (40).
1.1.9.2.1.3. 47, XYY Erkekler:

Bin canli erkek dogumda bir goriiliir. Erkekte mayoz II esnasinda Y
kromozomundaki ayrilmama nedeniyle olusur. Bu olgular genellikle fertildirler (38).
Hormon degerlendirmesinde FSH yiikselmis, testosteron ve LH seviyeleri normaldir.

Semen analizinde oligozoospermi veya azoospermi tespit edilir (36).
1.1.9.2.2. Diger Nedenler:
1.1.9.2.2.1. Noonan Sendromu:

Karyotip normal (46,XY) veya mozaiktir (X/XY). Dogumda %75 nin erigkin
donemde fertiliteyi kisitlayan kriptorsidizmi vardir. Testisler tam inmigse fertilite

miimkiindiir (36).
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1.1.9.2.2.2. Miyotonik Distrofi

Eriskin donemde baslayan kas distrofisinin en sikkarsilasilan nedenidir.
Erkekelerin ¢ogunda testis atrofisi olsa da fertilite bildirilmistir. Infertil erkeklerin
diisiik veya normal testosteron ile birlikte yiikselmis FSH ve LH diizeyleri vardir
(36).

1.1.9.2.2.3. Kaybolan Testis Sendromu

Testisler fotaltorsiyon, travma, vaskiiler zedelenme ve enfeksiyona bagli
olarak kaybedilmistir. Karyotip normaldir. Serum FSH ve LH seviyeleri yiiksek,

testosteron seviyeleri ¢cok distiktiir (36).
1.1.9.2.2.4. izole Sertoli Hiicresi Sendromu

Germ hiicre aplazisi de denilen izole sertoli hiicresi sendromlu hastalar testis
biyopsileri germinal epitel disinda tiim testis hiicrelerinin var oldugunu gosteren
azoospermik erkeklerdir. Testosteron ve LH seviyeleri normal, FSH seviyeleri ise

yiikselmistir (36).
1.1.9.2.2.5. Y Kromozomu Mikrodelesyonlar:

Y kromozom mikrodelesyonlar1 azosperminin en yaygin nedenlerinden biridir
(41). Yq distal bolimii tlizerinde bulunan AZF bolgesi sperm gelisimi ve
farklilasmadan sorumludur (42). AZF gen bolgesi delesyonu icin tarama
endikasyonlar1 sperm sayisma gore konulmaktadir ve azospermik veya siddetli
oligospermik hastalar bu endikasyonu olusturmaktadir (43).

Yq tlizerinde bircok gen tanimlanmistir ve delesyonlar1 siklikla nonobstruktif
azoospermili erkeklerde izlenir (44). Azospermik erkeklerin %13’linde, siddetli
oligospermiklerin ise %6’sinda DAZ delesyonu izlenmektedir (45).

AZF bolgesi delesyonlarinin %69’u AZFc, %6’s1 AZFa ve %14 AZFb
bolgesinde goriilmektedir. Kalan kisim ise bu bolgelerin kombine delesyonlar:
seklindedir (46). AZFc boélgesi i¢inde ek bir AZFd bolgesi tanimlanmistir, ancak
prognostik dnemi yoktur (47). AZFc delesyonu olan erkeklerin 2/3{iniin ejakulatinda
az da olsa sperm bulunabilmektedir (48). AZFc delesyonu olan azospermik olgularda
testikiiler sperm ekstraksiyonu (TESE) islemi ile %58-75 oraninda sperm
bulunabilmektedir (49). AZFb delesyonu olan erkeklerde ejakulatta veya TESE ile
sperm bulma sansi ciddi oranda diistiktiir (50). AZFb delesyonlarinda genellikle
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azospermi ile birlikte testiste parsiyel mayotik arrest ve nadiren de “elongated”
spermatid goriilir. Bu nedenle tam AZFb delesyonu varliginda TESE islemi
yapilmamalidir (51). AZFa bdlgesinin tamamini iceren delesyon varli§inda testis

biyopsisinde “Sertoli Cell Only” (SCO) sendromu goriiliir. (52).
1.1.9.2.3. Gonadotoksinler

Radyasyon ve ¢esitli ilaglar testisler iizerine etki ederek infertiliteye neden

olabilirler (36).
1.1.9.2.4. Sistemik Hastahklar

Bobrek yetmezligi, karaciger sirozu ve orak hiicreli anemi ¢esitli

mekanizmalar ile testisler iizerine etki ederek infertiliteye neden olabilirler (36).
1.1.9.2.5. Defektif Androjen Aktivitesi
1.1.9.2.5.1. 5 Alfa Rediiktaz Eksikligi

Testislerin ve Wolf kanallar1 tiirevlerinin (i¢ genital organlar) normal
gelismesi ile birlikte belirsiz dis genital organlarin olusmasina yol agar. Skrotuma
inmis testislerde spermatogenez tamimlanmis olmasma ragmen bu hastalarada
fertilite ~bildirilmemistir. Infertilite genis oOlgiide disgenitallerin fonksiyonel

bozukluklarina bagl olabilir (36).
2.9.2.5.2. Androjen Reseptor Eksikligi

Androjen reseptorii geni, Xql1.2-12’de yer almaktadir. Androjen reseptorii
geninde meydana gelen mutasyonlar 46,XX infertil kadin ve 46,XY azospermik

erkek fenotiplerine neden olmaktadir (53).
1.1.9.2.6. Testis Hasarlanmalar
Orsit, torsiyon ve travma bu grup icersinde sayilabilir (36).
1.1.9.2.7. Kriptorsidizim

Bir gelisim kusuru oldugu diisliniilmekte ve testisi kanserlesme riski altina
sokmaktadir. Yenidoganda inmemis testis morfolojik olarak normal olmasina ragmen
2 yasma gelindiginde siklikla erken evredeki germ hiicrelerinde bozulma

goriilmektedir (36).
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1.1.9.2.8. Varikosel

Skrotal venlerin pampiniform plexususu i¢inde genislemis ve kivrimlasmig
olarak tanimlanmaktadir. Bir¢ok nedenle testisi etkileyerek infertiliteye neden

olmaktadir (36).
1.1.9.2.9. idiyopatik

Infertil erkeklerin en azindan %25-50’sinde herhangi bir tanimlanabilir neden

yoktur (36).
1.1.9.3. Posttestikiiler Nedenler
1.1.9.3.1. Reprodiiktif Yol Obstriiksiyonu
1.1.9.3.1.1. Dogumsal Blokajlar
1.1.9.3.1.1.1. Kistik Fibrozis

Kistik Fibroz otozomal resesif bir hastaliktir. CFTR genindeki (7q31.20)
mutasyonlar sonucu olugmaktadir. Olgularin %90’1 konjenital bilateral vaz deferens
agenezine bagli olarak OA’dwr (55). Beyaz wkta en yaygin goriilen genetik
hastaliktir; beyaz wkin %4’ CFTR gen mutasyon tastyicisidir. CFTR geni iyon
kanali olarak gbrev yapan ve ejakulatuar kanal, seminal vezikiil, vaz deferens ve
epididimin distal 2/3’ilinlin formasyonunu etkileyen bir membran proteinini
kodlamaktadir (55).

Vaz deferensin tek tarafli agenezi genellikle ayni taraf bobregin yoklugu ile
birliktedir ve olasilikla degisik genetik bir nedene dayanmaktadir (56,57). Olgularin
kadin partnerlerinde de CFTR mutasyonu arastirilmali ve UYT 6ncesinde genetik

danigmanlik verilmelidir (58).
1.1.9.3.1.1.2. Young Sendromu
Kronik sintizit, bronsiyektazi ve obstruktif azospermi liclemesi gosterir (36).
1.1.9.3.1.1.3. Eriskin Polikistik Bobrek Hastahgi

Infertilite genellikle epididim veya seminal vezikiildeki tikayici bir kistin

varligina baghdir (36).
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1.1.9.3.1.1.4. Ejakiilatuvar Kanal Blokaji

Obstruksiyon dogumsal olabildigi gibi Miiller kanal1 kistleri (divertikiilleri),
dogumsal atrezisi, seminal vezikiil taslari, cerrahi veya enflamasyon sonrasi skar

dokusunun olusumuna bagli olabilir (36).
1.1.9.3.1.2. Edinsel Blokajlar

Vazektomi, kasik ve fitik cerrahileri, bakteriyel enfeksiyonlar bu grup icinde

siniflandirilabilir (36).
1.1.9.3.1.3. Fonksiyonel Blokajlar

Seminal vezikiiller veya vaz deferensin kasilma yetenegini bozan sinir

zedelenmesi veya ilaclar neden olabilir (36).
1.1.9.3.2. Sperm Fonksiyon veya Hareketliligi ile ilgili Hastahklar
1.1.9.3.2.1. Hareketsiz Siliya Sendromlar

Spermdeki defektlerin nedeni sperm ve diger siliyali hiicrelerin

aksonemlerindeki anormalliklerdir. Kartagener sendromu bir 6rnektir (36).
1.1.9.3.2.2. immiinolojik Infertilite

Testis yiikksek oranda antijenik sperm igermektedir. Vazektomi, testis
torsiyonu veya testis biyopsisi sonucu birpatolojik immun mekanizmanin
tetiklenmesi sonucu sperm antikorlarinin olusmasit otoimmun infertiliteye yol

acmaktadir (36).
1.1.9.3.3. Cinsel Birlesmeye iliskin Bozukluklar:

Empotans ve hipospadiyas bu grup i¢inde siiflandirilabilir (36).
1.1.10. iyon Kanallarinin Fertilizasyon Uzerine Etkileri

1.1.10.1. Fertilizasyonun Molekiiler Temeli

Spermatogenezin baslamasindan 72 giin sonra sperm epididimin kuyruguna
ulagir. Motilite ve fertilizasyon yetenegi epididimdeki transport sirasinda yavas yavas
kazanilir. Ejakulasyon sonrasi semen once koagiile olur, daha sonra 20-30 dakika
icinde prostat enzimleriyle likefiye olur. Alkali pH vajenin asidik ortamimnda

spermleri gecici olarak korur, vajende kalan spermler iki saat i¢inde fonksiyonlarini
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yitirirler. Cinsel iligki sonrasinda vajene giren ejakulattaki spermlerin %35°1 geri
akimla kaybedilir. Ejakulasyondan 90 saniye sonra sperm servikal mukusa ulasir.
Ancak, bunlarin sadece %1°1 iist genital sisteme ulasir (59).

Erkek sperminin yumurta ile birlesebilmesi i¢in kadin genital sisteminde belli
bir siire kalmas1 gerekmektedir. Spermin fertilizasyon yetenegi elde etmesi igin bazi
gerekli hiicresel degisiklikler olmalidir ve buna spermin kapasitasyonu adi verilir. Bu
olay sonunda sperm hiperaktif motilite 6zelligi kazanir, akrozom reaksiyonunu
gerceklestirebilir ve zona pellusidaya baglanabilir. Kapasitasyon sadece memeli

spermlerinde gergeklesen bir olaydir (59).
1.1.10.1.1 Spermin Kadin Genital Sistemindeki Transportu:

Kadin genital sistemindeki transportu smrasinda sperm fertilizasyonu
basarmak i¢in bazi fonksiyonlar kazanmaktadir. Seminal sivi ve epididimde bulunan
kolesterol ve benzeri maddeler yolculuk sirasinda sperm yiizeyinden armmaktadir.
Yardimci tlireme tekniklerinde kullanilan spermlerin “swim up” ve/veya benzeri
yontemlerle yikanmasindaki amag, kapasitasyon benzeri bir durum saglamak ve
ylizeylerindeki kapasitasyonu oOnleyici maddelerden kullanilacak  spermleri
arindmrmaktir. Kapasitasyon sirasinda gergeklesen Onemli olaylarin  basida
proteinlerin fosforilasyonu ve kalsiyumun sperm i¢ine girmesi gelir (59).

Boyutuyla karsilastirildiginda sperm, fertilizasyonu saglayabilmek i¢in ¢ok
uzun bir yolculuk yapmak zorundadir. Spermin uterotubal bileskeye yonelmesi ve
buradan gecip yumurta ile bulusup onun ekstraselliiler matriksine girmesi siirecinde
cok sayida molekiiler olay eslik eder. Beta-defensin 126 (DEFB126) ad1 verilen ve
spermin dis yiizeyinde bulunan bir protein kanal epitelleri lizerinde saglanan elektrik
yiikii sayesinde spermin kolayca ilerleyip servikal mukustan ge¢cmesini
kolaylastirmaktadir. DEFB126 ve benzeri proteinler erkek aksesuvar bezlerinden
salgilanir ve bunlarm sperm hareketindeki 6nemi bu proteinin olmadigi knock-out
(genetigi degistirilmis) farelerde gosterilmistir (59).

Spermin kadin genital kanalinin uterotubal bileske, istmus ve ampullada
hareketi biyolojik olarak yonetilmektedir. Tubanm istmus bodlgesindeki mukozal
katlantilar ve mukus varligi spermin ampullaya geg¢isini yavaslatir, boylece fallop

tiipiinde spermin gec¢irmesi gereken silireyi uzatir ve polispermik fertilizasyonu
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engeller. Sadece kapasitasyon silirecini tamamlayan spermler ampullaya dogru
ilerleyebilirler (59).

Ejakulattaki 200-300 milyon spermden yalnizca birka¢ yiiz adedi (<1000)
oositin yakinina ulagabilir. Tubada sperm rezervuari olugsmaz. Endosalpingeal epitel
sperm fertilite ve motilitesini korumak i¢in en uygun ortamdir. Uterotubal bileskeyi
gecmek icin sperm ylizey membran proteinleri (calmegin, fertilin B, testis spesifik
ACE), Adamla, Adam2, veya Adam3 gerekir. Bu proteinlerin eksikliginde normal
motilite ve morfoloji saglansa bile tubal gecis garanti edilememektedir. Uterotubal
bileskeyi gecen spermler istmus iizerindeki mukozal katlantilar iizerinde fertilizasyon
olusana kadar bekler. Bu evrede annexin ailesinden bazi proteinler sperm baglama ve
istmusda sperm depolamada gorev alir. Bu proteinler erkek seminal vezikiiliinden
salgilanir (59).

Kadinda ovulasyona yaklastikca bazi faktorler sayesinde sperm istmusdan
ayrilir ve ampullaya dogru hareketlenir. Bu hareketi ancak kapasitasyonu
tamamlayabilen spermler yapabilmektedir. Spermin kadin genital kanalindaki
hiperaktif hareketleri de kapasitasyon sonrasinda kazanilir (59).

CatSper spermdeki katyon kanal protein ailesindendir, CatSperl —/— fare
spermleri istmus epitelinden ayrilamamakta ve ampullaya dogru hareket
edememektedir (59).

CatSperl kanallar1 sayesinde kalsiyum hiicre igine alinmakta, spermin
hiperaktif hareketlerinin olusturulmasi saglanmaktadr. CatSperl genini kodlayan
proteindeki bir mutasyonun infertilite sebebi oldugu yapilan c¢alismalarda
gosterilmistir. Istmusta kapasitasyonunu tamamlayamayan spermlerin hareketlerinin
engellenmesi, birden fazla sperm tarafindan fertilizasyonu 6nlemektedir (59).

Sperm depolandig1 bolgeden ampullaya hareket ettiginde tek amaci kumulus
yumurta kompleksini (KYK) bulmak ve fertilizasyonu gerceklestirmektir. KYK zona
pellusida (ZP) ile ¢evrili ovulasyonu bitmis yumurtadan olusmaktadir. Spermin
KYK’y1 bulmasina molekiiler diizeyde yardimci proteinler bulunmaktadir. Bu
maddeler hem KYK’da, hem de folikiiler sivi i¢inde bulunmaktadir. Progesteron

bunlara bir 6rnektir (59).

25



1 Sperm folikilden arta
kalan hbcreleri shustinr. 2 goqrmin akrozomal
enzimleri yumurtanin 3 Sperm b daki 4s

jol tabakasini sindirir, protoinler yumurta

membrani ve yumurta
ir,

i

—

5 Sporm

nikleusu

yumurta

sitoplazmasina

girer. Fertilizasyon
! Kailifi olusur.

¢
3

L AP S

.. )

=
LRl
> Yol Yois

(o

£
N —— r 7 Sperm nukleusu
B ve yumurta birlesir.

Yumurta
nitkleusu

Sekil 6. Spermin kumulus yumurta kompleksine girisi (59)
1.1.10.1.2. Akrozom Reaksiyonu

Akrozom sperm baginda bulunan bir yapidir. Akrozom reaksiyonu sadece
kapasitasyonunu tamamlamis spermler tarafindan gergeklestirilebilir ve sperm
yumurta birlesmesi i¢in 6n kosuldur (59).

Akrozom reaksiyonunun in vitro gergeklestirilmesi i¢in ZP’nin biitiinliigiiniin
bozulmus olmasi gerekmektedir. Bunun yaninda intakt ZP ile yapilan ¢alismalarda
akrozom reaksiyonu ger¢eklesememektedir. Akrozom reaksiyonunun kumulus
hiicreleri tarafindan uyarildigin1 ve ZP ile alakali olmadigmi 6ne siirmektedirler.
Kumulus hiicrelerinden salgilanan progesteronun akrozom reaksiyonunu baslattigi da
gozlemlenmistir (59).

Bununla beraber %20-40 oraninda kapasitasyonun tamamlandigi IVF
ortaminda hiicrelerin kendi kendine akrozom reaksiyonunu gerceklestirdigi, herhangi
ek bir tedaviye gerek gostermedigi anlasilmigtir. Bu spermlerin de herhangi bir
tedaviye gerek duyulmadan in vitro yumurtalarla herhangi bir “Kumulus Ooforus
(KO)” ve ZP olmadan fertilizasyonu gerceklestirdigi goriilmiistiir. Bundan dolay1
akrozom reksiyonu i¢in dogrudan sperm ZP baglantis1 gerekmedigi, hatta bunun in
vivo fertilizasyon i¢in bile gerekliliginin tartismali oldugu belirtilmistir. Akrozom

reaksiyonunun mekanizmasi agiktir. Kalsiyumun hiicre igine transportu sonrasi
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fosfolipaz C (PLC) ve aktive PLC PIP2’den IP3 ve diagilgliserol (DAG) olusturur.
IP3 hiicre i¢i depolardan Ca™ salimimma neden olur ve DAG sayesinde PKC

aktivasyonu ve gerekli proteinlerin fosforilasyonu gerceklestirilir (59).
1.1.10.1.3. Zona Pellusida (ZP)

ZP ¢ glikolize edilmis proteinden olugsmaktadir ve bunlar Zp-1, -2 ve -3
olarak adlandirilmaktadir. Bunlardan Zp-3’iin sperm reseptorii oldugu ve akrozom
reaksiyonunu baglattigi gosterilmistir. Zp-2’nin akrozom reaksiyonunu bitirmis
sperm i¢in ZP’den gecerken bir reseptor oldugu diistincesi kabul gormiistiir. Fertilize
olan yumurtada Zp-2 Zp-2fye donisiir ve diger spermlerin ayni isi yapmasini
engeller. Zp-1, Zp-2/Zp-3 baglanmasmi saglar ve ZP’nin ipliksi yapismnin
olusmasindan sorumludur. Fareler ilizerinde yapilan calismalarda Zp-1 ve -2’nin
olmadig1 durumlarda dahi ZP olusmakta ve yumurta fertilize olabilmektedir. Zp-3°de
bir bozukluk oldugunda ise ZP olusamamaktadir. ZP’si olmayan veya c¢ok zayif olan
yumurta hiicreleri (Zp3—/— ve Zp2—/— yumurtalar) normal sperm ile fertilize
olabilmektedir. Zp-4 insan ve diger benzeri canlilarda tanimlanmis fakat fonksiyonu
tam olarak anlasilamamistir. Zp sadece bir reseptor degil, ayni zamanda tiire 6zgi bir
bariyerdir. Ornegin Rankin fare Zp-2 ve Zp-3’unu insaninki ile degistirmis ve hem
fare hem de insan spermi ile fertilizasyonu incelemis, fakat sadece fare sperminin
yumurtay fertilize edebildigini gostermistir. Zp-3’un primer sperm reseptoér oldugu
ve tlire O0zgii seciciliginin de peptid siralanmasindan kaynaklandigi gosterilmistir

(59).
1.1.10.1.4. ZP Penetrasyonu

Sperm ylizeyindeki hiicre ylizey proteazlar1 proteinlerin biitlinliigiinii bozarak
spermin yumurta i¢ine girmesini saglamaktadir (59).

Acr bir akrozomal enzimdir ve akrozom reaksiyonu sonrasinda ortaya ¢ikar.
Acr enziminin onemli olduguna dair ¢ok sayida yaymn olsa da Acr—/— spermler
fertilizasyon gergeklestirebilmektedir. Baba ve arkadaslar1 yaptig1 calismalarda Acr-
knock-out farelerde spermlerin fertilizasyon yetenekleri alternatif proteazlarin
kullanilmasina baglanmaktadir. Bes testis spesifik serin proteaz bulunmus ve Tespl—
Tesp5 olarak adlandirilmigtir. Bunlardan sadece Tesp5 “knockout” olan fareler

iizerinde c¢alisilmis ve bunlarin ZP’ye baglanmasi ve yumurta ile birlesmesinde
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yavaslama oldugu gosterilmistir. Yapilan calismalarda erkek ve disi arasinda ortak

kompleks bir yap1 oldugu iizerinde durulmaktadir (59).
1.1.10.1.5. Sperm Yumurta Birlesmesi:

ZP’yi gegen akrozom reaksiyonunu tamamlamis spermler hemen yumurtanin
plazma membranina yapisir. Sadece akrozom reaksiyonunu tamamlamis
spermlerdeki “fusogenler” aktive olabilmektedir. Mn9, Cd46 ve Izumol gibi sperm
antijenleri sadece akrozom reaksiyonu Dbitmisse antikorlarla reaksiyona
girebilmektedirler. Bunlardan OBF13 bir monoklonal antijendir ve sperm-yumurta
fizyonunu engellemektedir. Ayni aileden olan antijenler flizyon icin Onemli
adaylardir. Izumol—/— erkek farelerde mutant spermler ZP’yi ge¢ip yumurtaya
ulagsalar dahi tamamen infertildirler. Izumol—/— erkek farelerde mutant spermler
kullanilarak yapilan ICSI’de birlesme asamasi “bypass” edildigi icin yumurta
fertilize olabilmekte ve sican uterusuna yerlestirildiginde gelisim devam
edebilmektedir. Bu nedenle Izumol proteini yumurta sperm birlesebilmesi i¢in
onemlidir. Akrozom reaksiyonu sonrasinda [zumol fiizyonu gergeklestiren spermin
basmin 6n kisminda yerlesmektedir. Testis-spesifik serine kinaz 6 (Tssk6) eksikligi
olan farelerde ZP’ye baglanmada Izumol iizerinden ilerleyen mekanizmada bozulma
olusmaktadrr. Yumurta tizerindeki a6PBl integrin sperm igin 6nemli bir flizyon
proteinidir. Bazi arastirmalarda bunun olmazsa olmaz bir baglanma proteini olmadig1
gosterilmistir. Bunlarm iginde tetraspan Cd9 bir yumurta yiizey proteinidir ve
fertilizasyon i¢in Onemlidir. Cd9 bir¢ok hiicre tarafindan sunulan bir proteindir.
Cd9’un farelerde sperm yumurta birlesmesi i¢in Onemli oldugu gosterilmistir.
[zumo1 spermin yumurtaya baglanmasida onemliyken Cd9’da yumurtanin sperme
baglanmasinda onemlidir. Bu ikisinin beraber hareket ettigine dair goriisler de

bulunmaktadir (59).
1.1.11. iyon Kanallarimin Smiflandirilmast:

Iyon kanallar1 kapr ile smiflandirilabilir ve voltaj kapili iyon kanallar1 plazma
membraninda voltaj gradientine bagl olarak acilir veya kapanir. Pekcok voltaj kapil
iyon kanallar1 i¢in gozenek olusturucu alt birimler a-alt birimdir ve yardimci alt
birimler B, 6 ve v.b. olarak adlandirilir. Baz1 kanallar, sadece pozitif (katyon) ve

negatif (anyon) yiikli iyonlarin gecisine izin verir. Voltaj kapili iyon kanallari
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genellikle Na“, Ca"" ve K" iyonlarm selektif iletkenligine dayali olarak siniflandirilir.
Ligand kapili kanallar bir ligandin kanala bagliliginda agik veya kapalidir. Ligand
kapili iyon kanallarinin temel siniflamasi asetilkolin, 5-hidroksitriptamin ve -

aminobiitirik asit gibi primer sinyal transmitterlerine gore yapilir (60).
1.1.11.1. CatSper Iyon Kanal Ailesi:

Katyon kanal sperm (cation channel sperm; CatSper), sperm spesifiktir, zayif
voltaj bagimlidir, kalsiyum selektiftir, pH duyarlidir, sperm hiicrelerinin i¢ine pozitif
yiiklii kalsiyum iyonlarinin girisini kontrol eder, sperm hiperaktivasyonunda ve erkek
fertilitesinde gereklidir (61).

CatSper dort ayr1 gozenek olusturucu alfa alt birimden olusan
heterotetramerik kalsiyum kanalidir. CatSper 1-4 ve ii¢ yardimci alt birim vardir:
CatSper B (beta), CatSper y (gama) and CatSper o (delta), en az yedi gen ile kodlanir
(sekil 8). Cesitli alt birimlerin katilimi1 kanali kompleks hale getirir; bununla birlikte
spermatozoanin fonksiyonel koordianasyonu i¢in, flagella da lokalizedir ve
intraselliiler pH’ya duyarlidir, progesteron, prostaglandinler, kokular, baz1 bagka
proteinler ve hiicre sinyal molekiilleri aktivasyonu i¢in gereklidir. ilk gdzenek
olusturan CatSper alt birimi, CatSperl, 2001 yilinda kesfedilmis ve 6zel olarak
spermatozoa da ve erkek lireme sistemi i¢in gerekli oldugu bulunmustur. CatSperl,
voltaj kapili kalsiyum selektif kanallarin arastirilmasi esnasinda bulundu. CatSper2,
bir sinyal peptid trapping metodu kullanilarak bir sperm hiicre spesifik kopya gibi
tespit edildi. Ailenin diger iki iiyesi olan CatSper3 ve CatSper4 daha sonra
tanimlanmistir (61).

CatSperl insanda 11q13.1 kromozom bdlgesinde lokalizedir, 12 ekzona sahip
olup 780 aminoasit kodlamaktadwr. CatSper2 15q15.3 kromozom bdlgesinde
lokalizedir, 14 ekzon igerip 528 aminoasit ile kodlanmaktadir. CatSper3 5q31.1
kromozom bdlgesinde lokalizedir, 8 exona sahip olup 398 aminoasit ile
kodlanmaktadir. CatSper4 1p36.11 kromozom bélgesinde lokalizedir, 10 exona sahip
olup 472 aminoasit ile kodlanmaktadir. CatSper beta, CatSper’in yardimei alt birimi
database arastirmasi ve reverse transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu kullanilarak
tespit edilerek ilk rapor edilmis olup, CatSperf insanda 14q32.12 kromozom
bolgesinde lokalizedir, 27 exona sahip olup 1116 aminoasit ile kodlanmaktadir (62).

CatSper beta iki transmembran segmenti ile iki kisa sitoplazmik alan ve bir biiytik
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extraselliiler alan igermektedir (61). Diger yardimei alt birim, CatSpery insanda
19q13.13 kromozom bolgesinde lokalizedir, 29 exona sahip olup 1159 aminoasit ile
kodlanmaktadir (62). Bir tek transmembran segment ile bir biiyiik ekstraselliiler alan
ve bir kiiclik sitoplazmik kuyruktan olusmaktadir (61). CatSperd geni son
zamanlarda bir database arastirmasi ile tanimlandi ve bir subiinit kodlar, bir tek
transmembran segmenti ile biiylik bir ekstraselliiler alan ve bir kisa sitoplazmik
kuyruktan olusmaktadir (61). CatSperd insanda 19p13.3 kromozom bélgesinde
lokalizedir, 22 exona sahip olup 798 aminoasit ile kodlanmaktadir (62). insanlar ve
farelerde CatSper subiinitlerinin kromozomal lokalizasyonu ve Ensembl gen
kimlikleri tablo 2’de listelenmistir.

Tablo 2. Insanlar ve farelerde CatSper subiinitlerinin kromozomal lokalizasyonu ve

Ensembl gen kimlikleri (61).

GEN ADI :ﬁ‘;ﬂomm :ﬁ:ﬂ:"&wc' 5:::"“0” ENSEMBL TANIMLAYICI
CatSper 1 || 11q13.1 ENSG00000175294 19A ENSMUSG00000038498
CatSper2 | 15q15.1-15.3 ENSG00000166762  2ES5 ENSMUSGO00000033486
CatSper 3 5q31.1 ENSG00000152705  13B1 ENSMUSG00000021499
CatSper4 | 1p36.11 ENSG00000188782  4D3 ENSMUSGO00000048003
CatSper || 14q32.12 ENSG00000133962  12E ENSMUSG00000047014
CatSpery | 19q13.2 ENSG00000099338  7B1 ENSMUSG00000049123
CatSper & 19p13.3 ENSGO0000174898 17D ENSMUSG00000040828

CatSper diger voltaj kapili kalsiyum kanallarina benzerdir. Cift degerlikli
katyonlarin yoklugunda, sodyum ve sezyum gibi tek degerli katyonlar1 iletebilir;
bununla birlikte CatSper’in afinitesi ¢ift degerli katyonlara daha yiiksektir. CatSper
kanallari, normal fizyolojik kosullar altinda, sperm membran potansiyeli ve
intraselliiler pH gibi degerlerde minimal seviyede aktif kalir, agonistler ve fizyolojik
uyaranin varliginda sadece potansiyel olarak aktiftir. Voltaj kapili iyon kanallarinin
bir kismu testis, spermatositler ve spermatozoada tanimlanmustir. Ilging bir sekilde,
iyon kanal proteinlerinin bazilar1 diger dokularda gozlenebilir, beyin gibi, bu durum
sperm fizyolojisi i¢in essiz bir foksiyonel 6neme sahip olan iyon kanallarinin ayirt
edilmesini zorlastiriyor. Bu nedenle Ren ve Xia, 2010 yilinda sperm fizyolojisinde
onemli olan iyon kanallarini belirlemek i¢in birkag ayirict 6zellik onerdi; 1) protein
spermde saptanabilir olmali ve antikor spesifitesi i¢in bir negatif kontrol olarak

knock-out sperm ile dogrulanmis olmalidir; 2) tiim sperm akimi patch-clamp
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kayitlar1 ile saptanabilir olmalr; 3) yiiksek selektif sperm iyon kanal blokorlerinin
uygulanmas1 dogal fizyolojik aktiviteleri etkileyerek sperm fonksiyonlarmi bozmali;
4) sperm fizyolojisi ve erkek fertilitesindeki kusurlar ile proteini kodlayan genin
mutasyonlar1 ve hedeflenen genin bozulmasi. CatSper bu belirtilen kriterlerinin
cogunu karsilamasi {lizerine spermatozoa da fizyolojik Onemi olan bir kanal
yapmaktadir (61).

CatSper kanali, fare ve insanlarda sperm flagellumunun ana parcasinda
lokalizedir. Kalsiyum girisi ile spermde intraselliiler kalsiyum konsantrasyonu
yiikselir, sperm hareketleri daha hizlanir ve giiclenir. Ayrica, kalsiyum kanalinin
benzersiz bu sinifi hiperaktif sperm motilitesinde, disi tireme yolunun epitelyumunda
sperm ayrigmasinda, yumurtaya penetrasyonda ve fertilizasyonda gerekli oldugu
gosterilmistir. Hiperaktif motilite, asimetrik yiiksek amplitiidlii ve diisiik frekansl
flagellar vuru ile karakterizedir, fertilizasyon alanina, isthmik rezervuara ulasmak
serbest sperm icin esansiyeldir, daha sonra yumurtay1 ¢evreleyen zona pellucidaya
dogru penetrasyon ile sonu¢lanmaktadir (sekil 7). CatSper kanali, diger iyon
kanallar1 ve pompalari ile birlikte, sperm motilitesinde hizli degisiklikler i¢in gerekli
kalsiyum girisini kolaylastirir, fertilizizasyon icin spermin yumurtaya yerlesmesi
sirasinda disi reproduktif sistem engellerine dogru yolculuguna izin vermektedir.
Spermatozoa kadin {ireme yolunda muhtemelen birden ¢ok sinyal alir,
spermatozoanin hiperaktif motilite kazanmas1 ve yumurtay: fertilize etmesi i¢in bilgi
ve isaret saglamaktadir. Insanlarda, CatSper kanal mutasyonlarmin infertilite ile

iligkili oldugu bulunmustur (61).
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Sekil 8. CatSper’in fonksiyonu ve diizenlenmesi (61).

Dort CatSper alt birimleri transmembran bolgelerinde nispeten diistik bir dizi

benzerlige sahiptir, varyasyon formlar1 %16-22’dir. Insan CatSper benzerlikleri

fareye gore yliksektir (%55 benzerlik); transmembran alaninda %81 benzerlik ve por

bolgelerinde %89 benzerlik gostermektedir. Dort ayr1 gozenek olusturucu CatSper-
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alfa subiinitlerinin her biri alt1 transmembran segmentine sahiptir (S1-S6) ve iki
fonksiyonel farkli modiilii vardir: voltaj duyarl alan (S1-S4) ve gozenek olusturucu
alan (S1-P loop-S6). CatSper alfa subiinitlerinin (CatSper 1-4) dordiinci
transmembran segmenti (S4) birka¢ pozitif sarjli aminoasit rezidiileri igcermektedir
(lizin/arjinin). CatSperl, kuvvetli voltaj sensitif kanallardaki gibi ayni davranista
olan alt1 pozitif sarjli aminoasit (lizin/arjinin) icermektedir. CatSper2, dort rezidii,
CatSper3 ve CatSper4 sadece iki rezidii igermektedir (61).

CatSper genlerinin bozulmasi ile spesifik motilite parametreleri belirgin
azalmistir. Basit bir mikroskobik inceleme ile motiliteyi 6lcerek CatSper +/+ ve
CatSper-/- sperm arasindaki farki tespit etmek miimkiin olabilir. Canli spermin
ayrmtili bir motilite analizi, tercihen bilgisayar destekli otomatik sperm analizorii
kullanilarak, mutant ve normal tip sperm arasinda dnemli farkliliklar ortaya ¢ikabilir.
Bilgisayar destekli sperm analizi yol hizi, ilerleyici hiz ve rota hiz1 gibi spesifik
motilite parametrelerinin, mutant spermde anlamli derecede bozuldugunu
gostermektedir. CatSperl’siz farelerin sperm yiizme hizinda bir azalma bulunmus,
daha sonra CatSper’siz spermin baslangi¢ motilitesinin normal ve CatSper’siz fare
sperminin en onemli kusurunun hiperaktif motilitenin eksikligi oldugu bildirilmistir.
Normal tipte spermin flagellar vuru aktivitelerinin CatSperl’siz spermatozoa ile
basarili  bir karsilastirilmasinda, mutant spermatozoa hiperaktif motilite
sergileyemedigi ve onlar flagellar vurusunun diisiik egrilik ile simetrik ve
kapasitasyon ortaminda kiiciik amplitidli kaldig1 gosterilmistir (Sekil 7). Caligmalar
CatSper’si1z fare sperminin yiiksek visk6z ortamda normal tip fare sperminden daha
az motil oldugunu gostermistir. Hiperaktivasyon, ovidukta sperm migrasyonu igin
esastir, 0zellikle kadin iireme sisteminde sperm deposu olan alt istmustan kagmak
icin gereklidir. Ancak, in vivo hareketlilik davranis1 degerlendirmek zor olmustur.
CatSper knock-out sperm sadece bazal motilitesini korur, onlar hiperaktif motilitenin
in-vivo mekanizmasini test etmek icin bir modeli temsil eder. Ayrica mutant sperm
oviduktal sperm deposunun O&tesine tasmamayabilir, biiyiik olasilikla ovidukta
yapisik epitelyal hiicrelerin mekanik giiclinden kurtulmas: yetersizdir yani
kemotaksisi eksiktir. Hiperaktif motilitenin yoklugunda sperm fizyolojik olarak

kusurlara sahiptir, oviduktta yiiksek viskdz ortama dogru geciste ve yumurtanin
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ylizeyinde kumulus oophorus ve zona pellucida gibi koruyucu bariyerlere
penetrasyonda basarisiz olmaktadir (61).

CatSper mutant spermin (CatSper-/-) fertilizasyon yetenegini degerlendirmek
icin, IVF denemesi yapilmis. Kapasitan normal tip ve 24 saat boyunca mutant sperm
ile siiperoviile normal tip disi matiir yumurtalarin inkiibasyonu karsilastirildiginda
normal tip sperm ile yumurtalarin %81 fertilize oldugu, mutant sperm ile fertilize
olmadig1 gosterilmistir. Hiperaktif motilitenin eksikliginden dolayr ¢ok muhtemel
bazi1 CatSper-/- sperm yumurtalara yapismig fakat penetrasyonun yetersiz oldugu
izlenmistir (sekil 9). Dogal fertizasyon esnasinda, sperm yumurtalarin plazma
membrani ile kaynasarak kumulus oophorus ve zona pellucidaya penetre olur. Ilging
bir sekilde, dis tabakalar1 enzimatik olarak kaldirilmis (zona pellucidasiz) yumurtalar
ile mutant sperm ve normal tipin her ikisinde de fertilizasyon ve penetrasyon
gosterilmistir. Bu nedenle, CatSper’m yumurtanin dis katmanlar1 {izerinden

penetrasyonu kolaylastirdig: gosterilmistir (61).

Kumulus Ooforus

Zona Pellucida

Perivitelline Alan

= Niikleus

L)
Mormal Sperm
CatSper'siz Sperm penetre olabilir ve
Zona Pellucidaya yumurtalan fertilize
penetre olamaz edebilir

Sekil 9. CatSper’m Fonksiyonel Onemi (61)

Spermatogenezis veya spermiogenezis de CatSper kanalindaki defektler
sperm fizyolojisinde bozukluklara neden olmaktadir. Fare modelleri ve proteinler
arasindaki fiziksel etkilesimde CatSper alfa alt birimlerinin (CatSper 1-4) dort
knock-out’unun herbirinde fenotipik benzerlik oldugu 6ne stiriilmiistiir, bu 4 CatSper

protein formu heterodimerik kanalin ve onlarinin herhangi birinin bozulmasi bu
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kanalin fonksiyonunun bozulmasi ile erkeklerde infertilite ile sonuglandigi 6ne
siiriilmiistiir.  Infertil insanlarda CatSperl ve CatSper2 mutasyonlarmin
asthenoteratospermia ile iligkili oldugu bulunmustur; bununla birlikte, infertil
bireylerde CatSper3 ve CatSper4 mutasyonlar bugiine kadar rapor edilmemistir.
Benzer sekilde, CatSper B, CatSper y mutasyonlar1 da rapor edilmemistir. Bu yedi
bilinen CatSper alt birimlerin herhangi birinininde fonksiyon kaybi sonunda erkek
infertilitesine yol agabilir (61).

Knock-out caligmalar1 mutant farelerin viicut ve testislerinin agirligmnin
normal tip Orneklerinden farkli olmadigini gostermektedir. Mutant ve normal tip
epididim kuyrugunun sperm sayis1 anlamh farkli degildir ve mutant spermatozoanin
belirgin sitolojik Ozellikleri ayirtedilemez. CatSper-/- farelerde spermatogenezis
defektlerinin yoklugu normal tip ve mutant fare testisleri arasmdaki morfolojik
farkliliklarin  eksikligi ile desteklenmektedir. Infertil bireylerin ¢ok sayida
mikroskobik incelenmesi iizerine herhangi bir saptanabilir sperm anormalligi mevcut
degildir. Ayni1 zamanda, onlarin disi partnerlerinde anomali yoktur. Hiperaktif
motilitenin kayb1 bu gibi bireylerde infertilitenin kaybinin gerisindeki birkag¢ olasi
faktorlerden biri olabilir. Bu nedenle, normospermik infertil bireyler insan
infertilitesinde CatSper mutasyonlarinin analizi i¢in uygun aday grubunu

olusturmaktadir (61).
1.1.11.2. Proton Voltaj-Kapih iyon Kanah:

Proton voltaj kapili iyon kanali (Hv1) voltaj sensorii protomerlerin bir dimeri
olarak hiicre membraninda mevcuttur. Gegerli teori her bir sensor kendi proton iletim
yolunu icermesidir. Hvl sperm flagellumunun esas parcasinda ifade edilmistir (60).
Hvl insanda 12q24.11 kromozom bdlgesinde lokalizedir, 7 exona sahip olup 273
aminoasit ile kodlanmaktadir (62).

Insan spermatozoasinin whole-cell patch-clamp kayitlar1 yiiksek proton
iletkenligini ortaya koyar. Insan spermatozoasi erkek iireme sisteminde hareketsizdir
ve kadin lireme sistemi i¢ine girer girmez aktivasyona ge¢cmektedir. Bu siire¢, sperm
sitoplazmanin alkalizasyonunu gerektirdigi bilinmektedir. Saglam flagellar Hvl
bagimli proton iletkenligi membran depolarizasyon ile aktive edilir; bir alkalin
ekstraselliiller ortam; endocannabinoid anandamid; ve ekstraselliiler ¢inkonun

ortamdan uzaklastirilmasi, bir giiclii Hvl blokordiir. Hvl protonlarin sadece disa
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taginmasina izin verir ve bu nedenle intraselliiler alkalinizasyonun uyarilmasinda ve
spermatozoanin aktivasyonunda rol alir. Ciinkii Hvl ve CatSper kanallar1 ayn1 hiicre
ic1 etki alaninda bulunmasi nedeniyle, Hvl kanallar1 araciligiyla proton ekstriizyonu
intraflagellar alkalizasyonu indiikleyebilir ve CatSper iyon kanallarmi aktif hale
getirebilir. Bu nedenle, insan spermatozoasinda Hvl ve CatSper kanallarinin birlikte
hareketi kadin {ireme sisteminde Ca’" gereken sperm aktivasyonunu ve her ikisi
intraselliiler pH nin artmasini uyarabilir (60).

Insanlarda bu kanalda meydana gelen mutasyonlarm, sperm aktivasyonunda
ve akrozom reaksiyonunda ki 6nemli roliinden dolayr infertilite ile sonug¢lanmasi
muhtemeldir. Bu gende ki mutasyonlarin sperm sayisini etkilemesi olas1 degildir; bu
nedenle, normospermik infertil bireyler bu tiir calismalar i¢in en iyi adaylardir.
Sperm aktivasyonunda Hv1’in 6nemi, erkek fertilitesini kontrol etmek i¢in onu cazip

bir hedef yapar (60).
1.1.11.3. Potasyum Voltaj-Kapili iyon Kanah:

Diger pozitif yiiklii iyonlar arasinda, K iyonlar1 ve tastyicilar1 hiicresel
migrasyon mekanizmasmin esas bilesenidir. Slo3 insanda 2pl3.1 kromozom
bolgesinde lokalizedir, 9 exona sahip olup 743 aminoasit ile kodlanmaktadir.
KCNU1 8pl11.23 kromozom bodlgesinde lokalizedir, 27 exona sahip olup 1149
aminoasit ile kodlanmaktadir (62).

Non-kapasitan farelere ait spermatozoa dinlenme membran potansiyeli
yaklagik -30mV’dur. Kapasitasyondan sonra, sperm hiicresi yaklasik -60 mV ile
hiperpolarizedir. Sperm patch-clamp teknigi ile yapisal olarak aktif, zayif disari
dogru yonelen K akimi (IKSper) 6l¢iildii. Bu IKSper 6zellikle sperm flagellum'un
ana parcasma lokalizedir. Farelerde Slo3 geninin IKSper i¢in 6nemli oldugu ifade
edilmistir. Farelerde Slo3 testise Ozgiidiir (memeli spermatositlerinde bolca ifade
edilmistir) ve onun iyon kanal 6zellikleri IKSper ile benzemektedir. Slo3’iin pH ve
voltajin her ikisine duyarliligindan dolayi, sperm kapasitasyonunda ve/veya akrozom
reaksiyonunda rol aldigi, intraselliiler pH ve membran potansiyelinin her ikisinde
degisiklik oldugu zaman fertilizasyon i¢in esas adimlarin olustugu bilinmektedir (60).

Zeng ve arkadaglar1 2011 yilinda korpus epididim sperminde fizyolojik
membran potansiyellerinde tiim pH bagli K™ akiminm Slo3’iin genetik delesyonu ile

ortadan kalktigmni gostermislerdir. KSper/Slo3’iin tiim fare spermlerinde K"
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akimimdan ve bu spermde tek pH bagimhi K iletkenliginden sorumlu oldugu ifade
edilmektedir. Fizyolojik iyonik gradientler (alkalinizasyon) ile normal tip spermde
KSper/Slo3 aracili hiperpolarize olurken, SLO3-/- spermatozoa depolarize
olmaktadir. Slo3-/- erkek fareler infertildir, fakat Slo3-/- sperm invitro fertilizasyon
yontemlerinde bazen fertilizasyon oOzelligi gostermektedir. Slo3-/- spermde
morfolojik anomali insidansi daha yiiksektir ve uyarmin olmadig: kosullar altinda
KSper’m anlamli bir rolii, bikarbonatin yoklugunda da motilitede eksiklikler
sergilemesidir. Birlikte, bu sonuglar IKsper’m primer spermatozoada, K’ akimi
oldugu ve KSper/Slo3 hiperosmotik ortamlar olustugu zaman sperm motilitesi ve
normal morfolojisinin kazanilmasinda onemli bir rol oynayabilecegini gdstermistir,
fertilite i¢in Slo3 kritik bir rol oynadigi ifade edilmistir (60).

Sperm fizyolojisi ve fertilitede IKSper’in ka¢milmaz bir rolii hayvan modeli
calismalarinda agiktir. Bu kanali kodlayan gendeki mutasyonlar spermde aktivasyon
ve fertilitede bozulma ile sonuglanacagi muhtemeldir. Bu nedenle, bu kanali
kodlayan genler infertil erkeklerdeki tarama i¢in iyi adaylardir. Su anda, Slo3 bu
kanali kodlayan tek bir gen gibi goriinmektedir; bununla birlikte insan erkek
infertilitesinde tarama i¢in daha fazla genlerin saglanmasi, bu kanalin
olusumu/aktivitesi daha fazla genlerin tanimlanmasina katki saglayabilir. Su ana
kadar ki bilgilere gore, infertil insanlarda bdyle bir mutasyon bildirilmemistir.
Slo3’iin yiiksek testis spesifik ekspresyonundan dolayi, insanlarda Slo3 kanallarini
etkileyen farmakolojik ajanlar fertilizasyon fizyolojisinin diizglin calismast ve

fertilitenin gelistirilmesi veya kontroliinde yada her ikisinde kullanilabilir (60).
1.1.11.8. Ca ile Aktive Edilen Cl Kanallari

CaCCs, plazma membran kanallar1 sayesinde intraselliiler depolar veya
akimdan serbestlenerek sitozolik serbest Ca™ konsantrasyonunun artirilmasi ile
aktive edilir. Son zamanlarda, ii¢ ¢caligma grubu CaCCs’nin aktivitesi ile giicli iliskili
bir membran proteinine benzer TMEMI16A’y1 (ayn1 zamanda anoctamin-1 olarak
bilinir) bagimsiz olarak tanimlamiglardir. TMEM16A TMEMI16B-K olarak
adlandirilan diger dokuz liye iceren bir protein ailesinin bir parcasidir. CaCCs ile
TMEM16B’nin birlikte ekspresyonu, TMEM16A’nin birlikte ekspresyonu ile iligkili
farkli biyokimyasal oOzellikler (voltaj bagimlilik, tniter iletkenlik) sergiledigi

gosterilmistir. Tim TMEMI16 proteinleri benzer varsayimsal bir topolojiye sahiptir,
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sekiz transmembran segmenti ve sitozolik N- ve C- terminalinden olusur (63).
Insanda TMEM16A 11q13.3 kromozom bélgesinde lokalizedir, 26 exona sahip olup
986 aminoasit tarafindan kodlanmaktadir. TMEMI16B 12p13.31 kromozom
bolgesinde lokalizedir, 27 exona sahip olup 999 aminoasit tarafindan kodlanmaktadir
(62).

Insan sperm bas kisminda iyon kanal aktivitesinin hiicre bagimli modda
‘haritalama’ patch-clamp ¢alismalar1 uzun kararh agikliklar gosteren bir CI gecirgen
kanali ortaya koymaktadir. Sperm bas kisminin farkli parcalar1 farkli kanallara
sahiptir ve bir fonksiyonel 6neme sahip dikkat cekici bir kiimelenme vardir. Delikli
patch-clamp teknigi kullanilarak matiir insan spermatozoasiin bas kismindan tiim
hiicre kayitlar1 elde edilerek CaCCs akimlarinin varligi ortaya konulmustur, bunlarin
TMEM16 proteinleri ile tasindig1 diistiniilmektedir. CaCCs insan spermatozoasinin
fizyolojisinde 6nemli bir rol oynar ve solubl ZP ile indiiklenmis AR’da muhtemelen

rol alir, fakat onlarin sperm motilitesindeki rolii heniiz belirlenmemistir (64).
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Hastalarin Secimi

Firat Universitesi T1p Fakiiltesi etik kurulunca onaylanan ¢alismada, Haziran
2014-Haziran 2015 arasinda Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Uroloji AD,
Androloji BD’na infertilite nedeni ile basvuran hastalar ¢alismaya alinmustir.
Calismaya aile oykiisii ve genetik profili normal olan ve varikoseli olamayan hastalar
dahil edildi.

Hastalar degerlendirilirken anamnezde yas, primer veya sekonder infertil olup
olmadig1, herhangi bir korunma yontemi kullanip kullanmadigi, eger kullanildiysa ne
kadar stire ile kullanildigi, cinsel iliski sikligi ve ailede infertil bireyler olup
olmadigi, sigara, kabakulak, orsit, prostatit epididimit Oykiisi, bu zamana kadar
herhangi bir yardimci iireme teknigi uygulanip uygulanmadigi sorgulandi. Fizik
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 hastalar sonrasinda Avrupa Uroloji Dernegi 2015 yili
erkek infertilitesi guideline’na uygun olarak 5 gruba ayrildi.

1) Normozoospermi (kontrol grubu)

2) Oligozoospermi

3) Astenozoospermi

4) Teratozoospermi

5) Oligoastenoteratozoospermi
2.2. Iyon Kanallarim Tespit Etmede Kullanilan Aletler

e -20°C derin dondurucu: Argelik, Tiirkiye

e -80°C derin dondurucu: Nuaire, Meksika

e Etiiv: Gallenkamp, Economy Incubator Size, Ukrayna

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

e Otomatik Pipetler: Socorex, Acura 825,Switzerland, Isvicre
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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

2.3. Iyon Kanallarim Tespit Etmede Kullanilan Kimyasal Maddeler

cDNA Kiti: AB Applied Biosystems, High- Capacity cDNA Reverse
Trancription Kits, Part No:437522 REVB, Foster City, CA
TagMan® Gene Expression Master Mix: AB Applied Biosystems, Katalog
No0:4369016, ABD
Temizleme Soliisyonu: Bioshop, Nuclease Removal Reagent (500 mL), Kanada
Tri Reagent, Molecular Research Center, Cat No: TR 118, Montgomery Road
Cincinnati, OH, USA

2.4. Tyon Kanallarim Tespit Etmede Kulllanilan Yéntemler

2.4.1. Total RNA izolasyonu

Donuk haldeki ornekler eritildi ve 5 dakika 5000 g’de 4 °C’de santrifiij edildi.

Siipernatant kismi atild1 ve pelleti 1 ml %0,5 Triton-X’de ¢dziildii. Ornekler somatik

hiicrelerin lizisi i¢in buzda 10 dakika bekletildi. 5 dakika 5000g’de 4 °C’de santrifiij

ile hipotonik/Triton-X soliisyonu atild1 ve pellet PBS ile yikanildi. Ornekler 10°

hiicreye 1 ml olacak sekilde Trizol’de ¢6ziildii. Soliisyon 30G igne araciligi ile 3 defa

cekilip birakildi ve 30 saniye kuvvetlice vortexlendi. Sonra 5 dakika oda sicakliginda

inkiibe edildi. Homojenize ornekleri 12.000g’de 10 dakika 4 °C’de santrifiij edildi ve
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siipernatant alindi. Son olarak 200 pl 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 ayni miktarda
izopropanol, 10°da 1°i kadar 3M amonyum asetat ve 1 pl glikojen eklendi. Ornekler
30 dakika oda 1si1sinda 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 santriflij edildi. Etanol atildi ve pellet oda isisinda kurutuldu. 20 pl suda
¢Oziildii ve 15 dakika 58 °C’de 1s1 uygulandi.

2.5. Spektrofotometrik RNA Olgiimii:

RNA o6l¢iimii i¢in Qubit® RNA Assay Kit For Use With The Qubit® 2.0
Fluorometer (Invitrogen/Molecular Probes) kullanildi. RNA miktar1 pg/ml olarak
Olciildii. cDNA sentezi icin RNA miktarlarinin esitlenmesi amaciyla okunan en

diisiik RNA degeri standart alind1.
2.6. Komplementer DNA Sentezi
2.6.1. Kullamilan Cozeltiler

High- Capacity ¢cDNA Reverse Trancription Kiti: Kit iginde 10X RT
Buffer,25XdNTP mix, 10XRT Random Primers, MultiScribe™Reverse

Transcriptase hazir halde bulunmaktadir.
2.6.2. Komplementer DNA Sentezi

cDNA sentezi icin RNA 6rneklerinden 10 pl kullanildi. cDNA sentezi toplam
20ul hacimde gergeklestirildi. Sentez i¢in 10ul RNA 6rnegi, 2 pl 10XRT random
primer, 2 pul 10XRT buffer, 0.8 pul 25XdNTP mix, 4.2 pl niikleaz icermeyen su ve en
son olarak 1ul MultiScribe™Reverse Transcriptase enzimi kullamldi. Ornekler
termal dongii cihazina yerlestirildi. 25°C’de 10 dk, 37°C’de 120 dk, 85°C’de 5 dk ve
4°oC’de o olacak sekilde cihazda bekletildi. Olusan cDNA ornekleri -20°C’de

sakland..
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Tablo 3. cDNA karigim miktari

Bilesik Hacim (pl) 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 toplami 10.0

Tablo 4. cDNA sentezi i¢cin uygulanan PZR programi

PZR 1.Adim 2. Adim 3. Adim 4. Adim
Sicakhk 25°C 37°C 85°C 4oC
Zaman 10 dk 120 dk 5 dk 0

2.7. Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile cDNA Amplifikasyonu:

Revers transkripsiyon ile elde edilen cDNA’lar sekans spesifik primerlerin
varliginda Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ile amplifiye edildi.
Genlerin ifadelerinin belirlenmesi i¢in tabloda verilen primerler kullanildi.

TagMan Gene Expression Assay Gex: AB Applied Biosystems, ABD, 250pul
Tablo 5. RT-PCR’ da kullanilan primerler

Test Katalog Numarasi
GADPH HS02758991 Gl
CatSper 1 HS00364950 M1
CatSper 2 HS00542505 M1
CatSper 3 HS00604374 M1
CatSper 4 HS01374398 M1
Slo3 HS00900982 M1
Hvl HS01032834 M1
KCNU-1 HS00748551 S1
TMEM-16 HS00216121 M1
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Real Time PCR 3 tekrarli olarak gerceklestirildi. RT-PCR Plate hazirlanirken
cDNA o6rneklerinde her bir kuyucuga 2ul kondu. Buz iizerinde her bir 6rnek i¢in Sul
TagMan Master Mix, 2,5ul niikleaz icermeyen su ve 0,5ul primer hibridizasyon
probu olacak sekilde 6rnek sayisina gore hesaplanan bilesen miktarlar1 ependorflara
kondu ve vortekslendi. Plate’deki ¢cDNA Orneklerinin iizerine 8ul hazirlanan
karisimdan birakilarak plate’in iizeri 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 i¢in her bir kuyucuga konan bilesikler

Bilesikler Hacim(pl)X Ornek Sayis
cDNA 2.0
Primer 0.5
TaqMan Mix 5.0
Niikleaz icermeyen H,O 2.5
Toplam 10.0

Gen ekspresyon seviyeleri, Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR sistemi
ile 6lciildi. Calismada GAPDH kontrol gen (housekeeping) olarak kullanildi. Is1
kosullar1 50°C’de 2 dakika, 95°C’de 10 dakika X 40 sikliis, 95°C’de 15 saniye ve
60°C’de 1 dakika olacak sekilde ayarlanda.

Tablo 7. Uygulanan RT-PCR programi

RT-PCR X 40 déngii

1. Adim 2. Adim 3.Adim 4.Adim
Sicakhk 50°C 95°C 95°C 60°C
Zaman 2dk 10dk 15sn 1dk

2.8. 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 anlaml1 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calisma grubunu olusturan 150 olgunun yas araligi 19 ile 55 yil olup yas
ortalamas1 32,7+6,7 yil; sperm sayis1 ortalamasi1 40,4+31,5 milyon; FSH ortalamasi
5,6+£3,6 mlU/ml; LH ortalamas: 4,5+2.4 mlU/ml; total testosteron ortalamasi
409,5+£149,7 ng/dl; PRL ortalamasi1 8,44+3,8 ng/ml; Kruger ortalamas: 3,0+1,5;
motilite ortalamasi1 34,3+13.5 idi. Tablo 8’de ¢alisma gruplarmin gesitliézellikleri ve
laboratuar bulgular1 belirtilmistir.

Kontrol grubu ile astenozoospermi grubunun karsilastirilmasinda FSH ve LH
diizeylerinde negatif anlamlilik, Kruger ve morfoloji diizeylerinde pozitif anlamlilik
bulundu (p<0,05). Kontrol grubu ile oligozoospermi grubunun karsilastirilmasinda
sperm sayist 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
anlamhilik, FSH ve LH diizeylerinde negatif anlamlilik bulundu (p<0,05). Kontrol
grubu ile teratozoospermi grubunun karsilastirilmasinda sperm sayist ve Kruger
diizeylerinde pozitif anlamlilik, FSH ve LH diizeylerinde negatif anlamlilik bulundu
(p<0,05). Astenozoospermi ile oligozoospermi gruplarmnin karsilastirilmasinda sperm
sayist diizeyinde pozitif anlamlilik ve morfoloji diizeyinde negatif anlamlilik bulundu
(p<0,05).  Astenozoospermi ile  oligoastenoteratozoospermi  gruplarminin
karsilagtirilmasinda 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
gruplar1 karsilastirildiginda sperm sayist diizeyinde negatif anlamlilik, Kruger ve
motilite diizeylerinde pozitif anlamlilik bulundu (p<0,05). Oligozoospermi ile
teratozoospermi gruplar1 karsilastirildiginda sperm sayist diizeylerinde negatif
anlamhilik, FSH ve Kruger diizeylerinde pozitif anlamlilik bulundu (p<0,05).
Oligoastenoteratozoospermi ile teratozoospermi gruplar1 karsilastirildiginda sperm
sayisi, Kruger diizeylerinde pozitif anlamliblk ve motilite diizeyinde negatif

anlamlilik bulundu (p<0,05).
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Tablo 8. Gruplarm Cesitli Ozellikleri ve Laboratuar Bulgular1

Kontrol Astenospermi  Oligospermi  Oligoastenoteratospermi Teratospermi
Yas (yil)  31,6£6,1 33,248.1 34,247.0 34,8+7.7 31,5+4.9
Sperm
Sayist 63,0427,02  54.5+31,1 55433 9,5+4,0 41,0+21,9
(milyon)
FSH 3.4+1.4 5.0+2,9 87455 6,8+3,1 50425
(mIU/ml) b b b 9 b b b b b 9
LH 3.3+1,1 45+1,7 5.6£3.9 5,142,9 4,6+2.0
(mIU/ml) b b b b b b b 9 b 9
gl; ) 4286257 402741301 410522364 369,6+107.3 426,0+141 4
PRL 8,344.,2 7,842,9 8,442.4 8,144,7 9,6+4,9
(ng/ml)
ifgger 4,4+0,5 4,0+0,7 3,940,6 0,8+0,8 1,5+0,5
?{,Z’)“me 43247.1 212468 43,9499 15,6485 41,0472

Kontrol grubunun yas ortalamasi 31,6+£6,1 yil; sperm sayis1 ortalamasi
63,0+27,0 milyon; FSH ortalamasi 3,4+1,4 mIU/ml; LH ortalamas1 3,3+1,1 mIU/ml;
total testosteron ortalamasi1 428+ 125,7 ng/dl; PRL ortalamasi 8,3+4,2 ng/ml; Kruger

ortalamas1 4,4+0,5; motilite ortalamas1 42,9+7,2 idi. Kontrol grubunda yas, sperm

sayisi, FSH, LH, total testosteron, PRL, Kruger ve motilite diizeyleri arasinda bir

korelasyon olmadig: tespit edildi.

Tablo 9. Kontrol Grubunun Korelasyon Tablosu

Yas Sperm FSH LH T.T PRL Kruger Motilite
Sayisi

Yas p=0,78 p=0,37 p=0,57 p=0,62 p=0,52 p=0,79 p=0,08
Sperm p=0,78 p=0,72 p=0,33 p=0,78 p=0,17 p=0,09 p=0,89
Sayisi

FSH p=0,37 p=0,72 p=0,10 p=0,24 p=0,66 p=0,16 p=0,90
LH p=0,57 p=0,33 p=0,10 p=0,78 p=0,59 p=0,12 p=0,69
T.T p=0,62 p=0,78 p=0,24 p=0,78 p=0,22 p=0,13 p=0,86
PRL p=0,52 p=0,17 p=0,66 p=0,59 p=0,22 p=0,86 p=0,63
Kruger p=0,79 p=0,09 p=0,16 p=0,12 p=0,13 p=0,86 p=0,44
Motilite  p=0,08 p=0,89 p=0,90 p=0,69 p=0,86 p=0,63 p=0,44

Astenospermi grubunda yas ortalamasi 33,248,1 yil; sperm sayis1 ortalamasi
54,5£3,1 milyon; FSH ortalamas1 5,0+£2,9 mIU/ml; LH ortalamas1 4,3+1,7 mIU/ml;
total testosteron ortalamasi 402,7£130,1 ng/dl; PRL ortalamas1 7,8+2,9 ng/ml;

Kruger ortalamasi 4,0+0,7; motilite ortalamasi 21,6+6,9 idi. Astenospermi grubunda

yas ile FSH, PRL ile LH arasinda pozitif korelasyon bulundu.
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Tablo 10. Astenospermi Grubunun Korelasyon Tablosu

Yas Sperm FSH LH T.T PRL Kruger Motilite
Sayisi

Yas p=0,68  p=0,006 p=0,39 p=0,11 p=0,79  p=0,27 p=0,15
Sperm p=0,68 p=0,13 p=0,83 p=0,72  p=0,93 p=0,25 p=0,64
Sayisi

FSH p=0,006  p=0,13 p=0,54  p=0,14 p=0,70  p=0,71 p=0,23
LH p=0,39 p=0,83 p=0,54 p=0,79  p=0,01 p=0,48 p=0,74
T.T p=0,11 p=0,72  p=0,14 p=0,79 p=0,57  p=0,16 p=0,44
PRL p=0,79 p=0,93 p=0,70 p=0,01 p=0,57 p=0,32 p=0,89
Kruger p=0,27 p=0,25 p=0,71 p=0,48  p=0,16  p=0,32 p=0,20

Motilite p=0,15  p=0,64 p=023 p=0,74 p=044 p=0,89 p=020

Oligospermi grubunda yas ortalamasi 34,2+7,0 yil; sperm sayisi ortalamasi
5,543,3 milyon; FSH ortalamast 8,7+£5,5 mIU/ml; LH ortalamas1 5,6£3,9 mIU/ml;
total testosteron ortalamasi 410,5£236,4 ng/dl; PRL ortalamas1 8,4+2,4 ng/ml;
Kruger ortalamasi 3,9+0,6; motilite ortalamasi 41,6+10,7 idi. Oligospermi grubunda
yas, sperm sayisi, FSH, LH, total testosteron, PRL, Kruger ve motilite diizeyleri
arasinda bir korelasyon olmadigi tespit edildi.

Tablo 11. Oligospermi Grubunun Korelasyon Tablosu

Yas Sperm FSH LH T.T PRL Kruger Motilite
Sayisi

Yas p=0,26 p=0,15 p=0,26 p=0,92 p=0,17 p=0,31 p=0,68
Sperm p=0,26 p=0,09 p=0,78 p=0,41 p=0,62 p=0,32 p=0,50
Sayisi

FSH p=0,15 p=0,09 p=0,29 p=0,58 p=0,93 p=0,27 p=0,78
LH p=0,26 p=0,78 p=0,29 p=0,43 p=0,41 p=0,37 p=0,42
T.T p=0,92 p=0,41 p=0,58 p=0,43 p=0,80 p=0,34 p=0,35
PRL p=0,17 p=0,62 p=0,93 p=0,41 p=0,80 p=0,84 p=0,52
Kruger p=0,31 p=0,32 p=0,27 p=0,37 p=0,34 p=0,84 p=0,56

Motilite p=0,68 p=0,50 p=0,78 p=042 p=035 p=0,52 p=0,86

Oligoastenoteratospermi grubunda yas ortalamasi1 34,8+7,7 yil; sperm sayisi
ortalamas1 9,5+4,0 milyon; FSH ortalamas1 6,8+3,1 mlU/ml; LH ortalamas1 5,1+2,9
mlU/ml; total testosteron ortalamasi 369,6+107,3 ng/dl; PRL ortalamas1 8,1+4,7
ng/ml; Kruger ortalamast 0,8+0,8; motilite ortalamasi 14,948,7 idi
Oligoastenoteratospermi grubunda yas ile FSH, Kruger ile yas ve Kruger ile FSH
arasinda pozitif korelasyon, total testosteron ile LH arasinda negatif korelasyon tespit

edildi.
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Tablo 12. Oligoastenoteratospermi Grubunun Korelasyon Tablosu

Yas Sperm FSH LH T.T PRL Kruger Motilite
Sayisi

Yas p=0,32 p=0,01 p=0,41 p=0,91 p=0,67 p=0,02 p=0,57
Sperm p=0,32 p=0,61 p=0,40 p=0,94 p=0,57 p=0,92 p=0,20
Sayisi

FSH p=0,01 p=0,61 p=0,71 p=0,47 p=0,71 p=0,03 p=0,73
LH p=0,41 p=0,40 p=0,71 p=0,04 p=0,55 p=0,51 p=0,98
T.T p=0,91 p=0,94 p=0,47 p=0,04 p=0,89 p=0,54 p=0,75
PRL p=0,67 p=0,57 p=0,71 p=0,55 p=0,89 p=0,35 p=0,66
Kruger p=0,02 p=0,92 p=0,03 p=0,51 p=0,54 p=0,35 p=0,55

Motilite p=0,57 p=020 p=0,73 p=098 p=0,75 p=0,66 p=055

Teratospermi grubunda yas ortalamasi 31,5+4,9 yil; sperm sayis1 ortalamasi
41,9+21,9 milyon; FSH ortalamas1 5,2+2,5 mIU/ml; LH ortalamas1 4,6+2,0 mIU/ml;
total testosteron ortalamasi 426,0+141,4 ng/dl; PRL ortalamasi 9,6+4,9 ng/ml;
Kruger ortalamasi 1,5+0,5; motilite ortalamasi 41,1+7,2 idi. Teratospermi grubunda
Kruger ile total testosteron arasinda ve yas ile motilite arasinda negatif korelasyon
tespit edildi.

Tablo 13. Teratospermi Grubunun Korelasyon Tablosu

Yas Sperm FSH LH T.T PRL Kruger Motilite
Sayisi

Yas p=0,76 p=0,35 p=0,32 p=0,46 p=0,97 p=0,69 p=0,03
Sperm p=0,76 p=0,71 p=0,05 p=0,60 p=0,44 p=0,24 p=0,71
Sayisi

FSH p=0,35 p=0,71 p=0,64 p=0,85 p=0,32 p=0,63 p=0,84
LH p=0,32 p=0,05 p=0,64 p=0,84 p=0,07 p=0,70 p=0,96
T.T p=0,46 p=0,60 p=0,85 p=0,84 p=0,30 p=0,01 p=0,88
PRL p=0,97 p=0,44 p=0,32 p=0,07 p=0,30 p=0,70 p=0,95
Kruger p=0,69 p=0,24 p=0,63 p=0,70 p=0,01 p=0,70 p=0,66

Motilite p=0,03 p=0,71 p=0,84 p=096 p=0,88 p=095 p=0,66

RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan ¢aligmamizda CatSperl gen
ekspresyonunun oligospermi ve oligoastenoteratospermi gruplarinda kontrol grubuna

gore arttig1, astenospermi ve teratospermi gruplarinda ise azaldigi tespit edildi.
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Sekil 10. CatSperl Gen Ekspresyonu

RT-PCR  teknigi kullanilarak yapilan c¢alismamizda CatSper2 gen
ekspresyonunun astenospermi ve teratospermi gruplarmmda kontrol grubuna gore
azaldigi, oligospermi ve oligoastenoteratospermi gruplarinda ise anlamli bir fark

olmadig tespit edildi.
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Sekil 11. CatSper2 Gen Ekspresyonu

RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan c¢alismamizda CatSper3 gen
ekspresyonunun  astenospermi,  teratospermi  ve  oligoastenoteratospermi
grubunlarinda kontrol grubuna gore azaldig1 ve oligospermi grubunda ise anlamli bir

fark olmadigi tespit edildi.
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Sekil 12. CatSper3 Gen Ekspresyonu

RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan c¢alismamizda CatSperd gen
ekspresyonunun oligospermi ve oligoastenoteratospermi gruplarinda kontrol grubuna

gore artt1g1, astenospermi ve teratospermi gruplarinda ise azaldig tespit edildi.
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Sekil 13. CatSper4 Gen Ekspresyonu
RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan ¢aligmamizda Hvl gen ekspresyonunun
oligospermi ve oligoastenoteratospermi gruplarinda kontrol grubuna gore arttigi,

astenospermi ve teratospermi gruplarinda ise fark olmadig tespit edildi.
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Sekil 14. Hvl Gen Ekspresyonu
RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan ¢calismamizda KCNU1 gen ekpresyonu
oligospermi, astenospermi, teratospermi gruplarinda kontrol grubuna gore azaldig,

oligoastenoteratospermi grubunda ise anlamli fark olmadigi tespit edildi.

KCNU 1

KCNU 1 mRNA kat artigi

Sekil 15. KCNU 1 Gen Ekspresyonu

RT-PCR  teknigi kullanilarak  yapilan c¢alismamizda Slo3  gen
ekspresyonunun oligospermi ve oligoastenoteratospermi gruplarinda kontrol grubuna
gore arttig1, astenospermi grubunda azaldigi ve teratospermi grubunda ise

degismedigi tespit edildi.
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Sekil 16. Slo3 Gen Ekspresyonu
RT-PCR teknigi kullanilarak yapilan ¢alismamizda TMEMI6A gen
ekspresyonunun oligospermi ve oligoastenoteratospermi gruplarinda kontrol grubuna

gore artt1g1, astenospermi ve teratospermi gruplarinda ise azaldig tespit edildi.

TMEM16A

TMEM16A mRNA kat artisi

Sekil 17. TMEM16A Gen Ekspresyonu
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4. TARTISMA

Infertilite, bir yil diizenli ve korunmasiz cinsel iliskiye ragmen ¢ocuk sahibi
olamama olarak tanimlanmaktadir (1). Baz1 hasta gruplar1 hormon, spermiogram ve
genetik verileri normal bile olsa ¢ocuk sahibi olamamadan yakinirlar. Bu ¢alismada
varikosel 0ykiisii olmayan, aile 6ykiisii ve genetik parametreleri normal olan infertil
bireyler iizerinde iyon kanallarinin etkileri arastirildi.

Catsper kanallar1 fare ve insanlarda sperm flagellumunun ana pargasinda
smirhdr (63). CatSper kanallar1 spermde hiicre ici Ca’™ konsantrasyonunu
yiikselterek sperm hareketinin hizli ve giiglii olmasini saglamaktadir (65). Ren ve
arkadaslari, CatSper’in normal sperm motilitesi ve yumurtaya penetrasyonu i¢in
gerekli oldugunu gostermislerdir (63). CatSper -/- sperm ile normal tip farelerde
yapilan caligmalarda CatSper-/- spermlerin cansiz ve ileri hareketinin daha azalmis
oldugu izlenilmistir. En 6nemlisi CatSper-/- spermde gii¢lii vurunun kayboldugu ve
kuyruk bolgesinde kivrilmalarin oldugunun izlenilmis olmasidir. Bilgisayar destekli
sperm analizi ile CatSper-/- spermlerin motilite parametrelerinin, ilerleyici hizinin ve
rota hizinin 6nemli 6l¢iide bozuldugu goterilmistir (63). Yapilan bir diger ¢alismada
CatSper -/- spermin fertilizasyon yetenegi in-vitro degerlendirilmistir. Sonucunda
CatSper-/- spermlerin herhangi bir yumurtayr fertilize edemedigi, normal tip
spermlerin ise %81 oraninda basarili oldugu gosterilmistir. Ancak bazi CatSper-/-
spermler yumurtalara yapismig ancak penetrasyonu yapamamiglardir. Zona
pellucidas1 enzimatik olarak kaldirilmis yumurtalarda CatSper+/+ ve CatSper-/- fare
spermlerinin her ikisinin fertilize oldugu gdsterilmisti. Bu da CatSper’in
penetrasyon i¢in gerekli oldugunu gostermektedir (60).

Ayrica insan CatSper genlerinin erkek fertilizasyonunda 6nemli rol oynamasi
erkek kontrasepsiyonu i¢in ideal bir hedef haline getirmektedir (66). CatSper
ailesinin benzersiz yapisi, smirli ekspresyon modelleri ve fizyolojik fonksiyonlari
g0z Oniline alindiginda, ilaglara spesifik CatSper’lar ve/veya yardimci alt birimleri
motilite ile iliskili infertilite tedavisinde veya kontraseptif olarak kullanilabilir. HC-
056456 gibi CatSper blokorleri, CatSper-/- spermlere benzer hiperaktif motilitenin
olusumunu engeller. Bu CatSper blokorleri, secici kanal aktivitesini hedefleyen
kontraseptiflerin yeni bir smifinin gelismesine yol agabilir (67). Immun

kontrasepsiyon olarak anti-CatSper immunglobulin G’nin varliginda spermde
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ilerleyici motil hiicrelerin ve fertilizasyon oranimin anlamli azaldigi gosterilmistir
(68). CatSper’in testis, epididim ve ejakulat sperminde sinirh lokalizasyonundan
dolay1 spesifik bir blokorii diger dokular1 etkilemeyecegi ve bundan dolayi yan
etkilerinin minimum veya hi¢ olmayacag diistiniilmiistiir (60).

Marguez ve arkadaslar1 CatSperl-/- sperm ve CatSper2-/- spermin tamamen
infertil oldugunu ve kapasitasyon esnasinda hiperaktivasyon yetenegi gostermedigini
ifade etmislerdir (70). Ren ve arkadaslar1 CatSperl-/- farelerin sperm yiizme hizinda
bir azalma bulmuglardir (63). Carlson ve arkadaslar1 CatSperl-/- spermin en onemli
kusurunun hiperaktif motilite eksikligi oldugunu bildirmislerdir (71). Avenarius ve
arkadaslarinin yapmis oldugu calismada CatSperl ve CatSper2 mutasyonlarmin
astenoteratospermi ile iliskili oldugunu bulmuslardir (72). Lara Tamburrino ve
arkadaslarinm yapmis oldugu calismada CatSperl ekspresyonunun astenospermi
hasta grubunda azaldigini, ilerleyici motilite ve akrozom reaksiyonunda azalma
oldugunu ifade etmislerdir (73). Bhilawadikar ve arkadaslarmin yapmis oldugu
calismada CatSper2 ekpresyonunun da astenospermi hasta grubunda azalmis
oldugunu bildirmislerdir (74). Hildebrand ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢aligmada
CatSper2 ekspresyonunun yoklugunda %88’in {izerinde spermin malforme oldugunu,
yaklasik %30’unda sperm basinin kisa oldugunu ve flajellasinin sarmal oldugunu
ifade etmiglerdir. Bu nedenle CatSper2 ‘nin delesyonunda sperm hiperaktif
motilitesinde azalma oldugunu bildirmislerdir (75).

Jin ve arkadaglar1 CatSper3-/- ve CatSper4-/- erkek farelerin normal ¢iftlesme
davraniglarina ragmen fertil olamadigini ifade etmislerdir. CatSper3-/- ve CatSper4-/-
farelerin her ikisi normal sperm sayisi ve ilk haraketliliklerine ragmen tamamen
infertil oldugunu gostermislerdir. Yine ayn1 deney de kapasitasyon ortaminda normal
tip spermatozoa da oda sicakliginda inkiibasyondan 30 dakika sonra
hiperaktivasyonun gelismeye basladigi izlenmistir. Oysa CatSper3-/- ve CatSper4-/-
spermde inkiibasyondan 2 saat sonra ilk motilite goriintiilenmistir. Bu sonug
fonksiyonel CatSper3 ve CatSper4’iin kapasitasyon boyunca sperm hiperaktivasyonu
icin gerekli oldugunu gostermistir. Jin ve arkadaslarmin bu calismasi sonrasinda
infertilite sebebi 3 nedene baglanmistir. Ik olarak CatSper3-/- ve CatSperd-/-
spermler de motilite anlaml 6l¢iide azalir ve boylece sperm fallop tiipiiniin ampulla

bolgesinde ki yumurtalara ulasamayabilecegi, ikinci olarak CatSper3-/- ve CatSper4
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-/- sperm viskdz ortama penetre olur ancak disi lireme sisteminin mukozasinda
ilerleyemez ve bu nedenle yumurtaya ulasan sperm sayismnin azalmis olabilecegi ve
son olarakta hiperaktivasyon eksikligi fertilizasyon esnasinda kumulus hiicrelerine ve
zona pellucidaya penetrasyon i¢in yeterli giicli olusturamayabilecegi seklinde ifade
edilmistir (76).

Insanlar da mutasyon calismalar1 nadirdir ve CatSper2-/- geninde ki
mutasyonlar nonsendromik insan erkek infertilitesi ile iliskili bulunmustur; diger
insan CatSper mutasyonlarinmn bulunabilir olmas1 da muhtemeldir (77). Insanlarda
tasarlanmis calismalar infertil bireylerde mutasyonlarin ya da diger CatSper
genlerinin tanimlanmasina neden olabilecektir. CatSper’lar sadece sperm motilitesi
ve hiperaktivasyonu i¢in gerekli degildir, ayn1 zamanda yumurtaya penetrasyon
icinde gereklidir. Bu nedenle astenospermik ve normospermik infertil bireylerin her
ikisi insanlarda mutasyon caligmalar1 i¢in ideal gruplar1 olusturmaktadir. Ciinkii
CatSper progesteron ile tetiklenen iic Ca' bagli reaksiyona neden olabilmektedir
(hiperaktivasyon, kemotaksis ve akrozom reaksiyonu). CatSper kanal blokorlerinin
tanimlanmasi spermde Ca’ sinyalinin ¢alisiimasimi kolaylastirarak, progesteron ve
CatSper’in fizyolojik roliinii daha fazla tanimlamaya yardimci olabilecektir (78).
Infertil insanlarda CatSper genlerinde ki mutasyonlarin tanimlanmasi bu
inhibitorlerin gelistirilmesini arttirabilecektir.

Calismamizda CatSperl gen ekspresyonunun astenospermi ve teratospermi
gruplarinda azaldigi, oligospermi ve oligoastenospermi gruplarinda ise arttigi
belirlendi. Ayrica ¢aligmamizda da CatSperl’in hiperaktif motilite ve morfoloji ile
iligkili oldugu saptandi. Bunun yaninda CatSper2 gen ekspresyonun astenospermi ve
teratospermi  gruplarinda kontrol grubuna gore azaldigi, oligospermi ve
oligoastenospermi gruplarinda ise anlamli bir fark olmadigi belirlendi. Calismamizda
da CatSper2’nin hiperaktif motilite ve morfoloji ile iligkili oldugu da saptandi.
CatSper3 gen ekspresyonunun astenospermi, teratospermi ve oligoastenoteratospermi
grubunlarinda kontrol grubuna gore azaldig1 ve oligospermi grubunda ise anlamli bir
fark olmadigi belirlendi. Bu sonug, CatSper3’iin hiperaktif motilite ve morfoloji ile
iligkili oldugu saptandi. CatSper4 gen ekspresyonunun astenospermi ve teratospermi
gruplarinda azaldigi, oligospermi ve oligoastenospermi gruplarinda ise arttigi

belirlendi. Caligmamizda da CatSper4’in hiperaktif motilite ve morfoloji ile iliskili
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oldugu saptandi. Biitiin bu sonuglar neticesinde CatSper iyon kanallarmin sperm
fizyolojisinde 6nemli bir rol oynayacagi ortaya konmus olmaktadir.

Insan spermatozoasi erkek iireme sisteminde hareketsizdir ve disi iireme
sistemine girer girmez aktivasyona ugrar. Bu silire¢ i¢cin sperm sitoplazmasinin
alkalinize olmas1 gerekmektedir. Hvl protonlarin sadece disa tasinmasina izin verir
ve intraselliiler alkalinizasyonu uyarir, bdylece spermatozoanin aktivasyonununda rol
alir. Hvl, CatSper iyon kanallarmi aktif hale getirebilir. Bdylece hiicre ici Ca’™"
diizeyi artarak sperm hiperaktivasyona ugrar. Farelerde Hvl akimi olmadigi i¢in
calismalar  kisith  ilerlemektedir (79). Insanlardaki mutasyonlarin  sperm
aktivasyonunda ve akrozom reaksiyonunda bu proton kanalinin énemli roliinden
dolay1 infertilite ile sonuglanmas1 muhtemeldir.

Calismamizda Hvl gen ekspresyonunun oligospermi ve oligoastenoterato
spermi gruplarinda kontrol grubuna gore arttigi, astenospermi ve teratospermi
gruplarinda ise fark olmadig tespit edildi.

Santi ve arkadaslar1 Slo3 kanallarinin sadece memelilerde ve testise 0Ozgii
oldugunu ifade etmistirler. Ayrica pH duyarli K* akiminmn molekiiler tanimlanmasi
ve fizyolojik rolii hakkinda ilk kanitlar elde edilmistir. Bu ¢alismada KCNU1/Slo3
knock-out fareler kullanarak testikiiler spermde pH duyarli K' akimmin eksikligi
gosterilmistir ve normal tip disi fare ile ciftlestirilen homozigot mutant erkeklerin
infertil oldugu ifade edilmistir (80). Zeng ve arkadaslarmin yapmis oldugu calismada
Slo3 knock-out farede korpus epididim sperminde IKSper akiminin yoklugunda
KCNUI1 geninin son kodlama eksonunun (27. ekson) yoklugunu ifade etmislerdir
(81). Bu yapilan deneylerde Slo3 kanallarinin kapasitasyon esnasinda olusan
hiperpolarizasyon i¢in esas sorumlu kanal oldugunu ve hi¢ bir kanalin Slo3’iin
kaybin1 telafi edemeyecegini ve mutant spermin kapasitasyondan sonra
depolarizasyon gosterdigini ifade etmislerdir (82).

Slo3 mutant spermde hiperpolarizasyon ortadan kalktigi i¢cin bir dereceye
kadar akrozom reaksiyonuna ugrar ancak zona pelluciday1 penetrasyonda basaril
olamaz. Spermlerin yumurtaya ulasmasinda osmotik ortamda etkilidir. Ayrica K"
iyonu bu hacim diizenlenmesinde etkili olup Slo3 kanallarmin voliim kontroliine

katildig1 ifade edilmistir. Volim diizenlenmesi bozuldugu zaman sperm siser ve
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morfolojik degisikliklere ugrar. Morfolojik degisikliklere ugrayan sperm yumurtaya
ulasmada basarisiz olur ve infertilite ile sonug¢lanir (82).

Calismamizda Slo3 gen ekspresyonun oligospermi ve oligoastenoteratospermi
gruplarinda kontrol grubuna gore arttigi, astenospermi grubunda azaldigi ve
teratospermi grubunda ise anlamli degismedigi; KCNU1 gen ekspresyonun ise
oligospermi, astenospermi, teratospermi gruplarinda kontrol grubuna gore azaldigi,
oligoastenoteratospermi grubunda ise anlamli fark olmadigi belirlendi. Verilerin
sonucunda Slo3/KCNU1 genlerinin sperm ileri hareketinde ve sperm morfolojisinde
etkili oldugu saptandi.

TMEMI16A yumurta ve ductus epididimis gibi reprodiiktif traktta
belirlenmistir (83). Orta ve arkadaslart TMEM16A’nin sperm kapasitasyonu ve zona
pellucida ile uyarilan akrozom reaksiyonunda rol aldigmni gostermislerdir. Bu
calismada TMEMI6A’nin insan sperminin bas kisminda bulundugunu ifade
etmislerdir (84). Zanetti ve Mayorga’nin TMEMI16A inhibitorii kullanarak yapmis
oldugu ¢alismada TMEMI16A’nin hiicre voliimiiniin diizenlenmesinde rol aldig1 ve
dis akrozomal membran ile plazma membrani arasindaki mesafeyi etkileyerek
akrozom ekzositozu i¢in esas oldugu fikrine varmiglardir (85).

Calismamizda TMEMI16A gen  ekspresyonunun oligospermi  ve
oligoastenoteratospermi gruplarinda kontrol grubuna gore arttigi, astenospermi ve
teratospermi gruplarinda ise azaldigi tespit edildi.

Sonug¢ olarak 0Ozellikle oligospermi ve oligoastenospermide bazi iyon
kanallarindaki gen ekspresyonu artisin1 agiklamak i¢in daha fazla sayida olgunun
oldugu detayli arastirmalara ihtiya¢ vardir. Bu iyon kanallarmin fonksiyonlar1 net
aydmnlatildigi zaman, aktivator ve inhibitorlerinin gelistirilmesi ile ¢ok sayida
idiyopatik  infertil  hastalara  tedavi olanagi  sunabiliriz.  Ayrica bu
aktivatorler/inhibitorler sayesinde sadece sperm iizerine etkili olabilecek ve boylece
yan etkileri az veya hi¢ olmayacak erkek kontrasepsiyonu icin ilag gelisiminin onii

acilmis olabilir.
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