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OZET

Kapasitasyon, spermlerin disi lireme kanallarinda fertilizasyon yetenegi kazandiklar1 bir
siirectir. Kapasitasyon sirasinda iyon gecirgenligi azalmasina bagl olarak sperm plazma
membrani hiperpolarize olur. Epitelyal Na" kanallar1 (ENaC) birgok organin fizyolojisinde
onemli role sahip iyon kanallaridir. Spermlerde de bulunan ENaC’lar kapasitasyon
sirasinda cAMP bagimli yolaklarla inhibe olarak plazma membraninin hiperpolarize
olmasini saglarlar. Viicutta enerji homeostazisini diizenleyen 5'-AMP ile aktive olan
protein kinaz (AMPK), ayni zamanda somatik hiicrelerde ve oositlerde plazma
membranindaki ENaC-B ekspresyonunu azaltarak Na® transportunun diizenlenmesinde
gorev alan bir kinazdir. Ancak spermlerde AMPK aktivasyonunun ENaC inhibisyonu ile
iliskisi bilinmemektedir. Bu ¢alismada, immunositokimyasal, sperktrofotometrik ve flow
sitometrik yontemler kullanilarak, non-kapasitatif medyum (NCM), AMPK aktivatorii
AICAR ceklenmis NCM medyum (NCM-A), kapasitatif medyum (CM) ve AICAR
eklenmis CM medyumlarda (CM-A) inkiibe edilmis insan spermlerindeki fizyolojik ve
fonksiyonel degisiklikler incelenmistir. ELISA yontemi ile kapasitasyon sirasinda
hiicrelerdeki AMPK aktivitesinin arttifit ve ENaC-B konsantrasyonunun azaldigi;
AICAR’1n non-kapasite ve kapasite spermlerde AMPK aktivitesini arttirarak ENaC-
proteinin miktari1  azalttigi  bulunmustur. Flow sitometrik analizlerle AMPK
aktivasyonunun hiicre i¢i Na" konsantrasyonunda azalmaya ve hiperpolarizasyonda artisa
neden oldugu, bu degisikliklerin kapasitasyonu arttirdigi ancak sperm canlilifina ve
akrozom reaksiyonuna etki etmedi8i belirlenmistir. Makler sayim kamarasi ile yapilan
degerlendirmeler, AMPK aktivasyonunun sperm ileri hareketliligini arttirdigini
gostermistir. Immunofloresan incelemelerde, ENaC-p’nin sperm kuyrugunun esas
parcasinda lokalize oldugu, AMPK aktivasyonu ile membrandaki ENaC-B miktarinin
azaldigi, spontan akrozom reaksiyonuna giren sperm sayisinda ise degisiklik olmadigi
goriilmiistiir. Bu sonuglar, insan spermlerinin kapasitasyonu sirasinda gergeklesen AMPK
aktivitesindeki artisin, plazma membraninin hiperpolarizasyonu i¢in ENaC’lar1 inhibe
ettigini ve hiperpolarizasyonun kapasitasyon ve ileri hareketlilik artigini indiikledigini
gostermektedir. Bu 6zellikleri sayesinde ENaC’lar ve AMPK’nin depolarizasyon kaynakli
azalmis in vitro fertilizasyon (IVF) basarisinin arttirilmasinda yeni birer farmakolojik
hedef olabilecekleri diisiiniilmektedir.
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ABSTRACT

Capacitation is a process that sperm cells gain fertilizing ability in the female reproductive
tract. Decrease of ion permeability during capacitation results in a sperm
hyperpolarization. Epithelial Na* channels (ENaC) are ion channels that play an important
role in the physiology of many organs. ENaCs, which are also present in sperms, are
inhibited by cAMP-dependent pathways and lead to hyperpolarization of the plasma
membrane. 5'-AMP-activated protein kinase (AMPK), which regulates energy homeostasis
in the body, is a kinase also involved in regulating Na® transport by reducing ENaC-j3
expression in the plasma membranes of somatic cells and oocytes. However, the
relationship between AMPK activation and ENaC inhibition in sperm cells is not known.
In this study, physiological and functional changes in human sperms incubated in non-
capacitating medium (NCM), AMPK activator AICAR added NCM medium (NCM-A),
capacitating medium (CM) and AICAR added CM medium (CM-A) were examined by
using immunocytochemical, spectrophotometric and flow cytometric methods. It was
found by ELISA method that the AMPK activity is increased and the concentration of
ENaC-f decreased in the cells during capacitation; AICAR reduced the amount of ENaC-3
protein by increasing AMPK activity in non-capacitated and capacitated sperms. Flow
cytometric analysis revealed that AMPK activation caused a decrease in intracellular Na*
concentration and an increase in hyperpolarization; these changes increased capacitation
but did not affect sperm viability and acrosome reaction. Evaluations with Makler counting
chamber showed that AMPK activation increased sperm progressive motility.
Immunofluorescence studies indicated that ENaC-3 was localized in the principal piece of
the flagellum and the amount of ENaC-$ on the membrane decreased and the number of
sperms undergoing spontaneous acrosome reaction did not change with AMPK activation.
These results indicate that the increases in AMPK activity occurring during capacitation of
human sperm inhibit ENaCs to produce hyperpolarization of the plasma membrane and
that the hyperpolarization induces the increases in capacitation and progressive motility. It
is suggested that due to these properties, ENaCs and AMPK may be new pharmacological
targets to improve in vitro fertilization (IVF) success which is decreased due to
depolarization.
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1. GIRIS

Spermler ejakiile olduklarinda heniiz oositi fertilize etme yetenegine sahip degildirler.
Fertilizasyon yetkinligine ulagmak i¢in kapasitasyona ugramalar1 gerekir. Spermlerin disi
iireme yollarindan gecisleri sirasinda gerceklesen bu olgunlagsma siireci plazma
membranindan kolesteroliin uzaklastirilmasi, iyon gecirgenliginin diizenlenmesi, plazma
membraninin hiperpolarizasyonu ve cAMP-bagimli fosforilasyon yolaklarinin uyarilmasi
gibi  fizyolojik degisiklikleri igerir [1]. Bu olaylar, spermin motilitesinin

hiperaktivasyonunu ve akrozom reaksiyonu gecirmesini saglar [2].

Kapasitasyon, sperm ve disi lireme sistemi arasinda yakin bir etkilesimin varligina baglidir.
Gilinlimiizde plazma membranindan iyon aktariminin sperm sinyallesmesinde énemli bir
adim oldugu ve sperm ile disi iireme sistemi arasinda bilgi transferini diizenledigi kabul
edilmektedir. Sperm plazma membrani, sitoplazmada Ca*?, K* ve H' iyonlarinmn
degisikliklerini baglatan spesifik iyon kanallar1 ve tasiyicilarini igerir [3]. Spermlerde
ayrica voltaj kapili Na* kanallarinin [4] ve epitelyal Na® kanallarinin [5] bulundugu rapor
edilmis ancak Na' akiginin sperm fonksiyonlarinin diizenlenmesindeki rolii tam olarak

anlagilamamustir.

Epitelyal sodyum kanallar1 (ENaC’lar), yiiksek direngli epitel boyunca Na' iyonlarinin
akisin1 diizenleyerek viicudun tuz ve su homeastazinin korunmasini saglayan iyon
kanallaridir [6]. a, B, v ve o alt birimlerinden olusan ENaC’lar, bobrekteki nefronlarin
distalindeki tiibiil ve kanallarda, mesanede, akciger hava yollarinda, distal kolonda ve ter
bezlerinin ve tiikiirik bezlerinin kanallarinda bulunan epitelyal hiicrelerin plazma
membranlarinda eksprese edilirler [7]. Bu kanallar, Na'-se¢icidir, amiloride duyarlidir ve
Na"nin denge potansiyeline dogru yer degistirmesini saglayarak hiicrelerde istirahat

halindeki membran potansiyelinin korunmasina katkida bulunurlar [16].

Fare spermlerinde ENaC a ve d alt birimlerinin eksprese oldugu gosterilmistir. Kapasite
olmamus fare spermleri amiloride etkin birakildiginda, hiicre i¢i Na" konsantrasyonunun
azaldig1 gozlenmistir [5]. Bu sonuglar, ENaC inhibisyonunun kapasitasyon ile iligkili
hiperpolarizasyona aracilik ediyor olabilecegini isaret etmistir. Rat spermlerinde ENaC-

o’nin akrozomda ve kuyrugun esas pargasinda lokalize oldugu goézlenmistir [8]. Bu



lokalizasyonlar, ENaC’larin akrozom reaksiyonu ve sperm motilitesinde olas1 bir rol
oynayabilecegini gostermektedir. insan spermlerinde kuyrugun orta parcasinda ENaC-a
proteininin eksprese edildigi ve ENaC inhibitorii etil-izopropil amiloridin (EIPA) sperm
motilitesini arttirdig1 gosterilmistir [9]. Bir diger inhibitér olan amiloridin insan sperm

kapasitasyonu sirasinda plazma membran potansiyelini diizenledigi bildirilmistir [10].

ENaC aracili Na* transportunun azaltilmasi i¢in ENaC’larin kapatilarak inaktive edilmesi
ya da aktif kanallarin plazma membranindan uzaklastirilmas: gerekir [17]. Kanal
acikligindaki degisiklikler, hiicre yiizeyindeki kanal yogunlugunda bir degisiklik olmadan
Na' transportunun azalmasina neden olur. Membrandaki ENaC miktar1 ise, kanallarin

klatrin aracili endositozla membrandan alinmasiyla azaltilir [25].

ENaC aktivitesi PKA, PKC, SGK, PI3K ve MAPK-ERK gibi cesitli kinazlar tarafindan
kontrol edilir. Kinazlar, kanal alt birimlerini direkt olarak fosforile edebildigi gibi epitelyal
membrandaki ENaC protein alt birimlerinin miktarin1 diizenleyen ubikitin ligaz Nedd4-
2’yi de fosforile edebilirler [11]. Bu ligaz, ENaC alt birimlerine direkt olarak baglanarak
ENaC ubikitinasyonunu ve devaminda kanallarin  plazma  membranindan
internalizasyonunu ve hiicre i¢inde degradasyonunu saglar. Boylece membrandaki kanal

miktarinin azalmasina neden olur [7].

5'-AMP ile aktive olan protein kinaz (AMPK), hem hiicresel hem sistemik diizeyde enerji
homeostazinin korunmasini1 saglayan bir kinazdir. Enerji sensorii olmasinin yani sira
apoptoz, hiicre gelisimi, gen transkripsiyonu ve protein sentezinde de gorev alir [12].
Domuz, fare ve insanlarda yapilan calismalarda AMPK’nin germ hiicrelerinde de
bulundugu, spermlerde o6zellikle akrozomal bolgede olmak tizere bas ve kuyruk orta
parcasinda lokalize oldugu gosterilmistir [13]. Spermdeki bu dagilim profili, AMPK’nin
hiicrenin enerji diizeyine bagli olan motilite ve akrozom reaksiyonunda gorev aliyor
olabilecegini gdstermistir. AMPK aktivasyonunun, spermin bu fonksiyonlarini
destekledigi, ayn1 zamanda mitokondriyal membran potansiyeli, sperm plazma membran
akigkanligi ve akrozomal membran biitiinliigliniin diizenlenmesinde gorev aldig1

belirlenmistir [14].

AMPKa-negatif farelerin bobrek, akciger ve kolonlarinda ENaC-f ekspresyonunun arttigi

gozlenmistir [15]. Farmakolojik ajanlarla AMPK aktivasyonunun akciger ve bdbrek



epitelyal hiicrelerinde ve oositlerde, plazma membranindan ENaC alt birimlerinin
uzaklagtirilmasin1  saglayarak Na' transportunu azalttigi gosterilmistic [16, 17]. Bu
bulgular, AMPK nin, ENaC aracili Na* absorbsiyonunun énemli bir fizyolojik regiilatorii
oldugunu ve hiicrelerdeki Na' transportunun kontrolii i¢in yeni bir farmakolojik hedef

olabilecegini gostermektedir.

Bu ¢alismada, AMPK aktivasyonuna bagli ENaC inhibisyonu ve bu inhibisyonun sperm
fonksiyonlar1 ile iligkisi arastinlmistir. AMPK aktivatorii 5-aminoimidazole-4-
carboxamide-1-beta-D-ribofuranoside’nin (AICAR) ENaC-B konsantrasyonuna ve sperm
canliligi, ileri hareketliligi, hiicre i¢i Na' miktari, plazma membran potansiyeli,
kapasitasyon ve akrozom reaksiyonuna olan etkileri immunositokimyasal,
spektrofotometrik ve flow sitometrik analizlerle incelenmistir. Elde edilen bulgular,

literatiir verileriyle karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.






2. GENEL BIiLGILER

2.1. Primordiyal Germ Hiicrelerinin Gocii ve Testis Gelisimi

Gametler, gelisimin ikinci haftas1 boyunca epiblastin i¢ginde olusan primordiyal germ
hiicrelerinden (PGH) koken alirlar. PGH’ler primitif ¢izgi boyunca gog¢ ederek li¢iincii
haftada vitelllis kesesinin allantoise yakin duvarindaki endoderm hiicrelerinin arasina
yerlesirler. Dordiincii hafta boyunca ameboid hareketlerle vitelliis kesesinden son
bagirsagin dorsal mezenteri boyunca ilerleyerek, besinci haftanin basinda gelismekte olan
gonadlara ulasirlar. Go¢ sirasinda baslayan mitotik boliinmeler PGH’lerin sayica artmasina
neden olur. Mitoz boliinme, gonadlara ulastiktan sonra da devam eder ve PGH’ler altinci

haftada genital sirtlar1 iggal ederler [18].

PGH’lerin primitif gonadlara ulasmasindan hemen 6nce genital sirttaki epitelyal hiicreler
mitozla boliinmeye baslar. Boliinme, PGH isgalinden sonra da devam eder. Sayilar1 artan
epitelyal hiicreler altlarindaki mezensimin icine gomiilerek burada primitif cinsiyet
kordonlar1 ad1 verilen diizensiz kordonlar olustururlar. Y kromozomu {izerinde bulunan ve
testis belirleyici faktorii kodlayan SRY geninin etkisiyle, primitif cinsiyet kordonlari
cogalmaya devam ederek medullanin derinliklerine dogru ilerler ve burada testis
kordonlarint meydana getirirler. Testis kordonlar1 daha sonra kiiciik hiicre siralar1 halinde
bir ag olusturacak sekilde bezin hilusuna dogru dagilirlar. Gelisimin daha ileri evrelerinde,
testis kordonlar1 tunika albuginea adi verilen yogun fibréz bir bag dokusu tabakasi ile

cevrelenerek ylizey epitelinden ayrilirlar [18, 19].

Gelisimin dordiincii ayinda, testis kordonlar1 mediastinumdaki agik uglari rete testise
baglanan at nali seklinde halkalar olusturur. Testis kordonlari bu donemde artik PGH’ler
ve bezin ylizey epitelinden gelismis olan Sertoli hiicrelerinden meydana gelirler. Testis
kordonlarinin arasinda, gonadal sirtin mezensiminden koken alan ve kordonlarin
farklilagmaya baslamasindan hemen sonra gelismeye baglamis olan intersitisiyel Leydig
hiicreleri bulunur. Leydig hiicreleri, gestasyonun sekizinci haftasinda testosteron iiretmeye
baslar ve testosteron, ana genital kanallar1 olusturacak olan mezonefrik kanallarin

bliylimesini ve farklilagmasini saglar [19-21].



Testis kordonlar1 puberteye kadar solid halde kalirlar. Puberteden hemen sonra,
kordonlarin liimenleri agilarak seminifer tiibiillere doniisiirler. Seminifer tiibiiller daha
sonra rete testis tiibiilleri ile birlesir ve duktuli eferenteslere girerler. Duktuli eferentesler,
rete testis ile mezonefrik kanallar1 birbirine baglarlar. Mezonefrik kanallar duktuli
efferenteslerin girig yerinin hemen altindan itibaren uzayip, kivrintili bir hal alarak duktus
epididimisi meydana getirirler. Duktus epididimisin kuyrugundan seminal vezikiil
tomurcuguna kadar ise kalin bir kas kilifi ile ¢evrelenerek duktus deferensi olustururlar.

Duktus deferensin seminal vezikiilden sonraki parcasina ejekiilatuar kanal ad1 verilir [19].

2.2. Testislerin Yapis1

Testisler, oldukca kalin sik1 bag dokusu yapisindaki bir kapsiil olan tunika albuginea ile
cevrilidir. Kapsiiliin i¢ kisminda kan damarlar1 igeren gevsek bag dokusundan olusan
tunika vaskiiloza yer alir. Testisin posterior yiizeyi boyunca tunika albuginea kalinlasir ve
iceriye dogru mediastinum testis olarak uzanir. Mediastinum, kan damarlari, lenf damarlar1

ve genital bosaltim kanallarinin testise girip ¢iktig1 yerdir [19, 22].

Kapsiilden uzanan bag dokusu yapisindaki septumlar, her bir testisi yaklasik 250 lobiile
boler. Her bir lobiil, 1-4 adet seminifer tiibiilden ve Leydig hiicrelerini i¢eren bag dokusu
yapisindaki stromadan olusur. Seminifer tiibiiller, yaklasik 50 cm uzunlugunda ve 150-250
um capindadirlar. Tiibiiliin bazal laminasinin disinda, fibroblast icermeyen, 3-5 tabaka
miyoid hiicreden ve kollajen fibrillerden olusan 6zel bir bag dokusu yapisindaki tunika

(lamina) propriya yer alir.

Seminifer tlibiiliin epiteli, Sertoli hiicreleri ve spermatogenik hiicreler olmak iizere iki
farkli hiicre grubu iceren ¢ok katli bir epiteldir [19, 22]. PGH’lerden kdken alan
spermatogenik hiicreler diizenli olarak ¢ogalirlar ve fertilizasyona hazirlanabilmek igin
spermatogenez siirecine girerler. Spermatogenez sirasindaki mayoz bdliinmeler ile bu
hiicrelerin kromozom sayis1 azalir ve sitodiferansiyasyon ile hiicreler olgun spermlere
farklilagirlar. Sertoli hiicreleri ise spermatogenik hiicreleri ¢evreleyerek onlara destek olur

ve beslenmelerini saglar [18, 19].



2.2.1. Sertoli hiicreleri

Destek hiicreleri ya da sustentakuler hiicreler olarak da bilinen Sertoli hiicreleri,
spermatogenik hiicreleri ¢evreleyen ve aralarindaki bosluklar1 dolduran, yaygin apikal ve
lateral uzantilara sahip prizmatik hiicrelerdir. Sertoli hiicreleri, bazal lamina iizerinde
yerlesmislerdir ve seminifer epitelin tiim kalinligi boyunca uzanarak tiibiillere yapisal
diizen verirler. Puberteden Once mitoz boliinme ile sayilarimi arttiran bu hiicreler,

puberteden sonra ¢cogalmazlar [19, 21].

Germ hiicreleri gelismeleri sirasinda yeterli miktarda enerji substrati almak zorundadirlar,
aksi takdirde dejenere olarak apoptotik yolaga girerler. Bu hiicreler adenozin trifosfat
(ATP) tretimi i¢in substrat olarak laktat kullanirlar [23]. Sertoli hiicreleri, glukoz gibi
cesitli substratlart metabolize ederek laktat iiretirler. Boylece germ hiicrelerine enerji
destegi saglarlar. Bunun yaninda, amino asitler, karbonhidratlar, lipidler ve vitaminler gibi
besinleri veya metabolik ara maddeleri de salgilayarak germ hiicrelerinin beslenmesini
saglarlar. Sertoli hiicreleri ayrica spermiyogenezin son evresinde olusan rezidiiel
cisimcikleri ve farklilasmay1 bagaramayan spermatogenik hiicreleri fagosite ederler [24],
aktin-aracili kasilmalar yardimiyla olgun spermatidlerin seminifer tiibiil liimenine
salimmasini kolaylastirirlar ve seminifer tiibiil liimenine proteinler ve iyonlardan zengin bir

siv1 salgilarlar [22].

Sertoli hiicreleri, Sertoli-Sertoli baglanti kompleksleri ile birbirlerine baglanmislardir. Bu
kompleks, komsu membranlardaki 50’den fazla paralel kaynagma ¢izgisi i¢eren zonula
okludens ile karakterizedir. Her hiicrenin baglant1 bdlgesinde, plazma membranina paralel
uzanan yassilasmis bir diiz endoplazmik retikulum (DER) sisternast bulunur. DER
sisternalar1 ile plazma membrani arasinda hekzogonal olarak paketlenmis aktin filamenti

demetleri yer alir [19].

Sertoli-Sertoli baglantilari, seminifer epiteli bazal epitelyal kompartman ve luminal
kompartman olmak iizere iki bdliime ayirir. Spermatogonyumlar ve primer spermatositler,
baglantilar ile bazal lamina arasinda yer alan bazal kompartmanda bulunur. Daha olgun
spermatositler ve  spermatidler, luminal kompartmanda yer alir. B tipi
spermatogonyumlarin mitoz bdliinmesiyle {retilen erken spermatositler baglanti

kompleksinden gegerek bazal kompartmandan luminal kompartmana hareket ederler. Bu



hareket, yeni olusan spermatositin altinda, Sertoli hiicrelerinin uzantilar1 arasinda yeni bir
baglanti kompleksinin olugmasiyla ve bunu takiben spermatositin iizerinde yer alan
baglantinin yikilmasiyla gerceklesir. Boylece spermatogenik hiicrelerin farklilagsmasinda

mayoz boliinme slireci ve spermiyogenez luminal kompartmanda gerceklesir [19, 22].

Sertoli-Sertoli baglant1 kompleksleri, fiziksel kompartmanlagsmaya ek olarak, viicuttaki en
sik1 kan-doku bariyerlerinden biri olan ve kan-testis bariyeri adi1 verilen bir gecirgenlik
bariyerini de olustururlar. Bu bariyer, seminifer epitelde iyon, amino asit, karbonhidrat ve
protein icerigi bakimindan fizyolojik bir kompartmanlasma meydana getirir. Bariyer
dolagimdaki antikorlar1 seminifer tiibiil limeni disinda tutarak genetik olarak farkli olan
haploid germ hiicrelerini (sekonder spermatositler, spermatidler ve spermler) viicudun
immiin savunmasindan izole eder. Boyle bir diizenleme, oldukg¢a antijenik olan sperm
ylizeyinin, sperm olgunlagmasi, tasinmasi ve fertilizasyon sirasinda islevlerini

engelleyebilecek antikorlarla kaplanmasini 6nler [19, 21].

2.2.2. Spermatogenik hiicreler ve spermatogenez

Erkek germ hiicrelerinin olgunlagsma siireci pubertede baslar ve yasam boyunca devam
eder. Onciil hiicreler olan spermatogonyumlar, fetal hayatta testisin seminifer tiibiillerinde
inaktif olarak bulunurlar. Puberteden itibaren mitoz ve mayoz boliinmeler gecirmeye ve
farklilasmaya baglarlar. Spermatogonyumlarin olgun sperme doniismesi sirasinda meydana
gelen bu karmasik olaylar dizisine spermatogenez adi verilir. Spermatogenez
spermatogonyal evre, spermatosit evresi ve spermatid evresi olmak iizere ii¢ evreden

olusur [19, 21].

Spermatogonval evre

Spermatogonyumlar Sertoli hiicreleri arasindaki tikayici baglantilarin altinda yer aldiklari
icin kan-testis bariyerinin disinda bulunan ve bazal lamina ile direkt olarak iligskide olan
diploid (2n) spermatogenik hiicrelerdir. Spermatogonyumlar spermatogenik kok
hiicrelerden kdoken alirlar. Puberteden itibaren bu hiicreler ¢ok sayida mitoz boliinme
gecirerek rutin hematoksilen eozin preparatlarinda farkli ¢ekirdek goriinlimiine sahip olan
spermatogonyal hiicre soylarini meydana getirirler. Cekirdek o6zelliklerine gore 3 tip

spermatogonyum tanimlanmistir [18, 19]:



Tip A koyu spermatogonyumlar

Seminifer tiibiil epitelinin, diger spermatogenik hiicreleri olusturan kok hiicreleridir. Ince
graniillii kromatine sahip, yogun bazofilik boyanan, oval ¢ekirdekli hiicrelerdir. Bu
hiicreler mitoz bdliinmeye ugrayarak yine tip A koyu spermatogonyumlari, ya da Tip A

acik spermatogonyumlart meydana getirirler [18, 19].

Tip A a¢ik spermatogonyumlar

Ince graniilli kromatinli, acik renk boyanan oval ¢ekirdekleri ile Tip A koyu
spermatogonyumlardan ayrilirlar. Bu hiicreler de mitotik boliinmelerle sayilarini arttirirlar

ve birkag boliinmeden sonra Tip B spermatogonyumlara farklilagirlar [18, 19].

Tip B spermatogonyumlar

Kromatini ¢ekirdek kilifi boyunca ve merkezdeki ¢ekirdekgigin ¢evresinde genis kiimeler
olusturacak sekilde yogunlagsmis olan yuvarlak c¢ekirdekli hiicrelerdir. Tip B
spermatogonyumlarin goriilmesi, spermatogonyal evrenin son olaylarin1 temsil eder. Bu
hiicreler, primer spermatositlere farklilasacak olan adanmig spermatogonyum

popiilasyonunu olustururlar [18, 19].

Tip A koyu spermatogonyumlarin mitozla bdliinmesiyle olusan yavru hiicreler ve sonraki
hiicreler birbirlerinden tam olarak ayrilmazlar. Sitokinezis heniiz tamamlanmamis
oldugundan ardisik hiicre jenerasyonlari birbirlerine ince sitoplazmik kopriilerle baglh
kalirlar. Dolayisiyla germ hiicreleri gelisimlerinin biiyiikk bir kisminda bir sinsityum
seklinde bulunurlar ve sitoplazmik kopriilerin olusturdugu baglantilar, hiicre gelisiminin
senkronize bir sekilde ilerlemesini saglar. Sitoplazmik kopriiler 151k mikroskobunda
goriilmez ancak elektron mikroskobunda goézlenebilirler. Spermatidler olgun spermlere

dontistiiklerinde baglantilar ortadan kalkar ve hiicreler birbirlerinden ayrilirlar [18, 19].

Spermatosit evresi (mayoz)

Tip B spermatogonyumlarin mitoz boliinme gecirerek cogalmasi ile primer spermatositler

olusur. Primer spermatositler birinci mayoz boliinme (indirgenme boliinmesi) baslamadan
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once DNA’larin replike ederler 4n kromozoma ve 4d DNA miktarina sahip olurlar. Primer
spermatositlerde birinci mayoz boéliinmenin profaz evresi yaklasik 22 giin siirer. Bu evrede
kromatinler yogunlagsarak kromozomlar1 olustururlar. Profazin sonunda her biri iki
kromatin ipligine (kromatid) sahip 46 kromozom fark edilebilir. Bu sekilde gdzlenen
cekirdekleri ve seminifer tiibiil igindeki en genis sitoplazmaya sahip germ hiicreleri
olmalar1 sayesinde primer spermatositler 151k mikroskobunda kolayca taninabilirler [19,

22].

Birinci mayoz bdlinmenin sonunda, kromozom sayist ve DNA miktar1 yariya iner
(sirastyla 2n ve 2d). Bdylece primer spermatositin yarisi biiyiikliiglindeki iki adet sekonder
spermatosit olusur. Sekonder spermatositler cok hizli bir sekilde, interfaz evresi ve belirgin
bir DNA sentezi olmayan (sadece DNA tamiri meydana gelir) ikinci mayoz boliinmeye
(esitlenme boliinmesi) giderler. Bu boliinme ile meydana gelen iki adet spermatid, 23
haploid kromozoma (In) ve tek bir kromatide (1d) sahiptir. Spermatidler, sekonder
spermatositlerin yarisi biiyiikliigiindedir [19, 22].

Ikinci mayoz béliinmenin metafaz evresinde homolog kromozomlar metafaz hattinda
dizilerek birbirleriyle eslesirler. Homolog kromozom ¢iftleri arasinda, crossing-over
denilen ve genetik cesitliligi saglayan genetik materyal degisimi gerceklesir. Bu sayede,
her bir sekonder spermatositten olusan 4 spermatid genetik olarak birbirinden farkli olur.
Crossing-over’in tamamlanmasinin ardindan homolog kromozom ciftleri birbirinden ayrilir
ve maternal ya da paternal kaynakli olmalarina bakilmaksizin rasgele bir sekilde mitoz
mekiginin zit kutuplarina dogru hareket ederler. Bu rasgele ayrilma da spermin genetik

cesitliligine katki saglar [19, 22].
Birinci mayoz bolinme uzun bir siire¢ (giinlerce siirer) oldugundan ve ikinci mayoz
bolinme c¢ok kisa (dakikalarca siirer) siirdliglinden, primer spermatositler seminifer

tiibiillerde en bol, sekonder spermatositler ise en az gdzlenen hiicrelerdir [19, 22].

Spermatid evresi (spermiyogenez)

Ikinci mayoz béliinme sonucunda olusan haploid spermatidler, seminifer tiibiiliin
adluminal kompartmaninda yerlesmislerdir ve Sertoli hiicrelerinin sitoplazmik uzantilar

arasinda gomiiliidiirler. Bu hiicreler daha fazla boliinmezler. Farklilagma stirecine gegirerek
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dort adet haploid olgun sperm meydana getirirler. Spermatidlerin spermlere doniismesiyle
sonuglanan degisimlerin tliimiine spermiyogenez adi verilir. Bu yeniden sekillenme,

spermatogenezin son asamasidir. Spermiyogenez, dort ardisik evreden olusur [19, 22]:

Golgi evresi

Bu evrede, spermatid sitoplazmasinda yer alan ¢ok sayidaki Golgi kompleksi, kiimelenmis
haldeki periyodik asit-Shiff (PAS) pozitif graniiller ile ayirt edilir. Glikoproteinden zengin
bu proakrozomal graniiller birleserek, cekirdek zarina komsu, membranla cevrili bir
vezikiil olan akrozomal vezikiilii olustururlar. Zamanla genisleyen ve igerigi artan
akrozomal vezikiil, gelismekte olan spermin 6n kutbunu belirler. Bu evrede ayn1 zamanda
cekirdek yakininda yerlesmis olan sentriyoller de spermatidin arka kutbuna yani akrozomal
vezikiiliin zit kutbuna gd¢ ederler. Burada olgun sentriyol plazma membranina dik a1 ile
hizalanir ve sperm kuyrugundaki aksonem yapisini olusturacak olan mikrotiibiil

bilesenlerinin bir araya gelmesini baslatir [19, 22].

Kep evresi

Bu evrede akrozomal vezikiil, ¢ekirdegin 6n yarisinin lizerinde yayilarak akrozomal kepi
olusturur. Akrozomal kepin altinda yer alan ¢ekirdek zar1 bolgesi porlarini kaybeder ve
kalinlasir. Aym1 zamanda somatik histonlar (H1, H2A, H2B ve H4) arjinin ve lizinden
zengin protaminlerle yer degistirir, niikleozomlar kaybolur ve kromatin lifler yan yana
dizilir. Bu olaylar sonucunda ¢ekirdek iceriginde yogunlasma meydana gelir ve bdylece

sperm genomik DNA’s1 stabilize edilerek korunur [19, 22].

Akrozomal evre

Bu evrede spermatid kendini yeniden hizalar. Bag, Sertoli hiicresinin igerisine iyice
gomiilerek bazal laminaya dogru yonelirken, gelismekte olan kuyruk seminifer tiibiiliin
liimenine dogru uzanir. Cekirdek yassilasir, uzar ve kendisini ¢evreleyen akrozom ile
birlikte plazma membraninin 6n kismina dogru taginir. Bu sirada sitoplazma posteriora
dogru yer degistirir. Sitoplazmadaki mikrotiibiiller, manseti olusturmak icin yeniden
hizalanirlar. Manget, akrozomun arka kenarindan spermatidin arka kutbuna dogru uzanan

silindirik bir kiliftir [19, 22].
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Sentriyoller c¢ekirdegin arka bolgesine tasmir. Olgun olmayan sentriyol ¢ekirdek
yilizeyindeki s1g bir oluga tutunur. Sentriyoller dokuz kalin fibril olusturur ve bunlar
aksonemin mikrotiibiillerinin periferinde yer alan dis yogun fiberler olarak kuyrugun igine
dogru uzanirlar. Dis yogun fiberler ¢ekirdegi kuyruk ile birlestirdikleri i¢in bu bolgeye
baglant1 parcasi (boyun) ad1 verilir [19, 22].

Plazma membrani, uzamakta olan kuyrugu cevrelemek iizere posteriora dogru hareket
eder. Bu sirada manget kaybolur. Mitokondriyonlar sitoplazmadan gd¢ ederek boyun
bolgesindeki yogun fiberlerin etrafinda ve boyun bolgesinin posterior uzantisinda sarmal
bir kilif olustururlar. Bu bdlge, spermin kuyrugunun orta pargasidir. Orta pargcanin
distalinde, esas par¢anin dokuz fiberini saran ve kuyrugun ucuna dogru uzanan fibroz kilif,
uzunlamasma iki siitundan ve ¢ok sayida baglanti kusagindan olusur. Fibroz kilifin

distalinde kalan kisa kuyruk segmentine son parga ad1 verilir [19, 22].

Olgunlasma Evresi: Spermatidin yeniden sekillenmesinin bu son evresinde kuyrugun
etrafindaki fazla sitoplazma azaltilir ve olgun sperm olusur. Rezidiiel cisimcik denilen bu
fazla sitoplazma Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir. Gelismekte olan gametleri
karakterize eden interseliiler kopriiler de rezidiiel cisimlerde kaldigindan spermatidler artik

birbirlerine bagh degildirler [19, 22].

Spermatogenezin olgunlagma evresinin sonuna dogru 6zellesmis Sertoli-spermatid baglanti
birimleri ortadan kaldirilir ve spermatidler Sertoli hiicrelerinden ayrilarak seminifer
tiibiiliin liimenine salinirlar. Bu siirece spermiasyon adi verilir. Testisteki spermiasyon hizi

ejakiilattaki sperm hiicrelerinin sayisini belirler [19].

2.2.3. Seminifer epitel siklusu

Farklilagmakta olan spermatogenik hiicreler, seminifer epitelden belirli bir diizen igerisinde
yerlesim gosterirler. Spesifik hiicre tipleri bir arada gruplanmislardir. Bu gruplagmanin
nedeni, her Tip A acik spermatogonyum ¢iftinin soylar1 arasinda interseliiler kopriiler
bulunmas1 ve hiicrelerin olgunlagsmanin her evresinde o evreye 6zgii zaman gegirmeleridir.

Seminifer tiibliliin herhangi bir boliimiinde farklilasmanin tiim evreleri ardisik olarak
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olusur ve kok hiicrelerin soylar1 sitoplazmik kopriilerle birbirine bagli kalarak mitoz ve

mayoz boliinmelere ve olgunlagmaya ugrarlar [19].

Seminifer tiibiildeki her hiicre birligi, bir evre olarak adlandirilir. Tibiiliin herhangi bir
bolgesinde ayni hiicre birligi oriintiisiiniin ardisik iki ortaya ¢ikisi arasindaki evreler serisi,
seminifer epitelin bir siklusunu olusturur. Seminifer epitel siklusu en detayl1 olarak ratlarda
calisilmistir ve tiibiil boyunca dogrusal olarak dizilen 14 ardisik evre ortaya konmustur.
Insanlarda ise seminifer epitel siklusunda alt1 evre tanimlanmistir. Ancak, insanlarda hiicre
birliktelikleri mozaik bir oriintiide, diizensiz yamalar halinde ortaya ¢iktig1 icin bu evreler

kemirgenlerdeki kadar agik izlenmez [19].

Seminifer epitel siklusunun siiresi sabittir ve insanlarda yaklasik 16 giin siirer. insanlarda
bir kok hiicrenin spermatogenez siirecini tamamlamasi i¢in, her biri 16 giin siiren yaklasik
4-6 siklus ya da 74 giine ihtiya¢c duyulur. Daha sonra spermin epididimisten ge¢mesi i¢in
de yaklasik 12 giine ihtiya¢ vardir. Insan testisinde giinde yaklasik 300 milyon sperm
dretilir. Siklus uzunlugu ve spermatogenez siiresi sabit oldugundan, herhangi bir
farmakolojik miidahalede spermatogenezin ilk fazlarimi etkileyen bir ilag¢ verildiginde, o

bilesigin sperm iiretimine etkisini gormek i¢in yaklasik 86 giin ge¢gmesi beklenmelidir [19].

2.3. Olgun Spermin Yapisi

Olgun sperm, yaklasik 60 um uzunlugundadir. Bas ve kuyruk (flagellum) olmak iizere iki
kisimdan olusur (Sekil 2.1).

KUYRUK BAS

Son parga Esas parca Orta parg¢a

Sekil 2.1. Olgun spermin yapisi
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2.3.1. Sperm bas1

Sperm basi, 4,5 um uzunlugunda, 3 um genisliginde ve 1 um kalinliginda yass1 ve sivri bir
yapidir. Basta yer alan haploid ¢ekirdek yassi ve yogun bir yapiya sahiptir. Cekirdegin
anterior lgte ikilik boliimiinii akrozom orter (Sekil 2.2). Akrozomda oositin zona
pellusidasinin (ZP) delinmesi i¢in gerekli olan hyaliironidaz, néraminidaz, asit fosfataz ve
akrozin gibi tripsin benzeri proteazlar bulunur. Bu hidrolitik enzimler lizozomlarda da
bulundugu icin akrozom, 6zel bir tip lizozom olarak kabul edilir. Sperm ovuma temas
ettiginde akrozomal enzimlerin saliverilmesi akrozom reaksiyonunun ilk basamagidir.
Akrozom reaksiyonu spermin penetrasyonunu ve fertilizasyonu kolaylastirir ve ovuma

baska spermlerin girmesine engel olur [19, 22].

Sperm ¢ekirdegi, periniiklear matriks olarak da adlandirilan periniiklear teka (PT) ile
korunur. PT, disiilfit baglar ile baglanmis yapisal proteinler ve diger protein molekiilleri
tarafindan olusturulan sert bir kabuk yapisindadir. PT’yi olusturan proteinlerden bazilari
fertilizasyon sirasinda, PT oosit sitoplazmasina salindiktan sonra hiicre sinyallesmesinde
gorev alirlar [25]. PT, sperm basinin ii¢ ana bdliimiinii yansitan ve fertilizasyon sirasinda

cesitli fonksiyonlar gdsteren ii¢ boliime ayrilabilir (Sekil 2.2).

Subakrozomal katman

Sperm basinin akrozomal bodlgesinin altinda yer alir ve akrozoma tutunur. Bu katmanda,
sperm basinin zona pellusida ile etkilesimi i¢in gerekli olan proteazlar ve reseptorler
bulunur. I¢ ve dis akrozomal membranlar, ZP’deki fertilizasyon yariginimn sindirilmesi i¢in
gerekli olan proteazlari iceren yogun bir akrozomal matriksin iginde tutulur [26].
Subakrozomal PT, i¢ akrozomal membran ile kaynasir ve sperm basinin akrozomal
ekzositozdan sonra ZP’ye sekonder baglanmasi i¢in gerekli olan reseptér molekiillerini i¢
akrozomal membrana sabitler. Akrozomal ekzositoz sirasinda dis akrozomal membran

vezikiilasyonla kaybedilirken i¢ akrozomal membran varligini stirdiiriir [21].

Ekvatoryal segment

I¢c ve dis akrozomal membranlarin birbirleri iizerine katlanmasiyla olusan yapidir. PT nin

bu bolgesi, sperm ZP’yi gecip perivitellin araliga ulastiginda, sperm basinin oosit plazma
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membranina (oolemma) ilk baglanmasinda rol oynayan reseptdr molekiillerini tagir.
Ekvatorin/MN9 gibi sperm-oolemma baglanmasinda rol oynayan reseptér molekiilleri bu

bolgede bulunur [27].

Postakrozomal kilif

PT’nin bu bolgesi, ‘sperm kaynakli, oosit aktive edici faktorler’ olarak adlandirilan bir
sinyal proteinleri kompleksi icerir [28]. Sperm basinin oolemma ile flizyonundan sonra, bu
proteinlerin bazilar1 ooplazmaya dagilarak oositin aktivasyonuna ve zigot gelisiminin
baglamasina yol acan sinyal yolaklarimi tetikler. Postakrozomal kiliftan salinan diger

molekiiller, sperm ¢ekirdegine bagl kalarak erkek proniikleusuna aktarilabilir [21].

Subakrozomal katman

Dis periakrozomal katman

Ekvatoryal

segment
Postakrozomal kilif

Plazma
membrani

113
,,,,,

Sentriol
T

Sekil 2 2. Sperm bas1 ve periniiklear tekanin yapisi (A, akrozom; N, niikleus)

2.3.2. Sperm kuyrugu

Sperm kuyrugu veya flagellum, sperm i¢in hareket kuvveti saglar. 9+2 mikrotiibiil

diizenlemesine sahip sperm flagellar aksonemini igerir. Aksonem, simetrik olarak dizilmis
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ve dinein kollar1 ile birbirine baglanmis dokuz periferik mikrotubiil ¢ifti ve bu
mikrotiibiillere radyal cubuklar ile baglanmis bir merkezi mikrotiibiil ¢iftinden olusur.
Periferik mikrotiibiiler, aksonemin disinda yer alan ve flagellar hareket sirasinda esnek
fakat saglam bir destek saglayan dokuz dis yogun fibere paralel olarak yerlesmistir. Sperm
kuyrugu topolojik olarak, aksonem ve dis yogun fiberlerden olusan en i¢ yapt bakimindan
ortak ozelliklere sahip olan fakat dis yapilarinda farkliliklar gosteren dort ana bolimden
olusur. Proksimalden distal uca dogru bu boliimler, baglant1 pargas1 (boyun), orta parca,

esas parca ve son pargadir [19, 21, 22].

Baglanti parcasi

Olduke¢a kisa olan baglanti parcasi, kuyrugun diger boliimlerindeki dis yogun fiberlerin
devami olan dokuz adet parcali kolondan olusur. Bu dokuz kolonun i¢inde, erken haploid
spermatogenik hiicrelerdeki iki sentriyol iceren sentrozomun bir kalintis1 olan proksimal

sentriyol bulunur [19, 21, 22].

Orta parga

Orta par¢a yaklasik 7 pm uzunlugundadir. Bu bolgedeki dis yogun fiberler ve aksonemal
kompleks, flagellar hareket icin gerekli olan enerjiyi (ATP) {ireten, sarmal olarak dizilmis
yaklagik 75-100 adet mitokondriyonun olusturdugu bir mitokondriyal kilif ile ¢evrilidir.
Paternal mitokondriyal DNA’y1 iceren bu mitokondriyonlar, spermin olgunlasma ve
fertilizasyon sirasinda karsilastigi mutajenik oksidatif stres ile ilgili nedenlerden dolay:

fertilize olmus ovum igerisinde proteoliz ile ortadan kaldirilir [19, 21, 22].

Esas parca

Yaklasik 40 pm uzunlugunda olan esas parga, orta parcadan mitokondriyal kilifin
distalinde bulunan annulus (Jensen halkasi) ile ayrilir. Annulus, bu iki flagellar bolge
arasinda plazma membran proteinlerinin difiizyonunu 6nleyen halka seklinde bir septin
yapisidir. Esas parcadaki dis yogun fiberler ve aksonemal kompleks, koruyucu bir fibroz
kilif ile g¢evrilidir. Fibroz kilif, iigiincii ve sekizinci dis yogun fiberlere paralel olarak
yerlesmis ve her iki tarafa bir dizi ¢apraz iskelet ile baglanmis iki uzunlamasina kolondan

olusur. Dis yogun fiberler ve fibroz kilif, spermin ileri hareketi sirasinda mikrotiibiiler
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kayma ve kivrilma i¢in saglam bir iskelet olusturan keratinleri igerir. Esas parcadaki
membran proteinlerinin ¢ogu, alttaki fibroz kilifa baglanmistir. Fibréz kilif, sperm
olgunlagsmasini, motiliteyi, kapasitasyonu, hiperaktivasyonu ve/veya akrozom
reaksiyonunu diizenleyen sinyal yolaklarinda gdrev alan proteinler i¢in bir iskelet islevi
goriir. Ayrica motilite icin ATP saglayan sperm spesifik glikolitik yolagin enzimlerini de

sabitler [19, 21, 22].

Son parca

Son parca, dis yogun fiberler ve fibroz kilifin erken sonlanmasindan dolayi, yalnizca

aksonemal kompleksi igeren kuyrugun son Spum’lik pargasidir [22].

2.4. Spermlerin Tasinmasi

Yeni salinmig hareketsiz spermler, Sertoli hiicreleri tarafindan salgilanan bir sivinin
igerisinde, lamina propriyanin peritiibiiler kontraktil hiicrelerinin peristaltik kasilmalarinin
da yardimiyla seminifer tiibiillerden pasif olarak tasinarak seminifer tiibiiliin kisa bir
segmenti olan diiz tiibiillere girerler. Buradan sirasiyla rete testise, duktuli efferentesin
ekstratestikiiler kismina ve duktus epididimisin proksimal bolgesine gecerler. Duktus
epididimisin kivrimli kanalinin 4-5 metresi boyunca hareket ederlerken, hiicreler hareket

yetenegi kazanirlar ve birtakim olgunlagsma degisimlerine ugrarlar [19, 20]:

¢ DNA’nin yogunlagmasi ile sperm basinin boyutu azalir.

¢ Sitoplazmanin azalmasi sonucu spermler daha ince hale gelirler.

e Plazma membranimin lipidleri ve proteinlerinde degisiklikler olur ve glikozilasyon
meydana gelir.

e Yiizey-iliskili dekapasitasyon faktoriinii igeren epididimal sivi glikokonjugatlarinin
eklenmesiyle sperm basi modifiye edilir ve bdylece spermin oositi fertilize etme

yetenegi geri doniisiimlii olarak inhibe edilir.

Spermler depo edildikleri yer olan epididimisin kuyruk kismindan, duktus (vaz) deferensin

kalin kas kilifinin persitaltik kasilmalariyla hizla iiretraya atilirlar. Duktus deferens ve
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iiretradan gecerken spermi tasiyan sivi igerisine, yardimei cinsiyet bezlerinin (vezikiila

seminalis, prostat ve bulbuiiretral bez) salgilar1 da katilir [20].

Ejakiilat ya da semenin (yardimc1 cinsiyet bezleri salgilari+sperm) hacmi ortalama 3,5 ml
kadardir (2-6 ml arasinda). Spermler 2-3 mm/dakika hizinda hareket edebilir, ancak
ortamin pH’sina bagli olarak bu hiz degisir. Spermler epididimiste depolandiklar1 donemde
hareketsizdir, ejakiilat i¢inde ise hareketlidirler. Vajinanin asit ortaminda yavas, uterusun

alkalin ortaminda ise daha hizli hareket ederler [20].

Cinsel iligki sirasinda, vajinanin forniksinde ve serviksin dis agzi ¢evresinde 200-600
milyon kadar sperm birikir. Bu spermlerin ancak %1’1 serviksten gecebilir. Vezikiila
seminalis tarafindan iiretilmis olan vesikiilaz enzimi semenin bir kismini koagiile ederek,
vajinal bir plak olusturur. Bu plak semenin vajinaya dogru geri akmasini onler. Spermler
kendi hareketlerinin yaninda uterus ve tiip duvarindaki kasilmalarin yardimiyla serviksten
tuba uterinaya ulasirlar. Bu yolculuk 2 ile 7 saat siirer. Istmusa ulastiklarinda motiliteleri
ve hizlar1 yavaglar. Ovulasyonla birlikte, oositi ¢evreleyen kiimiiliis hiicreleri tarafindan
salgilanan kemotaktik maddelerin etkisiyle spermler yeniden hareket kazanarak ampullaya
dogru ylizmeye devam ederler. Fertilizasyon bolgesine 200 kadar sperm ulasir. Bu
spermlerin ¢ogu dejenere olur ve disi lireme sisteminde ortadan kaldirilirlar. Disi {ireme
kanallar1 i¢ine giren spermler hareketli olmalarina ragmen oositi fertilize etme yeteneginde
degildirler. Bunun icin 6ncelikle, kapasitasyon ve akrozom reaksiyonu denilen degisimleri

gecirmek zorundadirlar [18-20].

2.5. Kapasitasyon

Kapasitasyon, spermin disi iireme kanallarinda fertilizasyon i¢in uygun hale getirilmesi ve
aktive olmasi donemidir. Kapasitasyon, sperm ve disi lireme sistemi arasinda yakin bir
etkilesimin varligina baghidir [29]. Yaklasik 7 saat siiren kapasitasyon, genellikle uterus ya
da tuba uterina iginden gecerken buralardan salgilanan maddeler yardimiyla gergeklesir.
Kapasitasyon sirasinda meydana gelen yapisal ve fonksiyonel degisimler spermin zona

pellusida reseptorlerine baglanma affinitesini arttirir [19].

Spermler, kapasitasyon sirasinda hiperaktivasyon adi verilen bir hareket degisikligine

ugrarlar [30] ve akrozom reaksiyonu (akrozomal ekzositoz) olarak bilinen fizyolojik bir
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salgilama olaymn1 gerceklestirmeye yetkin hale gelirler. Hiperaktivasyon, daha fazla
asimetrik (kirba¢ benzeri) hareket ve daha giiclii ylizme kuvveti ile sonuglanan, flagellar
biikiilme agisindaki bir artis olarak tanimlanir [29]. Hiperaktivasyon, sperm kuyrugunun
plazma membranindaki CatSper (sperm katyon kanallari1) ad1 verilen transmembran Ca*?
kanal proteinlerinden ani Ca* girisi sayesinde meydana gelir. Bu sayede, spermlerin tuba
uterinadaki viskdoz ortamda daha hizli hareket etmeleri ve oositi ¢evreleyen kiimiiliis
ooforus ve ZP katmanlarina penetre olmalar1 kolaylasir [31]. Yalnizca kapasite olmus
spermler, oosit yakinindaki progesteron gradyanlarin1 kullanarak kemotaktik ylizme
yapabilirler [32]. Spermlerin ZP’ye penetre olabilmeleri i¢in ayrica akrozom reaksiyonu

gecirmeleri gerekir [33].

Kapasitasyon sirasinda spermde (1) cAMP’ye bagli fosforilasyon yolaklarinin uyarilmasi,
(2) plazma membraninin yeniden diizenlenmesi, (3) plazma membraninin
hiperpolarizasyonu ve (4) iyon gecirgenliginin diizenlenmesi olmak {izere dort temel

biyokimyasal degisik meydana gelir.

2.5.1. cAMP’ye bagh fosforilasyon yolaklarinin uyarilmasi

Insan sperminde kapasitasyon, elektrolitler (Na*, K*, CI", HCOs~, Mg, Ca™? ve POs %),
enerji substratlar1 (glukoz, piruvat ve laktat) ve kolesterol alicis1 (genellikle serum
alblimin) i¢eren bir medyumda in vitro olarak taklit edilebilir [1]. Hiicre i¢i sinyal

yolaklariin aktivasyonu, kapasitasyon medyumunda bulunan bu kimyasallarin varligina

baghdir.

Spermler, seminal plazmada veya disi ilireme kanalinda yiiksek konsantrasyonda
bikarbonat (HCOs") ile karsilagirlar [34]. Sperme ilk HCO;3™ girisi, elektrojenik Na"/HCOs3~
birlikte tastyicilart (NBC) yoluyla gerceklesir [35, 36]. Kistik fibrozis transmembran
iletkenlik diizenleyici kanal (CFTR) da HCO;™ girisine bagli olaylar etkiler [37].

HCOs;™, spermlerdeki ¢oziinebilir bir adenilil siklaz tipi olan ADCY10’u uyarir [38].
ADCY10 aktivasyonu, siklik adenozin monofosfat (cAMP) sentezinin artmasina neden
olur [39]. ADCY 10 nakavt fareler, spermleri aktif olarak hareket edemedigi ve hiperaktive
olamadig1 i¢in sterildirler. Bu spermlerin, zona pellusida ile indiiklenen bir akrozom

reaksiyonuna girme yeteneklerinde bir problemleri yoktur, bu da akrozom reaksiyonunun
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molekiiler diizeyde diger kapasitasyon ile iligkili olaylardan ayrilabilecegini gdstermektedir

[40].

cAMP'nin ana hedeflerinden biri, sperm biyolojisinin temelini olusturan olan protein kinaz
A’dir (PKA) [41]. HCO; ’iin etkisiyle PKA bir dakika igerisinde maksimum aktiviteye
ulagir [42]. Kapasitasyon sirasinda, cCAMP/PKA'ya bagli bir yolagin etkisiyle bazi sperm
proteinlerinde tirozin fosforilasyonu (PY) zamana bagli olarak artar [42, 43]. PKA'nin
PY'yi aktive ettigi mekanizmaya prolin bakimindan zengin tirozin kinaz 2 aracilik eder

[43].

Memeli spermlerinde PY’nin gerceklestigi bilinen proteinler, AKAP4, valozin igeren
protein, AKAP3, CABYR [44-46], sperm spesifik aldolaz ve piruvat hidrojenaz’dir [47,
48]. Bu fosforilasyonlarin rolii heniiz agiklanmamustir; ancak, PY’nin, bu enzimlerin
aktivitesini veya konumunu diizenleyebilecegi diisiiniilmektedir. PY degisikliklerinden
sorumlu olan diger enzimler tirozin kinazlardir. Fare ve insan sperminde bulunan c¢Src PY
diizenlenmesinde 6nemli rol oynar [49]. cSrc inhibitorleri kapasitasyonla iligkili PY artisini
ve PKA fosforilasyonunu engeller, sperm motilite parametrelerini ve IVF basarisini azaltir

[50].

cAMP/PKA yolaginin diizenlenmesi ile PY artis1 arasindaki iligki tam olarak bilinmekle
birlikte, spermde baska protein kinazlar da bulunur ve kapasitasyonun diizenlenmesinde bu
kinazlar da rol oynayabilir. Memeli spermlerinde farkli PKC izoformlart tanimlanmistir.
Forbol esterleri bu kinazlar1 uyarir ve sperm motilitesini [51], akrozom reaksiyonunu [52]
ve cAMP seviyelerini [53] degistirir. Spermlerde tespit edilen diger ser/thr protein
kinazlar, Erkl/2 [54], GSK3 [55], CaMKIV [55] ve kazein kinaz II’dir [56].

cAMP, PKA’dan baska cAMP ile dogrudan aktive edilen degisim proteini (EPAC) gibi
diger hedeflere de baglanabilir. EPAC1 ve EPAC2, insan spermlerinde bas bolgesinde
eksprese edilir ve akrozom reaksiyonunda énemli bir rol oynarlar [57, 58].

2.5.2. Plazma membraninin yeniden diizenlenmesi

Sperm plazma membrani, kapasitasyonu ve akrozom reaksiyonunu etkileyen aktif bir

yapidir [59]. Kapasitasyon sirasinda sperm plazma membraninda bazi degisiklikler
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meydana gelir; membran akigkanligi artar ve kolesterol plazma membranindan

uzaklastirilir [60].

Hiicre membranlarinin iki katmanli yapisindaki fosfolipidler membranda asimetrik olarak
dagitilmistir [61]. Normal sartlar altinda, plazma membraninin i¢ ve dis yapraklar
arasindaki lipid dagilimi, gesitli fosfolipid transferazlarin aktivitesi ile korunur. Flippaz,
fosfatidilserin ve fosfatidiletanolamini dis yapraktan i¢ yapraga tasir [62], floppaz,
fosfolipidleri i¢ yapraktan dis yapraga tasir [63] ve skramblaz, fosfolipidleri membranin
her iki yapragma dogru tasir [64]. Belirli kosullar altinda, hiicrenin yasami boyunca
korunan normal fosfolipid asimetrisi, dis yaprakta fosfatidilserin ve fosfatidiletanolaminin
ortaya ¢ikmasiyla bozulur. Bu bozulma “karisma” olarak da bilinir ve lenfosit aktivasyonu,

eritrosit yaslanmasi ve apoptozis sirasinda goriiliir [65].

Spermlerde karisma, erken bir kapasitasyon olayr olarak goézlemlenir. Bu hiicrelerde
fosfolipid asimetrisinin bozulmasi, sperm skramblaz aktivitesinin artmasindan kaynaklanir.
Fosfolipid dagilimindaki degisiklik HCO;™ tarafindan uyarilir, cAMP/PKA yolag: ile
diizenlenir ve protein fosfataz inhibitorleri tarafindan arttirilir [66]. Karisma, apoptozisin
iyi bilinen bir 6zelligi olsa da spermde goriilen HCOs3" ile indiiklenen karigma apoptoz ile
iligkili degildir [67]. Fosfolipid karigmasi, albiimin aracili kolesterol ekstraksiyonunu

kolaylastirdig1 [66] i¢in kapasitasyonun gerceklesmesi i¢in oldukg¢a onemlidir.

Sperm plazma membranindaki ana sterol kolesteroldiir (~90%) [68]. Membrandaki
kolesterol/fosfolipid (K/FL) orani, kapasitasyonun tamamlanmasi i¢in gerekli olan siireyi
etkiler: K/FL oram1 ne kadar yliksekse, kapasitasyonun gerceklesmesi igin gereken
inkiibasyon siiresi o kadar uzundur [69]. Aciklanamayan infertilite hastalarinin
spermlerinde, diisiikk fosfolipid icerigi nedeniyle K/FL oraninin daha yiiksek oldugu
(Sugkraroek ve digerleri, 1991) ve in vitro fertilizasyonda (IVF) basarisizliga ugramis
normozoospermik hastalarda, atipik olarak kolesterol iceriginin yiiksek oldugu veya in
vitro inkiibasyon sirasinda kolesterol akisinin yavas oldugu bildirilmistir [70]. Bu nedenle,
in vitro kapasitasyon sirasinda kolesteroliin plazma zarindan uzaklastirilmas: gerekir [71].
In vitro deneylerde en cok kullanilan kolesterol alicisi, tuba uterinada da bol miktarda
bulunan albumindir [72]. In vitro kapasitasyonu indiiklemek i¢in serum albumin yerine
yiiksek yogunluklu lipoproteinler ve B-siklodekstrinler gibi kolesterol baglayici bilesikler

de kullanilabilir [71]. Serum albiimin, kapasitasyon sirasinda Ca*? akisini arttirma [73] gibi
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bagka rollere sahip olsa da kolesterol akigini kolaylastirma 0&zelligi bakimindan
kapasitasyon icin gereklidir. Kapasitasyon, medyuma kolesterol ve/veya kolesterol

analoglarinin eklenmesiyle bloke edilebilir [71].

2.5.3. Plazma membraninin hiperpolarizasyonu

Spermlerde, viicuttaki diger ¢ogu hiicrede oldugu gibi, hiicre i¢i iyon konsantrasyonlari
hiicre dis1 ortamdakilerden belirgin sekilde farklidir. Bu farkliliklar, plazma membraninin
hiicre i¢indeki ve disindaki iyonlara karsi secici gecirgen olmasindan kaynaklanir.
Dinlenme halinde, bu gecirgenliklerin dengesi, istirahat membran potansiyeli (Em) olarak

bilinen bir elektrik potansiyeli ile sonuglanir [74].

Spermler, testisten disi tireme kanalindaki fertilizasyon bolgesine yolculuklart boyunca
farkli hiicre dist K*, Na®, CI” ve HCO; konsantrasyonlariyla karsilasirlar. Insanlarda
duktus deferensteki iyon konsantrasyonlart /K" (~110 mM), Na* (~30 mM), CI” (~100
mM) (Hinton et al., 1981) ve HCO3~ (~2-4 mM)] [34], seminal plazmadakinden /K" (~12-
63 mM), Na* (~102-143 mM), Cl” (~37-45 mM) ve HCO3 (~25 mM)] [75, 76] ve tubal
stvidakinden /K" (~4.5-21 mM), Na* (~130-149 mM), CI~ (~118-132 mM) ve HCO3
(~20-60 mM)] [77] farklidir. Seminal plazma ve disi iireme yollarinda Na" ve HCOj3~
duktus deferenstekinden daha yiiksek olmasina ragmen, K daha azdir ve CI” degisken
olup, tubal s1vida maksimum konsantrasyona ulasir. Bu iyonik degisiklikler hem Em’de

hem de hiicre i¢i pH’da ¢esitlilige neden olur [1].

Hiicre icindeki net negatif yiik konsantrasyonu arttiginda Em hiperpolarize olur. Fare, sigir,
at ve insan spermlerinde kapasitasyon sirasinda plazma membraninin hiperpolarize oldugu
bulunmustur [2, 78-81]. Fare spermindeki deneyler, hiperpolarizasyonun hiicrelerin

akrozom reaksiyonuna hazirlanmalar igin gerekli ve yeterli oldugunu gostermistir [2].

Insan spermindeki Em degisiklikleri, fertilite ile iliskilidir [73, 82]. Idiyopatik ve
astenozoospermik infertil erkekler, fertil erkeklerden daha depolarize Em’ye sahiptirler
[83] ve Em depolarizasyonu, subfertil erkeklerdeki diisiik IVF basart orani ile iliskilidir
[84].
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Kapasitasyon sirasinda gerceklesen hiperpolarizasyon, cAMP yiiksekliginden kaynaklanir
[37, 85, 86]. Insan spermlerinde K* gegirgenliginin artmasi ve/veya Na® gecirgenliginin

azalmasi sonucunda hiperpolarizasyonun meydana gelebilecegi tahmin edilmektedir [87].

K" kanallar

Memeli spermlerinde, hiicre igerisine dogru K* akisini &nleyen Ba™ ve K kanallarini
inhibe eden siilfoniliireler (tolbutamid ve glibenklamid) kullanildiginda, kapasitasyon ile
iliskili hiperpolarizasyonun engellendiginin bulunmasiyla [88, 89], K" kanallarmimn
polarizasyon degisikligine katildiklar1 ortaya konmustur. Fare spermlerinde kapasitasyon
sirasinda indiiklenen fizyolojik hiperpolarizasyonun, Na* gegirgenliginin azalmasina degil,

K" gecirgenliginin artmasina bagh oldugu bildirilmistir [90].

K" kanallarinin Slo ailesinin Slol ve Slo3 olmak tizere iki liyesi hiperpolarizasyonda rol
oynar [87, 91]. Yalnizca spermatogenik hiicrelerde ve olgun spermlerde eksprese edilen
Slo3 kanallarinin aktivasyonu, sperm fonksiyonlari i¢in oldukc¢a onemlidir [87]. Fare
testikiiler spermlerindeki Slo3 kanallar1, hiicre i¢i alkalinizasyon, depolarizasyon ve cAMP
ile aktive edilir [85]. Slo3 negatif farelerin spermleri ileri dogru yiizemedikleri,
hiperpolarize olamadiklar1 ve akrozom reaksiyonuna giremedikleri i¢in bu fareler
infertildir [87]. Insan sperminde, K* kanallarmin hiperpolarizasyon siirecine katilimi fare
sperminde oldugu kadar iyi belirlenmemistir [92]. Insan spermlerindeki K* akimi (KSper),
pH'ya daha az, [Ca*?]/'ye kars1 daha fazla duyarlidir [93] ve progesteron tarafindan inhibe
edilir [93, 94].

Na' kanallar

Fare sperminde istirahat Em'sinin diizenlenmesine Na' da katilir [5, 35]. Fare spermlerinde
ENaC-a ve ENaC-§ alt birimleri bulunur [5]. Insanlarda, testiste ENaC-8 alt iinitesi [95] ve
sperm flagellumun orta pargasinda ENaC-a [9] ve ENaC-B [36] eksprese edilir. ENaC
inhibisyonu, sperm haraketliliini arttirir ve plazma membraninin hiperpolarizasyonuna

neden olur [9, 36].
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Fare ve insan sperminde ENaC’larin yaninda elektrojenik NBC’ler de hiicre disina Na’,
hiicre igerisine HCO3™ taginmasini saglayarak membran hiperpolarizasyonuna neden

olurlar [35, 36].

Na'/K*" ATPaz’lar

Na'/K* pompasi, ATP hidrolizinden kaynaklanan enerjiyi kullanarak Na“ ve K*
transportunu katalizleyen elektrojenik bir transmembran ATPaz'dir [96]. Na"/K™ ATPaz'in
diizglin bir sekilde ¢aligmasi her hiicre i¢in hayati oneme sahiptir ¢ilinkii bu pompalar
plazma membraninda Na* ve K" igin elektrokimyasal bir gradyan olustururlar [97]. Na"/K"
ATPaz, Na*, K, ATP ve ouabain (pompanin bir inhibitdrii) igin baglanma bolgeleri igeren
bir katalitik a-alt birimi [98] ve a-alt birimini membrana yonlendirmek i¢in gerekli olan -
alt birimi olmak {tizere iki alt birimin olusturdugu bir oligomerdir [99, 100]. 4 farkhi a-alt
biriminin (al, 02, a3 ve a4) ve 3 farkli B-alt biriminin (B1, B2 ve f3) olmas1 nedeniyle
birka¢ Na'/K" ATPaz izoenzimi vardir [101]. Her kombinasyon hiicreye ve dokuya

Ozgiidiir ve belirli bir ekspresyon sekli gosterir [102].

Na'/K" ATPaz’larin a4-alt birimi [103, 104] rat ve fare germ hiicrelerinde ve insanlardaki
olgun spermlerde eksprese edilir [103, 105-107]. a4 nakavt farelerde sperm motilitesi ve
hiperaktivasyon engellendigi i¢in bu hayvanlar tamamen sterildir [108]. a4 nakavt fare
spermleri, yiiksek [Na']; nedeniyle depolarize bir Em gostermistir. Ratlarda, kapasitasyon
sirasinda 04 Na'/K* ATPaz'm aktivitesi yiikselerek [K']/nin artmasina, hiicre igindeki
Na"nin azalmasma ve ATP tiiketimine neden olmustur [108]. Na'/K" ATPaz al ve a4'ii
inhibe eden konsantrasyonlarda ouabain’e etkin birakilan insan spermlerinde hiicre igi Na*

artmis ve buna bagli olarak sperm motilitesi azalmistir [105].

2.5.4. Iyon gecirgenliginin diizenlenmesi

Sperm hiicre dis1 pH’s1

Spermler epididimisten gecerken, seminal sivida ve disi {ireme yollarinda
karsilagsacaklarindan c¢ok farkli kosullara etkin kalirlar. Epididimis liimeni, diger viicut
sivilarina kiyasla daha diisiik miktarda Na® ve CI', daha yiiksek miktarda K* igerir.

Ozmolarite, karnitin, fosfokolin ve gliserilfosforilkolin gibi organik anyonlarla dengelenir
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[74]. Ayrica, epitelden H"'nin salinmasi ve HCOs 'iin alinmasi ile epididimal siv1 diisiik bir
pH'da (~6.8) tutulur. Bu diisiik pH, spermin islevselligini korumak i¢in olduk¢a dnemlidir
[109]. insan semen pH’s1 ise alkalidir (~7.2-8.4) [76].

Ejakiilasyondan sonra, spermler disi iireme yollarina aktarildiginda ve buradaki
yolculuklar sirasinda, yeniden farkli hiicre disi iyon konsantrasyonlar1 ve ozmolarite ile
karsilasirlar. Bu durumda, seminal sividaki konsantrasyonlarina kiyasla hiicre dist K*
azalirken, HCO3~ ve Na' artar. Lactobacilli ve diger vajinal flora nedeniyle disi lireme
sistemindeki en diisiik pH vajinadadir (~pH 4.4). Seminal plazma gecici olarak vajinal
pH'y1 7.2'ye kadar artirir, ortami alkalinize eder ve bdylece spermlerin yilizmeye
baslamasini saglar [82]. pH, endoserviks ve uterusa dogru giderek yiikselir (~pH 7) [110].
Bu yeni ortamda sperm, bagka bir ekstratestikiiler olgunlasma degisikligine yani

kapasitasyona ugrar [74].

Sperm hiicre ici pH’sinin diizenlenmesi

Hiicre i¢i pH'nin diizenlenmesi tiim hiicresel islemler i¢in esastir. Memelilerde pH;'nin
homeostazisi HCO3~ ve H' tasinmasi ile kontrol edilir. Spermlerin 6zellikle epididimisten
disi iireme sistemindeki fertilizasyon bolgesine gecisleri sirasinda etkin kaldiklar1 yiiksek
HCOs;™ konsantrasyonu, alkalin pH ve albiimin, kapasitasyon sirasinda gerceklesen
sitoplazmik alkalinizasyona katkida bulunur [111]. Sperm hiicre i¢i pH'sinin diizenlenmesi
yalnizca kapasitasyon i¢in degil, ayn1 zamanda motilite ve akrozom reaksiyonu i¢in de
temel olusturur. pH'y1 diizenleyen iyon tasiyicilart H' tagiyicilari ve HCO3™ tagiyicilari

olmak tizere iki gruba ayrilabilir.

H' tasiyicilar

Voltaj-kapitli H' kanallari (Hvl)

Sperm kuyrugunun esas pargasinda bulunan Hv1 kanallari [112], H" iyonlarinin segici bir
sekilde hiicre i¢ine akisini diizenler [1]. Hvl aktivitesi, kapasitasyon, anandamid, membran
depolarizasyonu ve alkalin hiicre dis1 pH ile artar. Protein kinaz C (PKC), diger hiicre
tiplerinde oldugu gibi spermlerde de Hv1 aktivitesini diizenler [74]. Bu kanallar, seminal

plazmada yiiksek konsantrasyonda bulunan Zn*? tarafindan inhibe edilir [112].
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Hv1, insan sperminde ana proton ileticisidir ve pH kontroliinden sorumludur ancak bugiine
kadar bu kanalin kapasitasyon sirasindaki hiicre i¢i pH artisindaki roliine ve Hvl

mutasyonlarinin insan fertilitesine etkisine iligkin herhangi bir kanit bildirilmemistir [1].

Na'/H" degistiricileri (NHE)

Memelilerde evrimsel olarak korunmus 13 adet NHE bulunur. Rat, fare ve insan
spermlerinde NHE1, NHES ve NHE10 olmak iizere tic NHE [113-115] ve sperme 6zgii
NHE (sNHE) eksprese edilir [114, 115]. Kuyrugun esas pargasinda lokalize olan sNHE,
hiicre i¢ci pH’1 ve HCO3  konsantrasyonunu diizenler. Astenozoospermik hastalarin
spermlerinde sNHE ekspresyonu diisiiktiir [115]. EIPA ve amilorid, NHE aktivitesini
inhibe ederek pH’y1 ve sperm motilitesini etkiler [116, 117]. sSNHE nakavt erkek fareler
infertildir ve spermleri hareketsizdir [114]. sSNHE elektronétral oldugundan, geleneksel
elektrofizyolojik teknikler kullanilarak spermlerdeki roliinii incelemek zordur [91]. Ancak,
HCO;™’iin hiicre disi Na" konsantrasyonuna bagli bir sekilde spermleri hiperpolarize

ediyor olmasi, kapasitasyon siirecine NHE nin de dahil olabilecegini gostermektedir [74].
HCOs™ tasvicilar

HCOs;™ zayif bir baz oldugundan, hiicre ici HCOs'deki degisiklikler hiicre ici alkalizasyona
neden olabilir. HCO;™ tastyicilari, SLC4 ve SLC26 aileleri [118] ile CFTR'yi igerir [119].
Ayrica karbonik anhidrazlar (CA) [120] ve albumin de hiicre i¢ci HCO;™

konsantrasyonunun diizenlenmesine etki eder [121].

SLC4 ve SLC26

SLC4 ailesi iiyeleri Na* bagimli ve Na" bagimsiz olmak iizere grup igerirler [118, 122].
Na" bagiml iiyeler, elektrondtral C1 /HCOs~ degisimine aracilik eden ve SLC4A1 (AE1),
SLC4A2 (AE2) ve SLC4A3 (AE3) olarak adlandirilan {i¢ anyon degistiricidir [123, 124].
Insan sperminde, ekvatoryal segmentte SLC4Al ve SLC4A2'Mmin varhigi gosterilmis
olmasina ragmen [125] bu ailenin hiicre i¢i pH diizenlemesine katilimi bilinmemektedir.

Na" bagimli iiyeler ayrica NBC olarak adlandirilan bes adet Na*-eslenik HCO3™ tasiyicisini
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icerir. Fare ve insan spermlerinde NBC’ler kapasitasyon sirasindaki ilk HCO;™ girisinden

sorumludurlar ve pH'nin diizenlenmesinde rol oynarlar [1].

SLC26 ailesi iiyelerinden SLC26A3, SLC26A6 ve SLC26AS, elektrojenik C1 /HCO3~
anyon degistiricileridir. Fare ve insan sperminde, CFTR ile SLC26A3, SLC26A6 ve
SLC26A8 degistiricileri arasindaki fiziksel etkilesim sayesinde hiicre i¢i pH artist
gerceklesir [37, 126-128].

CFTR

CFTR, CI i¢in segici bir iyon kanalidir ve ayrica farkli gegirgenliklere sahip olmakla
birlikte diger anyonlar1 da iletir (pBr > pCl™ > pI” > pHCO3"). Bu ATP kapil1 kanal, PKA
tarafindan diizenlenir [119]. Dolayisiyla PKA aktivitesi insan sperminde hiicre i¢i pH’ nin

diizenlenmesi icin gereklidir [37].

Insan ve fare olgun spermlerinde CFTR proteini kuyrugun orta pargast ve [79] ve basin
ekvatoral segmenti [128] ile smirhidir. Insanlarda, CFTR genindeki mutasyonlar, kistik
fibrozis hastaligina neden olur. Kistik fibrozisli hem kadin hem erkek hastalarda fertilite
bozuklugu ortaya ¢ikar. Insan spermleri CFTR inhibitdriine etkin birakildiklarinda,
akrozom reaksiyonu geciren sperm yiizdesi, hiperaktivasyon ve oosite penetrasyonu azalir

[129].

Karbonik anhidrazlar (CA)

Karbonik anhidrazlar (CA), CO2’nin HCOs3;'e (OH™ + CO; < HCO; + H") geri
déniisiimlii hidrasyonunu katalizleyen metaloenzimlerdir. insan spermlerinde CAI ve CAII
post-akrozomal bolgede [120] ve kuyrukta [130, 131], CAXIII ise yalnizca kuyrukta
eksprese edilir [131]. CA'larin islevi heniiz tam olarak bilinmemekle birlikte bu enzimlere
kars1 genel inhibitorlerin kullanimi motiliteyi etkiler ve kapasite olmus insan sperminde

akrozom reaksiyonunu arttirir [131, 132].
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Albumin

Insan sperminde kapasitasyon sirasinda gergeklesen sitoplazmik alkalinizasyon, albumin
tarafindan kolesteroliin uzaklastirilmasina da baglidir [133]. Kolesterol eritrositlerde NHE
ve CI'/HCOs;™ degistiricilerinin aktivitesini degistirir [121] ancak bu diizenlemenin insan
spermindeki etkisi tam olarak bilinmemektedir. Albumin yalnizca bir kolesterol alicisi

degildir, ayn1 zamanda Zn*?

y1 selatlar [134]. Bu nedenle, hiicre i¢i pH lizerindeki etkisi,
kolesterol akisina ve/veya Zn'? selasyonuna bagl olabilir. Insan sperminin kapasitasyonu
sirasinda hiicre i¢i pH’nin diizenlenmesi ve plazma membraninin hiperpolarizasyonunda

gorev alan iyon kanallar1 ve bunlarla iligkili sinyal yolaklart Sekil 2.1°de 6zetlenmistir.
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Sekil 2.3. insan sperm kapasitasyonunda gorev alan iyon kanallar1 ve bunlar diizenleyen
sinyal yolaklar1 [18]
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2.6. Epitelyal Sodyum Kanallar1 (ENaC)

Cogunlukla epitel hiicrelerinde olmak iizere bircok omurgali hiicre tipinde eksprese edilen
epitelyal sodyum kanallar1 (ENaC’lar), fizyolojide ve patofizyolojide 6dnemli rol oynayan
iyon kanallaridir. ENaC'lar, katyon secici kanallarin ENaC/dejenerin iist ailesinin

iiyeleridirler. Sirasiyla scnnla, scnnlb, scnnlg ve scnnld genleri tarafindan kodlanan a, J,
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vy ve J alt birimlerinden olusurlar. Alt birimlerin her biri, iki transmembran bdlgeye, bir
biiyiilk hiicre dis1 bolgeye ve kisa sitoplazmik C- ve N-terminal bolgelerine sahiptir.
ENaC’lar Na*-segicidirler ve uM alt1 konsantrasyonlardaki diiiretik amiloride duyarhdirlar.
Bu nedenle amiloride duyarli sodyum kanallar1 olarak da adlandirilirlar [135]. Bu kanallar,
Na"’nin denge potansiyeline dogru yer degistirmesini saglayarak hiicrelerde istirahat

halindeki membran potansiyelinin devamliliina katkida bulunurlar [6].

ENaC’lar, tipik olarak transepitelyal Na* transportu yapan ¢esitli epitel hiicrelerinin apikal
membranlarinda eksprese edilerek viicudun tuz ve su homeostazisinin korunmasinda goérev
alirlar [136]. Bu kanallar, bobrekteki aldosterona duyarli distal nefronunun (ASDN) esas
hiicreleri, mesanenin, akciger solunum yollarinin ve distal kolonun epitel hiicreleri ile ter
bezlerinin ve tiikriilk bezlerinin kanallarindaki epitel hiicreleri gibi viicuttaki bir¢ok epitel
dokusunun apikal plazma membraninda bulunurlar [7]. ENaC, ASDN'de viicudun toplam
Na" igerigini, hiicre dig1 sivi hacmini ve kan basincimi diizenleyen Na' tasiyicilarindan
biridir [137]. Merkezi sinir sisteminin belirli bolgelerinde kan basincinin diizenlenmesinde
rol oynar [138]. Vaskiiler endotelyal hiicrelerde ve diiz kas hiicrelerinde, vaskiiler tonusun
ve basinca bagli miyojenik yanitin diizenlenmesine katki saglar [139]. Lingual epitelde, tuz
tad alma duyusuna katilir ve Na® alimimni etkiler [140]. Silyali hiicrelerde ENaC silyada
bulunur ve epitelyal yiizey sivisinin hacminin diizenlenmesine yardimci olarak, solunum
yollarinda mukusun ve lireme kanallarinda gametlerin tasinmasinda goérev alir [135]. ENaC
aktivitesinin bozulmasi, Na“-duyarli ve kalitsal hipertansiyon (Liddle sendromu), tip I
psodohipoaldosteronizm, kistik fibrozis, yenidogan respiratuvar distres sendoromu ve

hipoksik pulmoner 6dem gibi hastaliklara neden olur [7].

Bobrek, akciger, kolon, ter bezleri ve tiikiiriik bezlerinde bulunan ENaC’lar, a-, B- ve y-
ENaC olmak iizere yapisal olarak iliskili iic homolog alt birimden olugurlar. Bu kanallar en
yaygin ve en ¢ok c¢aligilan kanallardir. § alt birimleri ise kendi baglarina veya  ve y alt
tiniteleri ile birlikte katyonik kanallar meydana getirebilirler (2-6). Primatlara 6zgii (insan
ve sempanze) olan & ENaC mRNA'siin en yiiksek miktarda eksprese edildigi organlar
beyin, kalp, testis, ovaryum ve pankreastir. Bu da 6 alt biriminin primer fonksiyonunun

epitelyal dokuyu icermedigini gostermektedir [141].
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2.6.1. ENaC aktivitesinin diizenlenmesi

ENaC fonksiyonu, ¢esitli hiicre dis1 ve hiicre i¢i faktorler tarafindan diizenlenir. ENaC
aktivitesinin kontroliinde gorev alan yolaklar, kanal alt birimlerinin ekspresyonu/sentezi,

hiicre i¢i kanal trafigi ve kanalin agilmas1 gibi fonksiyonel kanal diizenlenme sekillerini

etkiler [7].

Hiicre disi1 faktorler

Hormonlar

Aldosteron, anjiyotensin II, arjinin vasopressin, atriyal natriliretik peptid, insiilin ve
endotelin gibi hacim diizenleyici hormonlar epitelyal Na® transportunu etkiler. ENaC'in
hormonal diizenlenmesi, ¢esitli kinazlar1 iceren hiicre i¢i sinyal yolaklarinin aktivitesi

araciligiyla meydana gelir [7].

Proteazlar

ENaC eksprese eden hiicrelerde, hem proteolitik olarak islenmis (aktif) hem de islenmemis
(inaktif) ENaC alt birimleri bulunur Hiicre yiizeyindeki inaktif kanallar, proteazlarla aktive
edilebilen bir kanal havuzu gorevi goriirler [7]. Furin, prostatin, kallikrein, pankreatik
elastazlar, transmembran proteaz serin 4, matriptaz ve bakteri kaynakli proteazlar gibi
hiicre dis1 proteazlar, o ve y alt birimlerinin proteolizine neden olarak kanali aktive ederler

[136].

Hiicre dist Na* konsantrasyonu

Hiicre dist Na® konsantrasyonundaki degisikliklere yanmit olarak ENaC aktivitesinin
saniyeler i¢inde degismesi, “Na”’nm kendi kendini inhibisyonu” olarak adlandirilir. Bu
inhibisyon, ASDN’de iiriner Na' dalgalanmalarma gore Na® akis hizinin hizla
ayarlanmasina olanak saglar. Boylece, liriner Na" yiiksek oldugunda bobrek tiibiillerindeki
Na" emilimi azaltilirken, Na® diisiikk oldugunda inhibisyonun engellenmesiyle emilim

arttirilarak iiriner Na* kaybi en aza indirilir [136].
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Mekanik etki
Hidrostatik basing veya hiicre sismesinden kaynaklanan membran gerilmesiyle

hiicrelerdeki laminar makaslama stresi artar. Bu hiicrelerde bulunan ENaC alt birimlerinin

hiicre dis1 bolgeleri, makaslama stresinin algilanmasini saglar ve strese yanit olarak kanal

aktive olur [142].

Hiicre ici faktorler

Asidik fosfolipidler

Fosfatidilinositol 4,5-bisfosfat (PIP2) ve -trisfosfat (PIP3) gibi anyonik fosfolipidler, ENaC
alt birimlerindeki sitoplazmik katyonik sekanslara baglanarak yapisal degisiklige neden

olur ve kanal agikligini arttirirlar [143].

Sistein-Palmitoilasyonu

ENaC-B ve vy alt birimlerinin sistein palmitoilasyonu yoluyla porttranslasyonal
modifikasyonu kanallarin aktive olmasini saglar. Palmitoilasyonunun engellenmesi hem

kanal agikligini azaltir hem de Na™ nin kendi kendini inhibisyon yanitin arttirir [144].

Feedback inhibisyonu

Na" aliminin artmasi, hiicre i¢i Na™y1 arttirarak dolayli olarak ENaC aktivitesini azaltir.
Hiicre dis1 Na* degisikliklerine yamt olarak gerceklesen Na® kendi kendini inhibisyonu
hizina gore daha yavas bir sekilde (saatler siirer) meydana gelen bu olay, feedback

inhibisyonu olarak adlandirilir [7].
Metabolik substratlar ve pH
Metabolik substratlarin azalmasi ve hipoksi nedeniyle hiicresel metabolizmanin inhibe

olmasi, membrandaki ENaC aktivitesini inhibe eder. Hiicre icindeki ATP miktar

azaldiginda AMPK tarafindan membrandaki ENaC miktar1 azaltilir. Hiicre ig¢i
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asidifikasyon a-ENaC'1 inhibe ederken, hiicre i¢i alkalinizasyon, kanal agikligini arttirarak

ENaC aktivitesini uyarir [7].

2.6.2. ENaC trafigi

ENaC alt birimleri, biyosentetik yolak boyunca sentezlenip modifiye edildikten sonra
apikal plazma membranina gonderilirler [145]. Alt birimler daha sonra klatrin kapl
vezikiiller i¢inde plazma membranindan alinarak lizozomlarda pargalanir veya plazma

membranina geri doniistiiriiliirler [141].

Epitelyal hiicrelerin apikal plazma membranindaki ENaC alt birimlerinin sayis1 hiicre
icindeki toplam alt birim sayisina gore daha azdir. Subapikal kompartmanda yer alan, yeni
sentezlenmis alt birimlerin bulundugu havuzdan ya da daha énce membrandan alinarak
geri doniistime ugramig alt birimlerin bulundugu havuzdan plazma membranina eklenen
kanallar sayesinde hiicre ylizeyindeki islevsel ENaC miktar1 ¢ok kisa bir siirede
arttirilabilir [7]. cAMP ve 1s1 soku proteinleri ile aldosteron ve vazopressin gibi hormonlar
membrana kanal eklenmesini arttirarak ve kanallarin geri doniistim oranini azaltarak apikal
membrandaki fonksiyonel ENaC miktarini arttirirlar [7, 146]. Kanallar, fosfoinositidler
aracilifiyla epsine baglanarak dakikalar iginde klatrin kapl cukurlar araciligiyla erken
endozomlara giderler [147]. Asirnt eksprese edilmis ENaC’lar, geri donilisim

endozomlarinda ve ge¢ endozomlarda ayr1 ayr1 lokalize olurlar [148].

ENaC ubikitinasyonu ve degradasyonu

Ubikitin, protein degradasyonunda gorev alan bir polipeptiddir. Membrandaki proteinlerin
hiicre icine alinmasi ve proteazom olarak bilinen proteolitik kompleksler tarafindan
taninmasi i¢in bir etiket gorevi goriir [149]. Proteinlerin ubikitasyonu genellikle iki ya da
iic enzimin aracilik ettigi ii¢ farkl1 enzimatik aktivite sayesinde meydana gelir. 11k olarak,
ubikuitin aktive edici bir enzim (El), ATP gerektiren bir reaksiyon ile yiiksek enerjili bir
tiyoester bagi (E1-S~ubiquitin) olusturarak ubikitini aktive eder. Aktive olan ubikitin,
ubikitin-konjuge edici enzime (E2) aktarilir ve ardindan ubikuitin ligaz (E3) tarafindan
hedef proteinlere eklenir. Bir ubikitin molekiiliine bagka ubikitin molekiillerinin
eklenmesiyle en az dort ya da bes ubikitinli bir zincir olusturulmasi islemine

poliubikitinasyon adi verilir [149]. Hedef proteindeki ¢ok sayidaki lizine, her bir lizinde
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tek bir molekiil olacak sekilde ubikitin eklenmesine ise monoubikitasyon denir. Membran
proteinlerinin ubikitinasyonu, bu proteinlerin hiicre i¢ine alinmasini saglar. Ancak, hiicre
icinde proteinlerin izledigi degradatif yolak, ubikuitin ilavesi arasindaki farka baghdir.
Poliubikitinasyon proteinleri proteozomlara yonlendirirken monoubikitinasyon ise

lizozomal degradasyona yonlendirir [150].

ENaC alt birimlerinin ubikitin konjugasyonu, bir E3 ubikuitin-protein ligaz olan Nedd4
(noral oncii hiicre tarafindan eksprese edilen gelisimsel olarak downregiile edilmis gen 4)
araciliftyla meydana gelir [141]. Nedd4'iin, Nedd4-1 ve Nedd4-2 olmak iizere iki izoformu
vardir. Nedd4-2, tiim memeli epitel hiicrelerinde ENaC ubiquitinasyonundan sorumlu olan
izoformdur [151]. Nedd4-2, karboksil terminal bolgelerindeki korunmus triptofan alanlari
(WW alanlar1) araciligiyla ENaC proteinlerinin PY motiflerine (PPXY) baglanir. Bu
baglanma, kanalin endositozu i¢in membrandaki ENaC proteinlerinin birgok bolgesinden
mono- veya poliubikitinlenmesine yol agar [7, 141]. Monoubikitinlenmis ENaC’lar
lizozomal degradasyon icin hedeflenirler [152]. Poliubikitinlenmis ENaC’lar ise asir1
miktarda sentezlenmis ve apikal membrana asla ulasamayan kanallardir ve proteozomal
degradasyon i¢in hedeflenirler. Ubikitinasyon islemi bdylece membrandaki ENaC kanal

miktarinin azalmasina neden olur [7].

Insan B ve y ENaC genlerinde PY motiflerinin silinmesine yol acan genetik mutasyon,
kalitsal Liddle sendromuna yol acar. Liddle sendromu, Nedd4-2 tarafindan hiicre
membranindan ENaC kanallarinin aliminin azalmasi ve buna bagl olarak asiri renal Na*
emilimi ile karakterizedir [153]. o ENaC i¢in Nedd4-2 ile iligkili bir genetik mutasyon
tammlanmamistir Nedd4-2 nakavt (7) farelerde, tuza duyarli hipertansiyon, hiperabsortif
ve enflamatuvar kistik fibrozis fenotipi ve respiratuvar distres sendromu ortaya ¢ikmistir
[11]. Bu bulgular, Nedd4-2'nin ENaC aktivitesinin kontroliindeki dnemini ve bu hastalik

kosullarinin patofizyolojisine katkisin1 gostermektedir.
2.6.3. ENaC aktivitesinin diizenlenmesinde gorev yapan Kinazlar
ENaC kanallarinin aktivitesi hiicre icinde bulunan c¢ok sayida kinaz arasindaki capraz

etkilesim araciligiyla diizenlenir. Kinazlar, kanal alt birimlerini dogrudan fosforile ederek

kanal acgikligin1 degistirme yoluyla ya da Nedd4-2’yi fosforile ederek membrandaki ENaC
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alt birimlerinin miktarmi diizenleme yoluyla etki gosterirler. Bu tiir mekanizmalar ENaC

diizenlemesinde akut, subakut ve kronik degisikliklerle etkili olabilirler [7].

Serum glukokortikoid kinaz (SGK)

SGK tiim Okaryotlarda bulunan bir kinazdir. SGK1, SGK 2 ve SGK 3 olmak iizere ii¢
izoformu bulunur. Tiim SGK izoformlar1 ENaC aktivitesini arttirir, ancak SGK1 ve SGK3,
en gilicli uyaricilardir [154]. Aldosteron ve glukokortikoid hormonlart SGK1
ekspresyonunu arttirir. Fosfoinositid-3-kinaz (PI3K) ve rapamisin sinyal kompleksi 2
(TORC2), SGKI1’i fosforile ederek katalitik olarak aktive olmasmi saglar [155, 156].
Insiilin ve insiilin benzeri biiyiime faktorii 1 (IGF1), PI3K ve TORC2 aktivitesini arttirir ve

boylece SGK1’in fosforilasyonunu ve aktivasyonunu uyarir [156, 157].

SGK1, a-ENaC’1 dogrudan fosforile ederek kanal aktivitesini uyarir [ 158]. Ayrica, Nedd4-
2’yi fosforile ederek, Nedd4-2’nin a, f ve y ENaC alt birimlerine baglanma afinitesini

azaltir. Boylece dolayli yoldan membrandaki ENaC miktarini arttirir [159].

Protein kinaz A (PKA)

Protein kinaz A (PKA), hiicre i¢inde adenilil siklaz aktivitesinin yiikselmesine bagli olarak
miktar1 artan cAMP tarafindan aktive edilir. Bu aktivasyon, vazopressin ve adrenalinin
sirastyla bobrek ve akciger epitel hiicrelerindeki reseptorlere etkisiyle meydana gelir.
Reseptor aracili PKA aktivitesi, birka¢ dakika i¢ginde ENaC ve Na' taginimu tizerinde etki
eder [11]. PKA'nin ENaC {izerindeki bu hizli etkisine SGK1 aracilik eder. cAMP, PKA ve
PI3K aktivasyonu araciligiyla SGK'y1 arttirir [ 160].

PKA, Nedd4-2'yi fosforile eder. Bu fosforilasyon, Nedd4-2'nin ENaC alt birimlerine
baglanmasin1 azaltarak apikal membrandaki kanal tutulmasmi arttirir [161]. PKA
aktivasyonu ayrica ENaC-o alt birimlerinin ekzositozunu ve apikal membrana

translokasyonunu da uyararak membrandaki kanal miktarinin artmasini saglar [162].
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PI3K ve PKB

PI3K ailesi, ¢esitli hiicresel islevler sergileyen ii¢ siniftan olusur. Sinif I PI3K'lar, insiilin
ve IGF1 tarafindan uyarilir ve serin/treonin protein kinaz B’yi (PKB) (Akt olarak da
bilinir), PDK1’i ve SGK1'i aktive eder. Boylece, epitelyal dokularda Na® transportunu
arttirir [155].

PKB, SGK1’in fosforile ettigi bolgelere benzer bolgelerden ENaC alt birimlerini fosforile
ederek kanal1 aktive eder [161]. Benzer sekilde Nedd4-2’yi de fosforile ederek ylizeydeki

ENaC proteinlerinin miktarin arttirabilir [163].

Ikappa B kinaz- (IKKfB)

Niikleer faktor kappa-B kinaz alt birim beta inhibitorii (IKKf ya da IKK?2), niikleer faktor
kappa B inhibitoriinii fosforile eden kinazdir. IKKp, proenflamatuvar sitokin TNFa

tarafindan aktive edilir [164].
IKKB, ENaC-B ile iligkilidir ancak bu alt birimi dogrudan fosforile etmez. IKKf
aktivasyonu Nedd4-2’yi fosforile ederek P alt birimine baglanmasini inhibe eder. Bu

sayede membrandaki kanal miktarin1 ve fonksiyonunu arttirir [165].

Protein kinaz C (PKC)

PKC, hiicre i¢i Ca™?, inositol 1,4,5-trisfosfat (IP3) ve G-protein eslenik reseptdr aracili
yolaklarla aktive edilir. PKC, B ve y ENaC alt birimlerinin degradasyonunu ve hiicre i¢i
havuzdan y ENaC kaybini arttirir [166]. Bu kinaz, ENaC'1 dogrudan fosforile etmez, bunun
yerine ERK 1/2 sinyal yolag: ile etkilesime girer [167]. ERK1/2 hem kanal agikligim
azaltir hem de B ve y alt birimlerini fosforile ederek ENaC’in Nedd4-2 ile etkilesimi

arttirir. Boylece hiicrelerdeki Na* transportunu azaltir [11].

Protein kinaz D

PKD, vazopressin ve aldosteron gibi ¢esitli G-protein eslenik reseptor agonistlerine yanit

olarak aktive edilir. PKD’nin PKD1, PKD2 ve PKD3 olmak iizere ii¢ izoformu bulunur
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[168]. PKD1’in aldosteron tarafindan aktivasyonu sonucu apikal membrana ENaC-a ve -3

alt birimlerinin eklenmesi uyarilarak epitelyal Na" transportu artar [169].

ERK-1/2 ve MAPK

ERK1 ve ERK2, sirasiyla mitojenle aktive edilmis protein kinazlar (MAPK) 3 ve 1 olarak
da bilinirler. Bu kinazlar, epidermal biiylime faktorii (EGF), progesteron ve PKC

tarafindan aktive edilerek ENaC kanallarini diizenlerler [11].

ERK1/2'nin aktivasyonu, dogrudan ENaC-B ve -y’nin fosforilasyonunu arttirarak ENaC
aktivitesini azaltir. ERK fosforilasyonu da Nedd4-2'nin ENaC alt birimlerine baglanmasini

arttirarak membrandaki ENaC miktarinmi azaltabilir [170].

CK1/2

Kazein kinaz 1 (CK1) aktivasyonu, ENaC'in fonksiyonunu ve yiizey ekspresyonunu
arttirir. CK1, ENaC alt birimlerini dogrudan fosforile etmez, ancak ENaC biyosentezinin
miktarint ve/veya plazma membranina eklenmesini arttirarak dolayli yoldan etki gosterir

[171].

Kazein kinaz 2 (CK2), ENaC-B ve v alt {initelerini fosforile ederek dogrudan veya Nedd4-
2'yi fosforile ederek dolayli olarak kanal aktivitesinin ve membrandaki ENaC miktarinin

artmasina neden olur [172, 173].

GRK2

G-protein-eslenik reseptdr kinaz 2 (GRK2), ENaC-f’nin dogrudan fosforilasyonu ve
Nedd4-2’nin fosforilasyonu araciligiyla Nedd4-2 ve ENaC arasindaki etkilesimini bozar.
Boylece ENaC aktivitesinin uyarilmasina neden olarak hiicre i¢i Na" miktarim1 arttirir

[173].
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5'-AMP ile aktive olan protein kinaz (AMPK)

AMPK, besin (glikoz) veya oksijen miktarinda (hipoksi) meydana gelen degisiklikler
nedeniyle ortaya ¢ikan hiicresel AMP: ATP oraninin yiikselmesi ile aktive olur. Ayrica,
hiicre igi Ca'? artis1, pro-enflamatuar sitokinler, iskemi ve diyet ile alinan Na* gibi baska
faktorler tarafindan da aktive edilir [174]. Vasopressin, AMPK defosforilasyonuna neden
olur [175].

AMPK’nin ENaC’1 inhibe ettigi ilk defa 2005 yilinda Xenopus oositleri ve fare toplama
kanal1 hiicrelerinde rapor edilmistir [17]. Ancak, AMPK kanali in vitro olarak fosforile
etmediginden ve AMPK ile ENaC arasinda dogrudan bir etkilesim tespit edilmediginden
ENaC AMPK'in direkt bir hedefi olarak goriilmemistir. Ayrica, bir Liddle sendromu
ENaC-f alt birimi mutantt AMPK aktivasyonuna yanit vermemistir. Bu mutant, Nedd4-2
tarafindan diizenlenen endositoza duyarsiz oldugundan, AMPK'nin ENaC'1 Nedd4-2
araciligiyla inhibe ediyor olabilecegi One siiriilmiistir [17]. AMPK’nin, plazma
membranindaki ENaC miktarin1 azaltma yoluyla kanali inhibe ettigi gézlemine dayanilarak
tasarlanan sonraki c¢alismada, Nedd4-2 mutant Xenopus oositlerinde AMPK
aktivasyonunun ENaC alt birimlerini direkt olarak fosforile ederek kanali inhibe etmedigi,
bunun yerine Nedd4-2'nin fosforilasyonunu arttirarak ENaC f alt birimi ile Nedd4-2
arasindaki etkilesimi arttirdigi kanmitlanmistir [174]. AMPK’nin katalitik alt birimi olan
al'in, solunum yollar1, bébrek ve kolon epitelinde de ENaC"1 inhibe ettigi ve AMPKol”
farelerde ENaC-f ekspresyonunun arttig1 tespit edilmistir. AMPK'nin, bu hiicrelerde de
ENaC't inhibe etmek i¢in Nedd4-2'yi kullandigt dogrulanmistir [15]. AMPK-
B17 farelerde ENaC-B  ckspresyonunun azaldigimmn  bulunmasi AMPK  etki
mekanizmasinin agiklanmasina destek saglamistir [176]. Sonraki c¢alismalarda, AMPK
aktivatorleri AICAR, resveratrol ve metforminin sirasiyla akciger epitelyal hiicrelerinde,
bobrek toplama kanali hiicrelerinde ve umblikal ven endotelyal hiicrelerinde ENaC
aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir [16, 177, 178]. Benzer sekilde kistik fibrozis
bronsiyal epitel hiicrelerinde de c¢esitli AMPK aktivatorlerinin doza bagimli bir sekilde
ENaC’1 inhibe ettigi belirlenmistir [179]. Bu ¢alismalarla, AMPKal’in, elektrojenik Na*
emiliminin dnemli bir fizyolojik diizenleyicisi oldugu ve epitelyal Na" transportunu kontrol

etmek i¢in yeni bir farmakolojik hedef olabilecegi kanitlanmistir.



38

2.6.4. Exrkek fertilitesinde ENaC’larin rolii

Olgun fare spermlerinde ENaC a ve 0 alt birimlerinin bulundugu gosterilmesi ve kapasite
olmamis fare spermleri amiloride etkin birakildiginda, intraseliiler Na"’da bir azalma
meydana gelmesi spermlerde ENaC’larin bulunduguna dair ilk bulgulardir [5]. Na®
icermeyen medyuma bu katyonun eklenmesi, fare spermlerinde Em'nin hizla depolarize
olmasina neden olmus, amilorid ve amilorid analogu EIPA depolarizasyonu bloke etmigtir
[80]. Bu bulgular, ENaC inhibisyonunun kapasitasyon ile iligkili hiperpolarizasyona

aracilik ediyor olabilecegini gostermistir.

Rat testislerindeki germ hiicrelerinin tiim evrelerinde (spermatogonyumlar, spermatositler
ve spermatidler) ENaC-o’nin sitoplazmik havuzlarda lokalize oldugu, yuvarlak
spermatidler spermatozoaya donitistilkce, ENaC lokalizasyonunun sitoplazmadan kuyruga
kaydig belirlenmistir. Epididimisten izole edilen spermlerde ise ENaC’1n, akrozomda ve
kuyrugun orta parcasinda bulundugu gdzlenmistir [8]. Bu lokalizasyonlar, ENaC’in

akrozom reaksiyonu ve sperm motilitesinde de olasi bir rol oynayabilecegini gdstermistir.

Bugiline kadar insan sperminde ENaC fonksiyonunu arastirmaya yonelik yalnizca {i¢
calisma yapilmistir. ilk calismada, insan testisinde ENaC-§ alt iinitesinin bulundugu
bildirilmistir [95]. Daha sonra, sperm kuyrugunun orta pargasinda ENaC-a proteininin
varhigi gosterilmis, EIPA nin, hem saglikli donorlere hem de astenozospermik hastalara ait
spermlerde motiliteyi onemli 6l¢lide arttirdigi bulunmustur [9]. Diger calismada ise insan
spermlerinde ilk kez ENaC-B ekspresyonu tanimlanmis ve amilorid ile inhibe edilmis
ENaC’larin sperm kapasitasyonu sirasinda plazma membraninin hiperpolarizasyonuna

neden olarak membran potansiyelini diizenledigi bildirilmistir [10].

ENaC aktivitesinin spermatogenez ve fertilite i¢in zorunlu olup olmadigi tam olarak
bilinmemektedir. a, B ve y alt birimlerini kodlayan SCNN1A, SCNNIB veya SCNNI1G
genlerinin inaktivasyonu ile transgenik fareler {iretilmis, ancak bu fareler dogumdan birkag
gilin sonra Oldiiglinden [180], gen-nakavt etkisinin bu farelerin dogurganligi {izerindeki

etkisini degerlendirmek miimkiin olmamustir.
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2.7. AMP ile Aktive Olan Protein Kinaz (AMPK)

AMP ile aktive olan protein kinaz (AMPK), yapisal olarak bir katalitik a alt birimi ile § ve
vy olmak {izere iki diizenleyici alt birimden olusan serin/treonin heterotrimerik bir
proteindir. AMPK'nin bu {i¢ alt birimini kodlayan genler, omurgalilar, omurgasizlar,
bitkiler, mantarlar ve protozoa dahil dkaryotik tiirlerde yiiksek oranda korunmustur [181,
182]. AMPK'min aktivasyonu, o-alt iinitesinin treonin 172'den fosforilasyonu ile
gerceklesir. Somatik hiicrelerde AMPK'yr Thr172'den fosforile edebilen kinazlar (a)
karaciger kinaz B1 (LKBI1) [183], (b) Ca'?/kalmodulin'e bagl protein kinazlar olan
CaMKKa ve CaMKKJ [184] ve (c) doniistiiriicii biiyiime faktorii TGF-B-aktive kinaz-1’dir
[185]. AMPK ayrica fosfatazlar [protein kinaz fosfataz-1 ve 2A (PP2A ve PP2C)] ile de
fosforile edilebilir [186, 187].

Hiicrede enerji azaldiginda AMP/ATP orami artar ve buna bagli olarak hem allosterik
aktivasyon yoluyla hem de net fosforilasyonun artmasiyla AMPK aktivitesi uyarilir.
Aktive olan AMPK, ATP iireten katabolik yolaklarin uyarilmasina ve ATP tiiketen
anabolik yolaklarin inhibisyonuna yol agar [188]. Bodylece hiicre ici ATP
konsantrasyonlarint koruyarak hem tiim viicutta hem de hiicresel diizeyde enerji
homeostazisini diizenler [189, 190]. AMPK, egzersiz ve stres gibi patofizyolojik
durumlarda aktive olabildigi gibi, metabolik hormonlar (leptin, adiponektin, ghrelin) veya
farmakolojik  molekiiller [5-aminoimidazol-4-karboksamid-1-B-D-ribosid (AICAR),

metformin ve tiyazolidinedionlar] tarafindan da aktive edilebilir [191].

2.7.1. Erkek fertilitesinde AMPK’nin rolii

AMPK, testislerin somatik gonadal hiicreleri (Sertoli hiicreleri ve Leydig hiicreleri) ile
germinal hiicrelerinde eksprese edilir ve gonadal eksen ile enerji dengesi arasinda baglanti

kurarak iireme fonksiyonunda énemli bir rol oynar [12].

Somatik gonadal hiicrelerin proliferasyonu ve steroidogenezde AMPK ’nin roli

Testis biiyiikliigi ve sperm {iretimi, yetiskin Sertoli hiicrelerinin toplam sayisi ile direkt
olarak iligkilidir. Folikiil uyarict hormon (FSH), PI3K/Akt/mTORCI1 yolaginin katilimiyla

Sertoli hiicrelerinin proliferasyon ve sagkalim siireglerini diizenler. Anormal AMPK-



40

mTOR sinyalleri, Sertoli hiicre polaritesinde ve spermatogenezde bozulmaya neden olur
[192]. Rat Sertoli hiicrelerinde AMPK aktivasyonu, mTORCI1 sinyalinde azalmaya ve
siklin bagimli kinaz inhibitoérii (CDKI) ekspresyonunda artisa neden olarak hiicre
proliferasyonunu engeller [193]. Gebelik sirasinda AMPK metformin ile aktive
edildiginde, testislerin fetal ve neonatal biiylikliiglinde azalma meydana gelir. Germ hiicre
sayisi degismese de hem fetal hem de yenidogan testlerinde metformin uygulamasi ile
Sertoli hiicre sayis1 azalir [194]. Isil islem AMPK sinyal yolagini inhibe ederek
olgunlasmamis domuz Sertoli hiicrelerindeki siki baglant1 proteinlerinin ekspresyonunu
geri doniisiimli olarak bozar [195]. AMPK aktivatorii AICAR'!m kullanimi, adhezyon
molekiilii ekspresyonunu arttirarak rat Sertoli hiicrelerinde baglanti kompleksi biitiinliigiinii
arttirir [196]. Fare Sertoli hiicrelerinde al AMPK geninin silinmesi, ince basli anormal

spermatozoa ile iliskili olarak erkek fertilitesinde diislise neden olur [197].

AMPK, hiicresel enerji homeostazisini korumak ve asir1 steroid iiretimini dnlemek i¢in
gonadal steroidogenezi inhibe eden molekiiler bir diizenleyicidir [198]. Erkek al AMPK '~
farelerde, Leydig hiicrelerinin hacmi artmistir, endoplazmik retikulum alanlar1 degismistir,
intratestikiiler kolesterol konsantrasyonu yiiksektir ve steroid tiretimine katilan proteinlerin
ekspresyonu daha fazladir. Hiperaktif Leydig hiicrelerine bagli olarak bu hayvanlar yiiksek
miktarda testosteron igerirler [14]. insanlarda, AMPK inhibisyonuna bagli olarak ortaya
cikan artmis steroid iiretimi Peutz-Jeghers Sendromu (PJS) ile iliskilendirilebilir. PJS,
LKB1'1 kodlayan serin/treonin kinaz 11 (STK11) genindeki mutasyonlarin bir sonucu
olarak ortaya ¢ikan otozomal dominant bir hastaliktir. PJS hastalarinda, AMPK
fosforilasyonunun azalmasina bagli olarak Ostrojen ve testikiiler aromataz ekspresyonu

artmastir [199].

Spermatogenezde ve sperm fizyolojisinde AMPK'nin rolii

Testislerde sperm iiretiminin ve ejakiilasyondan sonra disi lireme sisteminden gecisleri
sirasinda  karsilastiklart  cevresel degisiklikler karsisinda sperm kalitesinin = ve
fonksiyonunun diizenlenebilmesi igin enerji dengesi oldukca onemlidir. Hiicrenin enerji
diizeyini ve redoks durumunu algilayan mekanizmalar arasinda, metabolik yolaklar
aktivite durumuna gore kontrol eden AMPK vardir [200]. AMPK, hipotalamus-hipofiz-

gonadal ekseni enerji dengesi ile baglayarak iireme fonksiyonunda 6nemli bir rol oynar
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[12]. Ancak, AMPK'nin erkek fertilitesinin kontroliindeki roliine odaklanan caligsmalar az

sayidadir.

Spermlerde, AMPK proteini ilk defa 2012 yilinda domuzlarda tanimlanmistir [201]. Daha
sonra, fare [14, 202], aygir [203] ve tavuk [204] gibi diger hayvan tiirlerine ait spermlerde
de AMPK ekspresyonu gosterilmistir. AMPK proteininin insan spermlerinde bulundugunu
gosteren ilk calisma ise 2017 yilinda yapilmistir [200]. AMPK’nin spermlerde 6zellikle
akrozomda olmak iizere bas bolgesinde ve kuyrugun orta pargasinda lokalize oldugu

gosterilmistir [205].

Spermler disi iireme kanalindan gecerken farkli c¢evresel kosullarla karsilastiklarindan
sperm islevinin diizenlenmesi icin optimal diizeyde bir AMPK aktivasyonu seviyesi
gereklidir. Yaban domuzunda AMPK'nin farmakolojik inhibisyonu ya da uzun siireli (24
saat) aktivasyonu, motiliteyi azaltir, akrozomal membran biitiinliiglinii, organizasyonunu
ve lipid diizensizliginde artisa bagl olarak plazma membrani akiskanligin1 bozar [205-
207]. AMPK aktivitesi insanlarda sperm motilitesini arttirmak icin gereklidir. Yiiksek
hareketlilige sahip normal spermlerde aktif AMPK miktar1 yiiksek iken, daha az hareketli
veya hareketsiz spermlerde belirgin sekilde diisiiktiir. AMPK farmakolojik olarak inhibe

edildiginde ise sperm ileri hareketliliginde belirgin bir azalma meydana gelir [200].

AMPK ile iliskili bir kinaz olan tiimor baskilayici LKB1 izoformu, memelilerde haploid
spermatidlerde ekprese edilir ve spermiyogenez ve fertilizasyon yeteneginde 6nemli bir rol
oynar. LKB1 nakavt farelerin epididimislerinde olgun sperm sayisi anlamli sekilde azdir,
iiretilen birka¢ sperm de hareketli degildir ve steril farelere neden olan anormal bas

morfolojisine sahiptir [208].

AMPK, spermlerde mitokondriyal membran potansiyelinin korunmasina katkida bulunur
[205]. alAMPK nakavt farelerin spermlerinde mitokondriyal membran potansiyeli,
mitokondri sayis1 ve bazal oksijen tiikketimi belirgin sekilde azalmistir [14]. AMPK
aktivatorii resveratrol, insan spermlerinin dondurma-¢ézme sonrasi mitokondriyal
membran potansiyelini dnemli Olglide arttirir [209]. Taze fare spermlerinde metformin,
konsantrasyona bagli olarak mitokondriyal membran potansiyelinin azalmasina neden olur
[12]. Dolayistyla, sperm mitokondriyal membran potansiyelini korumak i¢in optimum

diizeyde AMPK aktivitesi gereklidir [207].
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Sperm islevlerine katkida bulunan 6nemli faktorlerden biri de plazma membraninin lipid
organizasyon derecesidir. AMPK, yaban domuzu ve ke¢i gibi bazi tiirlerde sperm plazma
membraninin akigkanliginin ve lipid organizasyonunun korunmasinda rol oynar [205, 210].
Bu hayvanlarin spermlerinde AMPK inhibitorii bilesik C (CC) veya aktivatorii A769662'yi
kullanildiginda plazma membrani lipid diizensizligi énemli ol¢iide artar [207]. AMPK'nin
bu etkisi hiicre dis1 uyaricilara baglidir. Yaban domuzu spermleri kapasite edici uyaranlarla
(Ca*?, bikarbonat ve serum albiimin) inkiibe edildiginde plazma membrani organizasyon

bozuklugu artar [205].

Kapasitasyon sirasinda meydana gelen degisikliklerde spermin enerji diizeyi 6nemlidir
[211]. AMPK aktivitesinin inhibisyonu, yaban domuzlarinda kapasite edici kosullar altinda
akrozomal membran biitiinliiglinii 6énemli Sl¢lide azaltirken, uyarici icermeyen ortamda
etkisi gostermez. Bununla birlikte, kapasite olmug domuz spermlerinde AMPK inhibisyonu
kalsiyum iyonofor A23187 tarafindan indiiklenen akrozom reaksiyonunu etkilemez [205].
Benzer sekilde fare spermlerinde metformin ile aktive edilen AMPK, akrozom
reaksiyonuna etki etmez [212]. AMPK aktivatorii A769662, insanda akrozomal membran
biitiinliiglinde Olgiilebilir bir etkiye sahip degildir [213]. Ancak, A769662'nin domuz
spermlerinde, 24 saat boyunca devam eden bir AMPK aktivitesinden sonra dis akrozomal
membran biitiinliigii 6nemli dl¢iide azaldigr icin AMPK’nin etkisinin stimiilasyon siiresine
bagl oldugu diisiiniilebilir [214]. Memelilerin aksine, kus sperminde yapilan az sayida
calisma, AMPK aktivitesinin akrozom reaksiyonunda gorev aldigin1 gostermektedir [204,
215]. Memelilerle kus spermleri arasindaki bu farkliliklar, AMPK'nin akrozom
reaksiyonundaki fonksiyonel rolii hakkinda daha fazla arastirma yapilmasinin 6nemini
vurgulamaktadir. Erkek gonadlarda ve olgun sperm iiretiminde AMPK’nin islevleri Sekil

2.2°de dzetlenmistir.
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Fertilite

Spermatogenezis

Morfoloji
Sertoli Hiicreleri:
Sayi / Hayatta kalma /Cogalma
Fonksiyon
Metabolizma (laktat tiretimi, glukoz transportu...)
Morfoloji

Sekil 2.4. Erkek gonadlarda ve olgun sperm iiretiminde AMPK’nin islevleri (Kaynak
[209]’dan modifiye edilmistir)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deneyde Kullanilan Medyumlar

Medyum hazirlamada kullanilan kimyasallar sodyum kloriir (NaCl), potasyum kloriir
(KCI), kalsiyum Kkloriir (CaCly), magnezyum siilfat heptahidrat (MgS04.7H>0),
monopotasyum fosfat (KH2POs), D-Glukoz, 4-(2-hidroksietil)-1-piperazineetansiilfonik
asit (HEPES), sodyum laktat, sodyum piriivat, sodyum bikarbonat (NaHCO3) ve bovine
serum albumin (BSA) Merck Millipore’dan satin alindi.

Kapasitasyon kosullarinin kontrolii olarak, 10 mM HEPES ve 3 mg/ml BSA eklenmis
Biggers—Whitten Whittingham (BWW) medyum (95 mM NacCl, 4.8 mM KCI, 1.7 mM
CaClz, 1.2 mM MgSO4, 1.2 mM KH>PO4, 20 mM sodyum laktat, 5 mM glukoz, 0.25 mM
sodyum piruvat ve 25 mM NaHCOs, pH 7.4) kullanild1 [216]. Bu medyuma “kapasitatif
medyum” (CM) ad1 verildi. BSA ve NaHCOs igermeyen, daha diisiik CaCl, (0.2 mM) ve
daha yiiksek NaCl (120 mM) konsantrasyonuna sahip BWW medyum ise negatif kontrol
olarak kullanildi. Bu medyum “non-kapasitatif medyum” (NCM) olarak adlandirildi.
NCM ve CM medyumlara final konsantrasyonu 2 mM olan 5-aminoimidazole-4-
carboxamide-1-beta-D-ribofuranoside (AICAR) (sc-200659, Santa Cruz Biotechnology)
eklenmesiyle elde edilen medyumlara ise non-kapasitatif medyum-AICAR (NCM-A) ve
kapasitatif medyum-AICAR (CM-A) adi verildi.

3.2. Semen Orneklerinin Toplanmasi

Bu ¢alisma, Gazi Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 24.09.2018 tarihli 679
numarali karariyla yiiriitildi. Calismaya, Temmuz 2019-Agustos 2019 tarihleri arasinda
Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Infertilite ve Tiip Bebek Merkezi’ne basvuran, yaslar1 19
ile 38 arasinda degisen, fertilite bakimindan saglikli 30 erkek hasta dahil edildi. Semen
ornekleri, 3-5 giinliik cinsel perhizle klinige gelen hastalardan, hastanin adinin, soyadinin
yazili oldugu steril kaplara, mastiirbasyon yontemi ile alindi. Ornekler, oda sicakliginda 30
dakika inkiibe edilerek likefiye edildi. Spermiyogram ile sperm sayilari ve motiliteleri
analiz edildi. Diinya Saghk Orgiitii'niin (DSO) 2010 yilinda yaymmladigi semen

degerlendirme kriterlerine gore sperm konsantrasyonu 15x10%ml ve iizeri, toplam sperm
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motilitesi %40 ve {izeri olan 6rnekler normozoospermik kabul edildi. Kriterleri saglayan
hastalara ¢alisma hakkinda sozlii bilgi verildikten sonra, bilgilendirilmis goniilli olur

formu imzalatilarak sozlii ve yazili onamlar1 alindi.

3.3. Spermlerin Saflastirilmasi

Goniillillerden alinan semen ornekleri laboratuvara getirilerek deney tiiplerine aktarildi ve
iizerlerine 1:1 oraninda NCM medyum eklendi. Nazik¢e pipetlenerek homojen sekilde
karigmasi saglanan ornekler 1300 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek yikandi. Siipernatan
uzaklastirildiktan sonra pellet iizerine 1 ml NCM eklenerek 1300 rpm’de 5 dakika
santrifiijlenerek tekrar yikandi. Motil spermler, ylizdiirme teknigi kullanilarak saflastirildi.
Bunun i¢in ikinci yikama sonrasinda elde edilen pellet {izerine 2 ml NCM eklendi, tiip 45°
actyla spora yerlestirdi ve 37°C’de 30 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda tiipiin iist
kismindan motil spermleri iceren 1 ml medyum dikkatlice alinarak temiz bir eppendorf

tiipiine aktarildi.

3.4. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Yiizdiirme teknigiyle izole edilmis spermler 4 alikota ayrilarak etiketlendi. Alikotlar 1300
rpm’de 5 dk santrifiij edildikten sonra pelletler tizerine 1 ml NCM, NCM-A, CM ve CM-A
medyumlar1 eklendi. Pipetlenerek siispansiyon haline getirilen 6rnekler, 4 saat boyunca
37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda spermler 1300 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi ve pellet 600 pl fosfat buffer salin (PBS) (15-M107, Bio-optica) icinde

siispanse edildi.

3.5. Sperm Motilitesinin Degerlendirilmesi

Spermlerin motilitesini belirlemek icin DSO tarafindan belirlenmis standart manuel
teknikler kullanildi. Makler sayim kamarasina (Counting Chamber Makler) PBS i¢indeki
sperm 6rneginden 10 pl koyularak 151k mikroskobunda (Olympus Japan BH-2) x20 objektif
biliyiitmesinde sperm motilitesi degerlendirildi. Spermler motilite bakimindan, ileri
hareketli, yerinde hareketli ve hareketsiz olmak {izere ii¢ ayr1 motilite kategorisine gore
gruplandirildt ve toplam motilite % cinsinden hesaplandi. Medyumlarin ve AMPK

aktivatoriiniin motiliteye etkisinin degerlendirilmesinde % ileri hareketlilik dikkate alindi.
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3.6. ELISA Yontemi ile AMPK Aktivitesi ve ENaC-p Miktarinin Belirlenmesi

Makler sayim kamarasi ile yapilan hiicre sayiminin ardindan 100 pl sperm 6rnegi alinarak
konsantrasyon 10° sperm/ml olacak sekilde ayarlandi. Hiicreler 3 defa dondurma-¢6zme
islemi yapilarak pargalandi. 1500xg’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatan
alinarak ELISA analizlerinde kullanildi.

Orneklerdeki p-AMPK a-1/2 (201-12-6865, Shanghai Sunred Biological Technology) ve
ENaCB (201-12-6084, Shanghai Sunred Biological Technology) konsantrasyonlarin
belirlemek i¢in ticari ELISA kitleri kullanildi. 96 kuyucuklu plakanin ilk kuyucuguna
ornek eklenmeyerek kor olarak kullanildi. Sonraki 5 kuyucuga 50 ul kit i¢erisindeki hazir
olarak  verilmis standart soliisyonunun diliie edilmesiyle hazirlanmis artan
konsantrasyonlardaki standart soliisyonu, sonraki kuyucuklara ise 40 pl sperm ornegi
konuldu. Standart kuyucuklarina streptavidin-HRP, 6rnek kuyucuklarina ise streptavidin-
HRP ve pAMPKa1/2 veya ENaCp antikoru eklendi. Plaka 37°C’de 1 saat boyunca inkiibe
edildi. Yikama soliisyonu ile yikanan kuyucuklara kromojen A ve kromojen B soliisyonlar1
eklenerek oda sicakliginda 10 dk karanlikta inkiibe edildi. Durdurma soliisyonu eklenerek
reaksiyon durduruldu ve ELISA plaka okuyucuda (BioTek Snergy H1) 450 nm dalga
boyunda optik dansite (OD) degerleri olgiildii. iki kez yinelenen deneylerde, standart
konsantrasyonlar1 ve ilgili OD degerlerine gore standart egrisi ¢izilerek dogrusal regresyon
denklemi hesaplandi. Sperm 6rneklerinden alian OD degerlerine bu denklem uygulanarak

orneklerdeki pAMPKa1/2 ve ENaCP konsantrasyonlar1 ng/ml cinsinden hesaplandi.

3.7. Flow Sitometri Yontemi ile Sperm Analizi

Medyumlarda inkiibasyonun ardindan santrifiij edilerek PBS i¢inde yeniden siispanse
edilen taze sperm Orneklerinin canliligini, hiicre i¢i sodyum miktarini, plazma membran
potansiyelini, kapasitasyonu ve akrozom reaksiyonunu degerlendirmek {izere flow
sitometri yontemi kullanildi.

3.7.1. Sperm canhiliginin ve hiicre ici sodyum miktarinin 6l¢iilmesi

Hiicre i¢i sodyum miktarin1 belirlemek i¢in, CoroNa yesil boyas1 (C36676, ThemoFisher

Scientific) kullanildi. Boyanin, hiicre membranindan difiize olduktan sonra hiicre igi
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estarazlar yardimiyla sodyuma duyarli forma donlisme ve bu sayede hiicre i¢i sodyuma
baglanma o6zelliginden yararlanildi. PBS iginde siispanse edilmis 100 pl sperm ornegi
iizerine 10 uM final konsantrasyonda CoraNa yesil boyasi eklendi ve 37°C’de 30 dakika
inkiibe edildi. Ardindan 6lii hiicrelerin ayirt edilmesini saglayan propidyum iyodiir (PI)
(421301, Biolegend) boyasindan 5 ul eklenerek 3 dakika daha inkiibe edildi. Ornekler, BD
Accuri C6 Plus Flow Sitometre (Becton Dickinson, Piscataway, NJ) cihazinda analiz
edildi. Her bir 6rnekte 10.000 sperm degerlendirilerek floresan izotiyosiyanat (FITC)
(533/30 nm) filtresinde (FL1 kanali) ve PI (585/40 nm) filtresinde (FL2 kanali) toplanan
floresan analiz edildi. Canli spermlerin floresani, her bir histogramda Pl-pozitif 6lii
hiicrelerin arka plan floresaninin ¢ikarilmasiyla belirlendi ve CoroNa yesili-pozitif canli

hiicrelerin ortalama floresan yogunlugu 6l¢iildii.

3.7.2. Plazma membran potansiyelinin dl¢iilmesi

Spermlerin plazma membran potansiyelindeki degisiklikleri 6lgmek icin, hiperpolarize
membranlarda biriken katyonik bir boya olan 3,3'-Dipropiltiadikarbosiyanin iyodid
[DISC3(5)] boyast (D306, Molecular Probes) kullanildi. 100 pl sperm 6rnegi {izerine final
konsantrasyonu 50 nM olacak sekilde boya eklenerek 37°C’de 5 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda 6rneklere 5 pl PI eklendi ve 3 dakika daha inkiibe edildi. Boyanmis
ornekler, BD Accuri C6 Plus Flow Sitometre (Becton Dickinson, Piscataway, NIJ)
cihazinda analiz edildi. PI ile boyanmis 6lii hiicreler disland1 ve boylece DISC3(5) floresani
yalnizca canli hiicrelerde degerlendirildi. Her bir 6érnekte incelen 10,000 sperm arasindan
PI-negatif / DiSC3(5) pozitif hiicreler allofitosiyanin (APC) (675/25 nm) filtresi (FL4
kanali) ve PI (585/40 nm) filtresi (FL2 kanal1) kullanilarak belirlendi. Hiicrelerden yayilan
floresan analiz edilerek DISCs(5)-pozitif canli hiicrelerin ortalama floresan yogunlugu

slgiildi.

3.7.3. Kapasitasyonun olciilmesi

Kapasitasyon sirasinda meydana gelen en Onemli olaylardan biri sperm proteinlerinin
tirozin fosforilasyonundaki artigtir. Bu nedenle sperm tirozin fosforilasyonda meydana
gelen degisim, hiicrelerdeki fosforile olmus tirozin bolgelerini taniyan, fikoeritrin (PE) ile
konjuge edilmis anti-fosfotirozin monoklonal antikoru (klon PY-20) (309310, Biolegend)
kullanilarak degerlendirildi. Spermler PBS i¢inde hazirlanmis %2’lik paraformaldehit (sc-
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281692, Santa Cruz Biotechnology) ile 10 dk fikse edildi. Fiksasyonun ardindan santrifiijle
yikandi ve PBS i¢inde hazirlanmis % 0.5’lik Triton x100 (T8787, Sigma-Aldrich) ile 10 dk
boyunca permeabilizasyon igslemi gerceklesti. Hiicreler PBS ile 2 kez yikandiktan sonra 2
ug/ml final konsantrasyonda PY-20 antikoru eklenerek 37°C’de 1 saat inkiibe edildi.
Antikor ile isaretlenmis 6rnekler, BD Accuri C6 Plus Flow Sitometre (Becton Dickinson,
Piscataway, NJ) cihazinda analiz edildi. Her bir 6rnekte 10.000 spermden yayilan floresan
PE (585/40 nm) filtresi (FL2 kanal1) kullanilarak 6l¢iildii. Histogramlar analiz edilerek PY-

20-pozitif hiicrelerin ortalama floresan yogunlugu belirlendi.

3.7.4. Akrozom reaksiyonunun ol¢iilmesi

Akrozom reaksiyonunu degerlendirmek icin, spermin i¢ akrozomal membraninda bulunan
membran kofaktor proteininin (CD46) miktart 6lgiildii. Bunun i¢in PE ile konjuge edilmis
anti-CD46 monoklonal antikoru (352402, Biolegend) kullanildi. Spermler PBS ig¢inde
hazirlanmis %2°lik paraformaldehit ile 10 dk fikse edildi. PBS ile 2 kez yikandiktan sonra
5 ul anti-CD46 antikoru eklenerek 37°C’de 30 dk inkiibe edildi. Her bir 6rnekte 10.000
sperm sayilarak elde edilen veriler, BD Accuri C6 Plus Flow Sitometre (Becton Dickinson,
Piscataway, NJ) cihazinda analiz edildi. CD46-pozitif hiicrelerin floresan1 PE filtresinde
(585/40 nm) (FL2 kanali) 6l¢iildii ve histogramlarin analiziyle hiicrelerin ortalama floresan

yogunlugu belirlendi.

3.8. Immunofloresan Yontemi ile ENaC-§ ve CD46 Ekspresyonunun Belirlenmesi

Sperm 6rneklerindeki ENaC-8 ve Nedd4-2 ekspresyonu indirekt immunofluoresan yontemi
kullanilarak incelendi. PBS igindeki sperm siispansiyonlar1 lamlara siiriilerek yaymalar
hazirlandi. Havada kurutulan lamlar, %4’liik paraformaldehit icinde 10 dakika boyunca
fikse edildi. Fikse edilmis 6rnekler +4°C'de saklandi. Yaymalar, PBS ile ii¢ kez yikandi ve
oda sicakliginda 10 dakika boyunca %0,1’lik TritonX-100 i¢cinde permeabilize edildi. Oda
sicakliginda 30 dakika %10’luk normal kegi serumu (ab7481, Abcam) ile spesifik olmayan
antijenlerin bloklanmasinin ardindan hiicreler gece boyunca +4°C'de tavsan poliklonal
anti-ENaC-B (bs-4252R, Bioss Antibodies) (1:50) ve fare monoklonal anti-CD46 (sc-
166159, Santa Cruz Biotechnology) (1:50) primer antikorlar ile inkiibe edildi. U¢ kez PBS
ile yikamanin ardindan oda sicakliginda 1 saat siireyle Alexa Fluor 594 ile isaretlenmis

keci anti-tavsan-IgG sekonder antikoru (111-585-003, Jackson Immuno Research) ve
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Alexa Fluor 488 ile isaretlenmis kegi anti-fare-IgG sekonder antikoru (115-545-003,
Jackson immuno Research) ile inkiibe edildi. Lamlar, ¢ekirdek boyast olan DAPI’yi igeren
floresan kapatma medyumu (1214-20, BioVision) ile kapatildi ve goriintiilenmeden once
karanlik ortamda +4°C'de saklandi. Floresan mikroskop (DM 4000 Leica goriintiilii analiz
sistemleri, Germany) ile en az 200 sperm rastgele fotograflandi. Hiicrelerdeki CD46
lokalizasyonlar1 incelenerek akrozom reaksiyonunu tamamlamis hiicreler sayildi. ENaC-
B’ya ait floresan 1s1malar Imagel] programi (versiyon 1.52, National Institutes of Health)

degerlendirildi.

3.9. istatistiksel Analiz

Kontrol gruplarinin (NMC ve CM) birbirleri arasindaki ve kontrol gruplar1 ile AICAR
uygulanmis gruplar (NCM-A ve CM-A) arasindaki farkliliklar Sigma Stat 3.5 (Systat
Software Inc., London, UK) programi kullanilarak analiz edildi. Tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) ile verilerin dagilimi degerlendirildi. Normal dagilima sahip olan veriler t-testi
ile, normal dagilima sahip olmayan veriler ise Mann-Whitney U testi ile karsilastirildi.
Degiskenleri tanimlamak ic¢in ortalama + standart sapma (+ SS) degerleri kullanild:.
Istatistiksel kararlarda p < 0.05 ve p < 0.001 degerleri anlaml farkliligin gostergesi olarak
kabul edildi. Istatistiksel verilere iliskin grafikler GraphPad Prism 7 programi kullanilarak

olusturuldu.
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4. BULGULAR

4.1. ELISA Bulgulan

4.1.1. AMPK aktivitesi bulgular:

CM medyumda inkiibe edilen hiicrelerdeki aktif AMPK (p-AMPK «a-1/2)
konsantrasyonunun NCM medyumda inkiibe edilen hiicrelere gore daha yiiksek oldugu
bulundu (p < 0.05). NCM-A ve CM-A medyumlardaki AICAR’in, NCM ve CM
medyumlara kiyasla spermlerdeki aktif AMPK miktarinda anlamli bir artisa neden oldugu
saptand1 (p < 0.001). Spermlerdeki aktif AMPK vyiizdelerinde ait istatistiksel veriler

Cizelge 4.1°de ozetlendi ve gruplar arasi karsilastirmalar Sekil 4.1°de yapildu.

Cizelge 4.1. p-AMPK a-1/2 konsantrasyonlarina iliskin tanimlayici istatistiksel veriler (n =

30)

Gruplar | En diisiik | En yiiksek | Ortanca | Ortalama | Standart Standart
~ 2 deger deger deger deger Sapma hata
= § (8S) (SEM)
3 §€ NCM 3,373 5,688 4,267 4,350 0,514 0,094
M £ =
% g 2 | NCM-A 4,335 6,721 4,773 4,859 0,520 0,095
i E CM 3,514 5,127 4,572 4,517 0,377 0,069

CM-A 3,833 7,297 5,050 5,164 0,753 0,137
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Sekil 4.1. Deney gruplar1 arasinda AMPK aktivitesinin karsilagtirilmas: (*p < 0.001,

**p <0.05, n = 30)

4.1.2. ENaC-$ miktar1 bulgular

NCM medyumda inkiibe edilen spermlerin igerdigi ENaC-f miktarinin CM medyumda
inkiibe edilenlerden daha yiiksek oldugu bulundu (»p < 0.001). NCM-A medyumda

inkiibasyonun spermlerdeki ENaC-f3 konsantrasyonunda NCM medyuma gore anlamli bir

azalmaya neden oldugu saptandi (p < 0.001). Benzer sekilde CM-A medyumda inkiibe

edilen hiicrelerde CM medyumda inkiibe edilenlere kiyasla ENaC-f konsantrasyonunun

daha diisiik oldugu belirlendi (p < 0.05). ENaC- konsantrasyonlarina ait istatistiksel

veriler Cizelge 4.2°de 6zetlendi ve gruplar arasi karsilastirmalar Sekil 4.2°te yapildi.

Cizelge 4.2. ENaC-f konsantrasyonlarina iliskin tanimlayici istatistiksel veriler (n = 30)

ENaC-p konsantrasyonu

(ng/ml)

Gruplar | En diisiik | Enyiiksek | Ortanca | Ortalama | Standart Standart
deger deger deger deger Sapma hata
(SS) (SEM)
NCM 100,592 184,512 134,512 135,629 19,270 3,518
NCM-A 59,392 150,592 100,552 103,760 21,681 3,958
CM 86,672 152,832 119,512 117,583 16,781 3,064
CM-A 61,952 153,712 105,072 103,283 19,656 3,589
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Sekil 4.2. Deney gruplart arasinda ENaC-B konsantrasyonlarinin karsilastirilmasi
(*p <0.001, **p < 0.05, n = 30)

4.2. Motilite Bulgular

CM medyumda inkiibe edilen 6rneklerdeki ileri hareketli sperm yiizdesi NCM medyumda
inkiibe edilenlerden belirgin olarak yiiksekti (p < 0.001). AICAR eklenmis NCM-A ve
CM-A gruplarina ait 6rneklerdeki ileri hareketli sperm sayisinda NCM ve CM gruplarina
kiyasla anlamli bir artis gdzlendi (p < 0.001). ileri hareketli sperm yiizdelerinde ait
istatistiksel veriler Cizelge 4.3’te Ozetlendi ve gruplar arasi karsilagtirmalar Sekil 4.3’te

yapildi.

Cizelge 4.3. Ileri hareketli sperm yiizdelerine iliskin tanimlayici istatistiksel veriler

(n=30)
Gruplar | En diisiik En Ortanca Ortalama Standart Standart

g deger yiiksek deger deger Sapma hata

o deger (8S) (SEM)
='Z | NCM 10 60 35,5 34,639 14,002 2,556
0 -

'§ :§ NCM-A 20 84 55 54,650 16,918 3,089
<

f: CM 20 88 67 65,086 18,022 3,290
= CM-A 33 100 83,7 79,983 15,904 2,904
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Sekil 4.3. Deney gruplar1 arasinda ileri hareketli sperm yiizdelerinin karsilastirilmasi
(*p <0.001, n=30)

4.3. Flow Sitometri Bulgular

4.3.1. Sperm canhilig1 bulgular

AMPK aktivasyonun sperm canlilig1 iizerindeki etkisini degerlendirmek iizere hiicreler PI
ile boyanarak flow sitometri yontemiyle analiz edildi. NCM-A ve CM-A medyumlardaki
AICAR uygulamasinin 6rneklerdeki canli sperm yiizdesinde anlamli bir degisiklige neden
olmadigi bulundu (sirasiyla p = 0,469 ve p = 0,762). Sperm canliligina iliskin istatistiksel
veriler Cizelge 4.4’te 6zetlendi ve gruplar arasi karsilastirmalar Sekil 4.4’te yapildi.

Cizelge 4.4. Sperm canliligina iligkin tanimlayici istatistiksel veriler (n = 30)

Gruplar | Endiisiik | Enyiksek | Ortanca Ortalama Standart Standart

- deger deger deger deger Sapma hata
= (SS) (SEM)
'T% NCM 72,3 96,1 84,8 84,500 5,895 1,076
; NCM-A 72,3 93,1 85,8 85,470 5,072 0,926
Q
E CM 72,7 91,2 83,4 83,013 5,818 1,062

CM-A 70,9 90,7 83,95 83,587 5,525 1,009
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Sekil 4.4. Deney gruplar arasinda sperm canlilik oranlarinin karsilastiriimasi (n = 30)

4.3.2. Hiicre i¢i Na* konsantrasyonu bulgulari

Spermlerdeki hiicre i¢i Na® konsantrasyonlarini analiz etmek i¢in CoroNa yesil boyasi
kullanildi. Degerlendirmenin yalnizca canli hiicrelerde yapabilmesi amaciyla boyama Pl ile
birlikte yapilarak ortalama floresan yogunluklar1 6l¢iildii. CM medyumda inkiibe edilmis
canli spermlerde, NCM medyuma inkiibe edilenlere kiyasla hiicre i¢i Na" miktarinda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu belirlendi (p < 0.001). AICAR ile
inkiibasyonun ardindan ise hem NCM-A medyumda hem de CM-A medyumda inkiibe
edilen canli spermlerde hiicre i¢i Na“ konsantrasyonunun belirgin bir sekilde azaldigi
saptand1 (p < 0.05). CoroNa yesil / PI analizlerine iliskin flow sitometri grafikleri ve
histogramlar1 Sekil 4.5 ve Sekil 4.6°da verildi. Istatistiksel tanimlayic1 veriler Cizelge

4.5’te ozetlendi ve gruplar aras1 karsilagtirmalar Sekil 4.7 de yapildi.
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Sekil 4.5. CoroNa yesil boyamaya ait 6rnek flow sitometri analizleri (A) Spermlerin
bliytlikliik ve graniilaritesine gore dagilimlarini gosteren nokta alan grafikleri,
(B) Tek hiicrelerin secilerek analiz edildigini gésteren nokta alan grafikleri, (C)
CoroNa yesil / PI floresan yogunluklarini gosteren nokta alan grafikleri
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Sekil 4.6. CoroNa yesil floresan yogunluklarini gosteren birlestirilmis histogramlar

Cizelge 4.5. CoroNa yesil floresan yogunluklarina iligkin tanimlayici istatistiksel veriler

(n=130)
Gruplar | En disiik En Ortanca | Ortalama | Standart | Standart
g deger yiiksek deger deger Sapma hata
Z 6 deger (SS) (SEM)
SR
> 2 2 | NCM 15,036 75,480 38,886 39,791 15,830 3,046
S oS
% 530 NCM-A 10,768 64,147 31,196 31,284 13,924 2,680
— 'c_q )
8 g > | CM 6,923 41,588 19,547 22,810 10,781 2,201
S)
CM-A 2,849 35,827 13,205 16,573 11,708 2,390
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Sekil 4.7. Deney gruplar1 arasinda CoroNa yesil floresan yogunluklarinin karsilagtirilmasi
(*p <0.001, **p < 0.05, n =30)

4.3.3. Plazma membran potansiyeli bulgular:

Spermlerin plazma membran potansiyelindeki degisiklikleri 6lgmek i¢cin DISC3(5) boyast
kullanildi. Spermler ayn1 zamanda PI boyasi ile de isaretlenerek degerlendirmenin yalnizca
canli hiicrelerde yapilmasi saglandi. Hiicrelerin ortalama floresan yogunlugu o6l¢iildii.
Spermler CM  medyumda  inkiibe  edildiklerinde  plazma  membraninin
hiperpolarizasyonunun, NCM medyumda inkiibe edilmis spermlerinkine gore belirgin
olarak arttigi gozlendi (p < 0.05). AICAR eklenmis NCM-A ve CM-A medyumlarin,
spermlerin hiperpolarizasyonunda kontrollere gére anlamli bir artisa neden oldugu saptandi
(p < 0.05). DISC3(5) floresan analizlerine iliskin flow sitometri grafikleri Sekil 4.8 ve Sekil
4.9°da verildi. Istatistiksel tanimlayici veriler Cizelge 4.6’da 6zetlendi ve gruplar arasi

karsilagtirmalar Sekil 4.10’da yapildi.
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Sekil 4.8. DISC3(5) boyamaya ait 6rnek flow sitometri analizleri (A) Spermlerin biiytikliik
ve graniilaritesine gore dagilimlarini gosteren nokta alan grafikleri, (B) Tek
hiicrelerin segilerek analiz edildigini gosteren nokta alan grafikleri, (C)
DISC3(5) / PI floresan yogunluklarini gosteren nokta alan grafikleri
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Sekil 4.9. DISC3(5) floresan yogunluklarini gésteren birlestirilmis histogramlar

Cizelge 4.6. DISC3(5) floresan yogunluklarma iligkin tanimlayici istatistiksel veriler

(n=30)

DISCs(5)
ortalama floresan

gu

lu

yogun

Gruplar | En diisiik En Ortanca | Ortalama | Standart Standart
deger yiiksek deger deger Sapma hata
deger (SS) (SEM)
NCM 6,867 102,150 36,139 45,808 26,626 5,221
NCM-A 10,001 246,377 65,956 72,513 52,534 10,303
CM 5,526 170,929 49,646 58,848 36,266 6,853
CM-A 18,290 277,564 77,446 83,018 51,179 9,672
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Sekil 4.10. Deney gruplar1 arasinda DISC3(5) floresan yogunluklarinin karsilastirilmasi
(*p<0.001, **p<0.05, n=30)

4.3.4. Kapasitasyon bulgulari

Deney gruplarindaki kapasite olmus sperm miktarint degerlendirmek igin, hiicrelerdeki
tirozin fosforilasyon orani 6l¢iildii. Bunun i¢in spermler PY20 antikoru ile isaretlenerek
flow sitometrede analiz edildi. Spermler CM medyumda inkiibe edildiklerinde PY20
miktarinin NCM medyumda inkiibe edilenlere gére anlamli olarak arttig1 saptandi (p <
0.001). NCM-A hem de CM-A medyumlarin spermlerin PY20 konsantrasyonunda NCM
ve CM medyumlara kiyasla anlamli bir artisa neden oldugu belirlendi (p < 0.05). PY20
floresan analizlerine iliskin flow sitometri grafikleri Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de verildi.
Istatistiksel tamimlayic1 veriler Cizelge 4.7°de ozetlendi ve gruplar arasi karsilagtirmalar

Sekil 4.13’te yapildi.
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Sekil 4.11. PY20 ile isaretlemeye ait ornek flow sitometri analizleri (A) Spermlerin
biiyiikliik ve graniilaritesine gore dagilimlarini gdsteren nokta alan grafikleri,
(B) Tek hiicrelerin segilerek analiz edildigini gosteren nokta alan grafikleri,
(C) PY20 ortalama floresan yogunluklarini gosteren histogramlar
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Sekil 4.12. PY20 floresan yogunluklarini gosteren birlestirilmis histogramlar
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Cizelge 4.7. PY20 floresan yogunluklarina iligkin tanimlayici istatistiksel veriler (n = 30)

PY20
ortalama floresan

lugu

yogun

Gruplar | En disiik En Ortanca | Ortalama | Standart | Standart
deger yiiksek deger deger Sapma hata
deger (SS) (SEM)
NCM 42,591 8,230 15,346 17,534 9,441 1,724
NCM-A 57,591 9,178 19,915 23,625 13,126 2,396
CM 100,465 9,849 25,938 33,879 21,866 3,992
CM-A 46,180 19,096 35,877 43,803 26,971 4,924
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Sekil 4.13. Deney gruplari arasinda PY20 floresan yogunluklarinin karsilastiriimas: (*p <
0.001, **p<0.05,n=30)

4.3.5. Akrozom reaksiyonu bulgular

Spermlerin akrozom reaksiyonu durumlart CD46 antikoru kullanilarak flow sitometre ile
degerlendirildi. NCM ve CM medyumlari arasinda CD46 floresan yogunlugu bakimindan
anlamli bir fark bulunmadi (p = 0,920). Benzer sekilde, NCM-A ve CM-A medyumlarda
inkiibasyonun da spermlerdeki CD46 konsantrasyonunda anlamli bir degisiklige neden
olmadig1 belirlendi (sirasiyla p = 0,964 ve p = 0,978). CD46 floresan analizlerine iliskin
flow sitometri grafikleri Sekil 4.14 ve Sekil 4.15°te verildi. Istatistiksel tanimlayici veriler

Cizelge 4.8’de 0zetlendi ve gruplar arasi karsilagtirmalar Sekil 4.16’da yapildi.
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Sekil 4.14. CD46 ile

FSC-H

FSC-H

FSC-H

1,000,000 2,000,000

FSC-H

3,794,847

1,000,000 2,000,000

0

3,794,847

1,000,000 2,000,000

]

0

1]

T
2,000,000

FSC-A

4,693,626

T
2,000,000

FSC-A

4,693,626

3,794,847

T
2,000,000

FSC-A

4,693,626

3,794,847

2,000,000

1, 000,000

T
2,000,000

FSC-A

4,693,626

Ortalama floresan yogunlugu Ortalama floresan yogunlugu Ortalama floresan yogunlugu

Ortalama floresan yogunlugu

65

400

300

200

100

PE-A
(=]
8
o _|
8
o
L
| |
8 4 | 1
]
©
Wl W W3 ot WS B W72
PE-A
(=3
&
=3
g+
=]
8 |
| |
= | |
]
==
PP L R O T e
PE-A
(=3
5
(=3
g
Q
8
| |
s | | 1
5
sl
PP LT R e B
PE-A

isaretlemeye ait 0rnek flow sitometri analizleri (A) Spermlerin

biiylikliik ve graniilaritesine gére dagilimlarin1 gésteren nokta alan grafikleri,
(B) Tek hiicrelerin segilerek analiz edildigini gosteren nokta alan grafikleri,
(C) CDA46 ortalama floresan yogunluklarini gésteren histogramlar
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Sekil 4.15. CD46 floresan yogunluklarini gosteren birlestirilmis histogramlar

Cizelge 4.8. CDA46 floresan yogunluklarina iliskin tanimlayici istatistiksel veriler (n = 30)

lugu

CD46
ortalama floresan
yogun

Gruplar | En disiik En Ortanca | Ortalama | Standart Standart
deger yiiksek deger deger Sapma hata
deger (SS) (SEM)
NCM 3,222 21,989 8,956 10,429 4,997 0,912
NCM-A 3,706 23,514 8,972 10,583 5,559 1,015
CM 2,624 26,210 9,122 10,708 5,898 1,077
CM-A 3,052 23,911 9,287 10,575 5,402 0,986
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Sekil 4.16. Deney gruplar1 arasinda CD46 floresan yogunluklarinin karsilastirilmasi
(n=30)

4.4. immunofloresan bulgular

4.4.1. Normal morfoloji gosteren spermler

Normal morfolojiye sahip spermlerde ENaC-f’nin 6zellikle kuyrugun esas parcasinda
lokalize oldugu belirlendi. Son parcada ise zayif immunoreaktivite gézlendi. Az sayida
pozitif reaksiyon gdsteren hiicre disinda orta parca genellikle ENaC-B-negatif olarak
izlendi. Spermlerdeki akrozom reaksiyonunu gostermek amaciyla kullanilan CD46
immonoreaksiyonu ise; akrozomal kep, ekvatoryal segment ve bagin tamami olmak {izere
farkli lokalizasyonda izlendi. CD46-negatif spermler ve akrozomal kep boyunca CD46
immunopozitifligi gosteren spermler akrozom intakt olarak nitelendirildi. Ekvatoryal
segmentte CD46 reaktivitesinin  gozlenmesi, spermlerin akrozom reaksiyonunu

tamamladiklarinin gostergesi olarak kabul edildi.

Deney gruplari, esas pargadaki ENaC-f immunoreaksiyonu ve bas bolgesindeki CD46
lokalizasyonu agisindan incelenerek AMPK aktivasyonunun ENaC-f protein miktar1 ve
akrozom reaksiyonu ile iligkisi degerlendirildi. NCM medyumda inkiibe edilmis
spermlerde kuyrugun esas pargasinda ¢ok kuvvetli ENaC- immunoreaksiyonu izlendi. Bu

grupta az sayida hiicrenin akrozom reaksiyonu gecirmis oldugu, digerlerinin intakt
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akrozoma sahip olduklar1 goriildii (Resim 4.1 ve 4.2). NCM-A medyumda inkiibasyonun
ardindan esas parcadaki ENaC-B immunopozitifliginin yogun floresan goriintiisiinden
izlendi. Az sayida ekvatoryal segmentte pozitif CD46 reaksiyonu gosteren sperm disinda
bu gruptaki spermlerin de NCM medyumdaki spermlere benzer sekilde akrozomlarinin
intakt oldugu gozlendi (Resim 4.3 ve 4.4). CM medyumda inkiibe edilen spermlerin esas
parcalarinda NCM medyuma kiyasla azalmig immunopozitiflik izlendi. Ancak reaksiyon
hala kuvvetli diizeydeydi. Bu hiicrelerin ¢ogunun akrozom reaksiyonu geg¢irmedikleri
gozlenirken ¢ok az sayida hiicrenin reaksiyonu tamamladiklar1 belirlendi (Resim 4.5 ve
4.6). CM-A medyumda inkiibasyonun, NCM-A medyuma benzer sekilde kuyrugun esas
parcasindaki ENaC-f immunopozitifliginin noktali floresan goriintiisiine degismesine
neden oldugu ve immunoreaktivitenin zayif oldugu gézlendi. Bu grupta da CM medyuma
benzer sekilde sadece az sayida hiicrenin akrozom reaksiyonu gecirmis oldugu,
digerlerinin intakt akrozoma sahip olduklar1 goriildii (Resim 4.7 ve 4.8). Imagel
programiyla yapilan Ol¢imler sonucu elde edilen ENaC-f floresan yogunluklarina ve
akrozom reaksiyonunu tamamlamis hiicre sayilarina ait istatistiksel tanimlayic1 veriler
Cizelge 4.9 ve Cizelge 4.10°da ozetlendi ve gruplar arasi karsilagtirmalar Sekil 4.17 ve
Sekil 4.18°de yapildi.
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(A) (B)

ENaC- CD46 DAPI

DAPI/CD46/ENaC-$

Resim 4.1. NCM grubuna ait immiinofloresan incelemeler (A) akrozom boyunca CD46
immunoreaksiyonu ve kuyrugun esas parcasinda ¢ok kuvvetli, orta parga ve
son pargasinda zayif ENaC-f immunoreaksiyonu izleniyor (B) akrozom
boyunca CD46 immunoreaksiyonu ve kuyrugun esas parcasinda kuvvetli, son
parcasinda zayif ENaC-f immunoreaksiyonu izleniyor
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(A)

ENaC-g CD46 DAPI

DAPI/CD46/ENaC-$3

Resim 4.2. NCM grubuna ait immiinofloresan incelemeler (A) akrozomda CD46
immunoreaksiyonu ve kuyrugun esas pargasinda ¢ok kuvvetli, son pargasinda
zaylf ENaC-f3 immunoreaksiyonu izleniyor (B) ekvatoryal segmentte CD46
immunoreaksiyonu ve kuyrugun esas pargasinda kuvvetli, son parcasinda ise
zay1f ENaC- immunoreaksiyonu izleniyor
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Resim 4.3. NCM-A grubuna ait immiinofloresan incelemeler (A) akrozom boyunca zayif
CD46 immunoreaksiyonu ve kuyrugun esas pargasinda orta yogunlukta, orta
parca ve son parcasinda zayif ENaC-B immunoreaksiyonu izleniyor (B)
ekvatoryal segmentte kuvvetli CD46 immunoreaksiyonu ve baglanti parcasinda
kuvvetli, kuyrugun orta parcasinda ve esas parcasinda zayif ENaC-B
immunoreaksiyonu izleniyor



72

(B)

ENaC- CD46 DAPI

DAPI/CD46/ENaC-f3

Resim 4.4. NCM-A grubuna ait immiinofloresan incelemeler (A) akrozomda zayif CD46
immunoreaksiyonu ve esas parcada siddette, orta parcada zayif ENaC-f
immunoreaksiyonu izleniyor (B) CD46-negatif sperm basi ve esas parcasinda
zay1f ENaC- immunoreaksiyonu gdsteren sperm kuyrugu izleniyor
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(A) (B)

CD46 DAPI

ENaC-B

DAPI/CD46/ENaC-f

Resim 4.5. CM grubuna ait immiinofloresan incelemeler (A) akrozom boyunca CD46
immunoreaksiyonu ve kuyrugun esas parg¢asinda kuvvetli, orta par¢asinda zayif
ENaC-f immunoreaksiyonu izleniyor (B) akrozomda zayif CD46
immunoreaksiyonu ve kuyrugun esas pargasinda orta yogunlukta ENaC-
immunoreaksiyonu izleniyor
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(A)

ENaC-p CD46 DAPI

DAPI/CD46/ENaC-f

Resim 4.6. CM grubuna ait immiinofloresan incelemeler (A) akrozomal bdlgede kuvvetli
CD46 immunoreaksiyonu ve kuyrugun esas par¢asinda orta yogunlukta ENaC-
B immunoreaksiyonu izleniyor (B) ekvatoryal segmentte CD46
immunoreaksiyonu ve kuyrugun esas pargasinda kuvvetli, son parcasinda zayif
ENaC-f immunoreaksiyonu izleniyor
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(A) (B)

ENaC- CD46 DAPI

DAPI/CD46/ENaC-

Resim 4.7. CM-A grubuna ait immiinofloresan incelemeler (A) akrozom boyunca CD46
immunoreaksiyonu ve kuyrugun esas parcasinda orta yogunlukta ENaC-f
immunoreaksiyonu izleniyor (B) akrozomal bolgede CD46 immunoreaksiyonu
ve kuyrugun esas pargasinda orta yogunlukta ENaC- immunoreaksiyonu
izleniyor
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(A) (B)

ENaC-g CD46 DAPI

DAPI/CD46/ENaC-$

Resim 4.8. CM-A grubuna ait immiinofloresan incelemeler (A-B) akrozom boyunca CD46
immunoreaksiyonu ve kuyrugun esas pargasinda zayif ENaC-
immunoreaksiyonu izleniyor



77

Cizelge 4.9. ENaC-f immunofloresan yogunluklarina iliskin tanimlayic istatistiksel veriler

(n=130)
Gruplar | En distik En Ortanca | Ortalama | Standart | Standart
- deger yiiksek deger deger Sapma hata
2 5 deger (SS) (SEM)
83%‘) NCM 13,810 20,468 16,485 16,816 1,838 0,411
=
%%,ED NCM-A 4,053 9,943 6,580 6,779 1,621 0,362
o
§>’ CM 8,124 11,486 9,862 9,823 0,947 0,211
CM-A 5,545 8,272 7,171 6,986 0,847 0,189
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Sekil 4.17. Deney gruplar1 arasinda ENaC-Bf immunofloresan yogunluklarinin

karsilastirilmast (*p < 0.001, »n=30)

Cizelge 4.10. Akrozom reaksiyonu ge¢irmis sperm yiizdelerine iligkin tanimlayici
istatistiksel veriler (n = 30)

Akrozom reaksiyonu

gecirmis sperm

yiizdesi

Gruplar | En diisiik En Ortanca | Ortalama | Standart Standart
deger yiiksek deger deger Sapma hata
deger (SS) (SEM)
NCM 7 16 11,5 11,95 2,56 0,47
NCM-A 9 16 12 12,60 2,06 0,38
CM 7 19 13 13,25 2,36 0,43
CM-A 8 18 12,5 12,70 2,83 0,52
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Sekil 4.18. Deney gruplar1 arasinda akrozom reaksiyonu gecirmis sperm yiizdelerinin
karsilastirilmasi (n = 30)

4.4.2. Anomali gosteren spermler

Orneklerdeki konik bas, uzun bas (Resim 4.9) piriform bas ve biiyiik bas (Resim 4.10) gibi
bas anomalilerine; asimetrik boyun ve sitoplazmik droplet (Resim 4.11) gibi boyun
anomalilerine; kalin orta parca (Resim 4.12), kisa kuyruk (Resim 4.13), ¢ift kuyruk (Resim
4.14) ve kivrik kuyruk (Resim 4.15 ve 4.16) gibi kuyruk anomalilerine sahip spermler ve
kuyruksuz spermler (Resim 13) de ENaC-f ve CD46 reaktivitesi bakimindan
degerlendirildi. Anormal morfolojili baz1 spermlerin kuyruklarinda inkiibasyon
medyumundan bagimsiz olarak ENaC-f floresan yogunlugunun cok yiiksek oldugu,
bazilarinda ise immunreaktivitenin olduk¢a zayif oldugu izlendi. Goriilen
immunoreaktivitenin 6zellikle sitoplazmik droplet ve orta parga anomalilerinde spermin
anomali gosteren ilgili bolgelerinde ¢cok daha kuvvetli oldugu tespit edildi. Bas ve kuyruk
anomalilerine sahip spermler genellikle CD46-negatif ve akrozomal kep boyunca CD46-
pozitif reaksiyon gosterirken, az sayida hiicrede CD46 proteininin ekvatoryal segmentte

lokalize oldugu izlendi (Resim 4.9- 4.16).



ENaC-g CD46 DAPI

DAPI/CD46/ENaC-$3

(A) (B)

Resim 4.9. Bas anomalisine sahip spermlere ait immunofloresan incelemeler

(A) Konik basli spermde basin tamaminda kuvvetli CD46
immunoreaksiyonu, bas ve kuyrugun esas parcasinda ¢ok kuvvetli ENaC-f3
immunoreaksiyonu izleniyor (B) ince uzun basl spermde akrozom boyunca
kuvvetli CD46 immunoreaksiyonu, kuyruk boyunca zayif ENaC-B
immunoreaksiyonu izleniyor
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ENaC-g CD46 DAPI

DAPI/CD46/ENaC-f

Resim 4.10.

(A)

Bas anomalisine sahip spermlere ait immunofloresan incelemeler
(A) piriform bashi spermde akrozom boyunca kuvvetli CD46
immunoreaksiyonu ve  kuyruk boyunca ¢ok zayif ENaC-
immunoreaksiyonu izleniyor (B) biiyiik basl spermde CD46-negatif sperm
bas1 ve post-akrozomal bolgede ve kuyruk boyunca orta siddette ENaC-f3
immunoreaksiyonu izleniyor
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(A) (B)

DAPI

20 pm

CD46

20 pm

20 pm

20 pm

DAPI/CD46/ENaC-f

ENaC-p

Resim 4.11. Boyun anomalisine sahip spermlere ait immunofloresan incelemeler
(A) sitoplazmik droplet igeren spermde akrozom boyunca zayif CD46
immunoreaksiyonu, sitoplazmik droplette ¢ok kuvvetli ve kuyruk boyunca
orta yogunlukta ENaC-B immunoreaksiyonu izleniyor (B) proksimal
sitoplazmik droplet iceren spermde ekvatoryal bolgede kuvvetli CD46
immunoreaksiyonu, sitoplazmik droplette ve kuyruk boyunca ¢ok kuvvetli
ENaC- immunoreaksiyonu izleniyor
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ENaC-g CD46 DAPI

DAPI/CD46/ENaC-

Resim 4.12.

(A) (B)

Orta parga anomalisine sahip spermlere ait immunofloresan incelemeler
(A) kalin orta parcaya sahip spermde ekvatoryal segmentte CD46
immunoreaksiyonu, kuyruk boyunca kuvvetli ENaC- immunoreaksiyonu
izleniyor (B) kalin orta parcaya sahip spermde akrozom boyunca kuvvetli
CD46 immunoreaksiyonu ve orta parcada orta siddette, esas parcada zayif
ENaC-f immunoreaksiyonu izleniyor
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(A) (B)

CD46 DAPI

ENaC-p

DAPI/CD46/ENaC-f

Resim 4.13. Kuyruk anomalisine sahip spermlere ait immunofloresan incelemeler
(A) kisa kuyruklu spermde CD46-negatif sperm basi ve kuyrugun esas
parcasinda ¢ok kuvvetli, son pargasinda zayif ENaC-f§ immunoreaksiyonu
izleniyor (B) kuyruksuz spermde CD46-negatif sperm basi ve post-
akrozomal bolgede kuvvetli ENaC-3 immunoreaksiyonu izleniyor
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(A)

ENaC- CD46 DAPI

DAPI/CD46/ENaC-f

Resim 4.14. Kuyruk anomalisine sahip spermlere ait immunofloresan incelemeler
(A) cift kuyruklu spermde akrozomda zayif CD46 immunoreaksiyonu ve
kuyruklarin esas pargalarinda ¢ok kuvvetli, son pargalarinda zayif ENaC-f3
immunoreaksiyonu izleniyor (B) kivrik kuyruklu spermde akrozom boyunca
CD46 immunoreaksiyonu, kuyruk  boyunca  zayif = ENaC-B
immunoreaksiyonu izleniyor
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(A)

ENaC-g CD46 DAPI

DAPI/CD46/ENaC-f

Resim 4.15. Kuyruk anomalisine sahip spermlere ait immunofloresan incelemeler
(A) asimetrik boyunlu, kivrik kuyruklu spermde CD46-negatif sperm basi
ve  post-akrozomal bodlgede kuyruk  boyunca zayif ENaC-f
immunoreaksiyonu izleniyor (B) kivrik kuyruklu spermde apikal bolgeden
ekvatoryal bolgeye dogru hiicre siirlarinda CD46 immunoreaksiyonu ve
kuyruk boyunca zayif ENaC-f immunoreaksiyonu izleniyor
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(A) (B)

ENaC-$ CD46 DAPI

DAPI/CD46/ENaC-f3

Resim 4.16. Kuyruk anomalisine sahip spermlere ait immunofloresan incelemeler
(A) krvrik kuyruklu spermde akrozomda kuvvetli CD46 immunoreaksiyonu,
bas c¢evresinde orta, kuyruk boyunca ¢ok kuvvetli ENaC-B
immunoreaksiyonu izleniyor (B) kivrik kuyruklu spermde CD46-negatif
sperm bast ve kuyruk boyunca orta siddette ENaC-f immunoreaksiyonu
izleniyor
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Calismada yapilan tim deneyler birlikte degerlendirildiginde; AICAR uygulamasinin
spermlerdeki aktif AMPK miktarimni arttirdigi, ENaC-8 konsantrasyonunu azalttig1, sperm
ileri hareketliligini arttirdigi, PI floresan yogunlugunu degistirmedigi, CoroNa yesil
floresan yogunlugunu azalttigi, DISC3(5) floresan yogunlugunu ve PY20 floresan
yogunlugunu arttirdigi ve CD46 floresan yogunlugunu degistirmedigi gozlendi (Cizelge
4.9). Ayrica spermlerde ENaC-f proteinin agirlikli olarak kuyrugun esas pargasinda
lokalize oldugu gozlendi. ENaC-f immunoreaktivitesi ile CD46 lokalizasyon degisikligi

arasinda bir korelasyon saptanmadi.

Cizelge 4.11. Tiim deneylere iliskin ortalama degerler

Fosfo-AMPK | . o fleri PI C“Z"g 2 | DISC:5) | PY20 CD46

Gruplar 0-1/2 hareket (ort. flor. yes (ort. flor. (ort. flor. | (ort. flor.
(ng/ml) A - (ort. flor. o < <

(ng/ml) (%) yog.) F ol Yog.) yog) Yog.)
NCM 4350 | 135,629 34,639 84,500 39,791 45,808 17,534 | 10,429
NCM-A 4,859 | 103,760 54,650 85,470 31,284 72,513 23,625 10,583
CM 4,517 | 117,583 65,086 83,013 22,810 58,348 33,879 10,708
CM-A 5,164 | 103,283 79,983 83,587 16,573 83,018 43,803 10,575
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5. TARTISMA

Memeli spermleri ejakiile olduklarinda heniliz oositi fertilize edebilme yeteneginde
degildirler. Disi iireme kanallarindaki gdcleri sirasinda fertilizasyon yetenegi kazanirlar.
Spermlerin bu fonksiyonel olgunlasma siireci kapasitasyon olarak adlandirilir [29]. In vivo
kapasitasyon ¢aligmalar1 etik nedenlerle insanlarda yiiriitiilememektedir. Bunun yerine, disi
iireme kanallarindaki sivinin igerigine uygun olarak hazirlanmig kiiltiir medyumlari
kullanilarak kapasitasyon in vitro olarak taklit edilebilir. Bu medyumlar genellikle
elektrolitler (Na*, K*, CI", HCO;~, Mg, Ca™, ve PO4 ), enerji substratlar1 (glukoz,
piriivat ve laktat) ve bir kolesterol alicisi (genellikle serum albumin) igerir [1]. Bu
caligmada, sperm fizyolojisini inceleyebilmek icin daha 6nce tanimlanmis kimyasal icerige
uygun sekilde hazirlanan bir kapasitatif medyum (CM) kullanilarak kapasitasyonu
destekleyen kosullar olusturulmustur. Kapasitasyonu desteklemeyen kosullar icin ise
HCO;™ ve serum albumin icermeyen, aym zamanda daha diisiik Ca*? konsantrasyonuna
sahip non-kapasitatif medyum (NCM) kullanilmistir. Yapilan analizler, kullanilan CM

medyumun spermlerin kapasitasyonunu arttirdigini dogrulamistir.

Kapasitasyonun molekiiler temelleri, plazma membranindaki kolesteroliin uzaklastirilmasi,
fosfolipid bozulmasina bagli olarak plazma membrani akiskanliginin artmasi, hiicre igi
iyon konsantrasyonunun degismesi, plazma membraninin hiperpolarizasyonu ve tirozin
fosforilasyonunun artmasi gibi ¢esitli fizyolojik ve biyokimyasal degisikliklere dayanir. Bu
olaylar, spermin hiperaktive motilite kazanmasinda ve akrozom reaksiyonu gecirmesinde

onemli rol oynar [2].

Kapasitasyon siirecinde hiicre igine HCO3™ alinmasi1 énemli bir adimdir [35]. HCO3™ sperm
plazma membranindaki NBC’ler araciligi ile hiicre i¢ine taginir ve burada atipik adenilil
siklaz1 aktive ederek cAMP iiretimine yol acar [86]. Ayrica sitoplazmanin alkalizasyonuna
ve plazma membraninin hiperpolarizasyonuna neden olur [1]. Spermde bulunan CFTR de
hiicre icine HCO;™'ii ileten bir kanal proteinidir. CFTR gen mutasyonlarinin erkeklerde
infertiliteye neden oldugu bilinmektedir. Bu kanal inhibe edildiginde, hiicre i¢i pH, cAMP
iiretimi ve membran hiperpolarizasyonu gibi HCO;3™ ile iliskili olaylarin azaldig

bildirilmistir [128].
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cAMP’nin hiicre i¢indeki en iyi tanimlanmis hedefi PKA’dir. PKA, spermlerde motiliteyi,
kapasitasyonu, akrozomal membrandaki ve plazma membranindaki biyokimyasal
degisiklikleri ve fertilizasyonu diizenleyerek sperm fizyolojisinde merkezi bir rol oynar
[41]. PKA hiicre igindeki diger kinazlarla is birligi igerisinde fonksiyon gosterir. Bu
kinazlardan biri de AMPK’dir [214].

AMPK, farkli uyaranlarla aktive edildiginde hem hiicresel diizeyde hem de tiim viicut
diizeyinde enerji homeostazisini diizenleyen ve hiicresel enerji durumunun sensorii olarak
islev goren bir kinazdir [191]. Testiste sperm iiretimi ile ejakiilasyondan sonra sperm
fonksiyonu ve kalitesi i¢in enerji dengesinin dogru bir sekilde diizenlenmesi gereklidir. Bu
anlamda AMPK hipotalamus-hipofiz-gonadal ekseni enerji dengesi ile baglayarak lireme
fonksiyonunu fizyolojik olarak diizenler [12]. Ayrica, spermin diisiik enerji ve diisiik
oksijen miktar1 iceren ekstraseliiler ortam dalgalanmalarina adaptasyon saglamasina
yardimeci olur [217]. Bu nedenle AMPK sperm fonksiyonlarinin gerekli kontroliinii yapan

yeni bir sinyal yolagi olarak ortaya ¢ikmaistir.

Calismamizda, AMPK aktivasyonunun insan sperm fizyolojisi ile iliskisi incelenmistir.
AMPK’nin aktivasyonu o-alt iinitesinin treonin 172 bdlgesinden fosforilasyonu ile
gerceklestigi icin [191] hiicrelerdeki p-Thr172 AMPK konsantrasyonu Olciilmiis ve
kapasite olmus spermlerde AMPK aktivitesinde anlamli bir artis oldugu bulunmustur.
Calismada elde edilen bulgular, domuz sperminde kapasitasyon sirasindaki hiicre igi
cAMP artisinin, PKA aktivasyonu araciligiyla AMPK aktivitesinin hizla artmasina neden
oldugunun bildirildigi Hurtado de Llera ve digerlerinin (2014) calismast ile uyumlu
bulunmustur [214]. Kapasitasyon sirasinda gézlemlenen AMPK aktivitesi artisina iligkin
PKA tarafindan direkt aktivasyon disindaki olast bir mekanizmanin cAMP
degradasyonunun diizenlenmesi olabilecegi diisiiniilmiistiir. Clinkii hiicre i¢i cAMP miktar1
arttiktan sonra, fosfodiesterazlar cAMP’yi 5'’AMP’ye degrade ederek bu habercinin
diizeyini hizla bazal seviyeye dondiiriirken, ortaya ¢cikan S’AMP da AMPK’y1 aktive eder.
Bu nedenle, kapasitatif medyumdaki hiicre i¢ci cAMP miktarinin artmasina neden olan
HCO;™ gibi bir uyaran, PKA’nin direkt aktivasyonu yoluyla veya fosfodiesterazlarin
indiikleyici etkisiyle allosterik olarak ya da her iki mekanizmanin da katilimiyla birden
AMPK’y1 aktive etmis olabilir [214]. AMPK aktivasyonunun ayrica Ca'
konsantrasyonundaki artig ile de uyarildigr bilinmektedir [205]. Dolayisiyla ¢alismada
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kapasitatif medyuma eklenen yiiksek konsantrasyondaki Ca™’nin spermlerde gdzlenen

AMPK aktivitesindeki artigin bir diger nedeni olabilecegi diisliniilmiistiir.

Olgun memeli sperminde AMPK’nin varlig1 ilk defa 2012 yilinda domuzda ve farede
bildirilmistir [194, 201]. Daha sonra, aygir [203], rat [218], ke¢i [210] ve insan [209, 213]
spermlerinde  AMPK ekspresyonu gosterilmistir. AMPK’nin domuz sperminde tiim
akrozomda ve kuyrugun esas pargasinda lokalize oldugu gozlenmistir. Bu tiirlerde, AMPK
aktif forma doniistiigiinde orta pargcadaki varligin1 devam ettirirken akrozom bolgesinde en
apikal kisim ve subekvatoryal segment ile sinirlandirilmigtir [205]. Aygir sperminde, aktif
AMPK esas olarak bagtaki subekvatoryal bodlgede ve kuyrugun orta parcasinda
gozlenmistir [203]. Insan sperminde inaktif AMPK akrozomun tamami ve kuyrugun
tamaminda bulunurken, aktif formunun ise akrozomun yalnizca en apikal kisminda ve
kuyruk boyunca bulundugu bildirilmistir [209, 213]. Bu lokalizasyonlar AMPK’nin sperm

motilitesinde ve akrozom reaksiyonunda olas1 bir role sahip olabilecegini gostermistir.

Bir enerji diizenleyici protein olarak AMPK spermde mitokondriyal membran potansiyelin
(DYm) korunmasina katkida bulunan oOnemli bir yolak olarak belirtilmistir [205].
al AMPK nakavt farelerin spermlerinde DYm ve mitokondri sayisi azalmistir [14].
Domuzlarda A769662 kullanilarak AMPK kisa siireli aktive edildiginde, Ca™ ve HCOs~
ile uyarilmis, yilksek DYm’ye sahip sperm sayisindaki azalma engellenmistir [207].
AMPK’nin indirekt aktivatérii olan resveratrol, donmus ¢oOziilmiis insan spermlerinde
DYm'yi 6nemli 6lgiide arttirmistir [209]. AMPK'nin spermde DYm'nin diizenlenmesi ile
iliskisi, memeli spermlerinde mitokondrilerin bulundugu orta par¢ada onemli miktarda

aktif AMPK'nin lokalizasyonunun gosterilmesi ile de desteklenmistir [205, 210, 213].

AMPK'nin sperm motilitesine katilimi, farelerde [14, 208] ve domuzlarda [201] bagimsiz
olarak yiiriitilen farkli deneysel yaklasimlarla gosterilmistir. Farelere ait haploid
spermatidlerde AMPK ile iligkili kinaz LKB1 izoformunun ekprese edildigi gosterilmis,
LKB1 nakavt farelerin epididimislerinde olgun sperm sayisinin anlamli sekilde azaldig
belirlenmistir. Uretilen spermlerin ise hareketli olmadigi, bu nedenle bu farelerin infertil
olduklart bulunmustur [208]. Katalitik alt iinite ol geninden yoksun transgenik farelerde
(a1 AMPK nakavt) sperm hareketliliginde belirgin bir azalma goézlenmistir [14]. Domuz
sperminde CC ile AMPK inhibisyonunun, hareketli sperm yiizdesini ve sperm hizini

onemli Olciide azalttigi bildirilmistir [201]. Benzer sekilde insan sperminde hareketli
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spermlerde  AMPK aktivitesinin daha yiiksek oldugu gosterilmistir [200]. AMPK
aktivatoriic A769662 kullanilarak, AMPK aktivitesinin fizyolojik seviyelerin {istiine
arttirilmasinin ise domuz [207] ve insanda [213] sperm motilitesini olumsuz yonde
etkiledigi gosterilmistir. Bu nedenle, sperm AMPK aktivitesinin yukari veya asagi

dalgalanmalarinin memeli sperm motilitesinde negatif bir rol oynadig1 6ne siiriilmiistiir.

Bu c¢alismada AMPK aktivatorii olarak, etkisi in vivo ve in vitro olarak c¢esitli insan
somatik hiicreleri ile keci ve tavuk spermlerinde gosterilmis olan farmakolojik ajan
AICAR kullanilmistir [204, 210, 219, 220]. Literatiirde 2 mM AICAR’in hiicrelerdeki
AMPK aktivitesini etkili bir sekilde arttirdig: bildirildiginden [204, 210, 219, 220], deney
medyumlarina 2 mM final konsantrasyonda AICAR eklenmistir. Kullanilan AICAR
dozunun sperm canliligi lizerinde pozitif veya negatif bir etkiye sahip olmadigi
gozlenmistir. AICAR 1 hem kapasite olmamis hem de kapasite olmus spermlerin AMPK

aktivitesinde anlamli bir artisa neden oldugu saptanmastir.

ENaC'lar, esas olarak transepitelyal Na" transportunun gerceklestigi ¢esitli epitel
hiicrelerinin luminal membranlarinda eksprese edilerek viicudun tuz dengesinin ve normal
kan basmcinin korunmasini saglayan Na' kanallaridir. Fonksiyonel kanallar, trimerik
homo ya da heterooligomerler seklinde bir araya gelmis o (veya 06), B, ve y alt
birimlerinden olusurlar [221]. Son yillarda yapilan ¢alismalarda ENaC’larin spermlerde de

bulundugu bildirilmistir.

Fare sperminde kuyrugun orta parcasinda ENaC-a'nin, akrozomda ise ENaC-4'nin eksprese
oldugu gosterilmistir [5]. ENaC’larin rat testislerindeki germ hiicrelerinde sitoplazmada,
epididimisten izole edilen olgun spermlerde ise kuyrugun esas parcasinda ve akrozomda
lokalize oldugu rapor edilmistir [8]. Insan sperminde, immunofloresan ydntemiyle
kuyrugun orta pargasinda ENaC-o alt {initesinin eksprese edildigi [9], western blot
yontemiyle hiicrelerde ENaC-f alt iinitesinin de bulundugu gosterilmistir [10]. Bizim
caligmamizda insan sperminde ilk kez immunofloresan yontemiyle ENaC-f alt biriminin
lokalizasyonu incelenmistir. ENaC-B’nin 6zellikle kuyrugun esas pargasinda lokalize
oldugu bulunmustur. Normal morfolojiye sahip spermlerde orta par¢anin genellikle ENaC-
B-negatif olmasi, calismamizi insan sperminde ENaC lokalizasyonunun gosterildigi tek
calisgma olan Kong ve digerlerinin (2008) c¢alismasindan [9] ayirmaktadir. S6z konusu

calismada ENaC-a alt biriminin spermde yalnizca kuyrugun orta pargasinda bulundugu
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bildirilmistir. ENaC’larin a, B ve y alt birimlerinden olusan trimerik kanallar olduklar1 ve
membrandaki kanal ekspresyonunun her {i¢ alt birime bagli oldugu goz oniine alindiginda,
o ve B alt birimlerinin lokalizasyonlarinin benzer olmasi beklenmektedir. Calismamiz bu

bakimdan rat spermindeki ENaC-a lokalizasyonu [8] ile 6rtiismektedir.

Calismamizda c¢esitli bas ve kuyruk anomalilerine sahip spermlerdeki ENaC-B
lokalizasyonu da incelenmistir. Bas anomalilerine sahip spermlerle saglikli spermler
arasinda ENaC-f lokalizasyonu bakimindan herhangi bir fark gézlenmemistir. Proksimal
sitoplazmik droplet iceren spermlerde sitoplazmik droplette kuvvetli immunoreaksiyon
izlenmigtir. Sitoplazmik dropletteki bu lokalizasyon, rat testislerindeki germ hiicrelerinde
(spermatogonyumlar, spermatosit ve spermatidlerde) ENaC alt birimlerinin sitoplazmik
havuzlarda bulunmasi ile agiklanabilir [8]. Olgun spermler transkripsiyonel olarak sessiz
oldugundan kuyrukta lokalize olan alt birimlerin kaynaginin bu sitoplazmik havuzlar

olabilecegi diisiintilmektedir.

Literatiirde yer alan bulgular ile birlikte bu calismanin sonuglari, olgun spermdeki
lokalizasyonlar1 nedeniyle ENaC’larin sperm motilitesinde gorev aliyor olabilecegini
gostermistir. Calismada ayrica AMPK aktivitesindeki artisin hem non-kapasitatif hem de
kapasitatif ortamda sperm ileri hareketliligini arttirdigi gézlenmistir. Kapasite olmamis
spermlerde AMPK’nin motilite ilizerindeki etkisinin daha fazla oldugu belirlenmistir. Bu
spermlerde ileri hareketlilik ~%35 iken AMPK aktivasyonu ile ~%55’e ulasmistir.
AMPK’nin sperm motilitesi ilizerinde uyarict bir etkiye sahip oldugu bulgusu, bu sperm
fonksiyonunun hiicrenin enerji diizeyine bagli olmasi ve AMPK’nin hiicresel enerjiyi
diizenleyen bir kinaz olmas1 [200] ile uyumlu bulunmustur. Ayrica literatiirde ENaC’lar
inhibe edildiginde saglikli bireylere ve astenozoospermik hastalara ait spermlerde
motilitenin arttig1 bildirildiginden [9], calismada gozlenen ileri hareketlilikteki artigin
AMPK aktivasyonuna bagli membrandaki ENaC azalmasi ile de iligkili olabilecegi

diistiniilmiistiir.

Epitelyal hiicrelerdeki ENaC aktivitesi, kanal acikliginin ve hiicre membranindaki ENaC
miktarmin degistirilmesi olmak iizere iki yolla diizenlenir. Kanal agikliginin diizenlenmesi
ENaC alt birimlerinin kinazlar tarafindan diret olarak fosforile edilmesiyle gerceklesir. Bu
fosforilasyon olaylar1 kanalin agilmasina neden olarak aktivitesini uyarabilir ya da

kapanmasin1 saglayarak kanali inhibe edebilir. Plazma membranindaki kanal miktarinin
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diizenlenmesi ise, ENaC alt birimlerine ubikitin konjuge eden Nedd4-2’nin fosforilasyonu
ile gergeklesir. Fosforilasyon, Nedd4-2’nin kanal alt birimleri ile etkilesimini azaltabilir,
bu durumda membrandaki kanal miktar1 ve hiicre i¢i Na* konsantrasyonu artar. Nedd4-2-
ENaC baglanmasini arttiran fosforilasyonlar ise kanalin endositozunun arttirarak

membrandaki ekspresyonunun ve hiicre i¢i Na“ konsantrasyonunun azalmasina yol agar

[11].

Kanal aktivitesinin diizenlenmesinde SGK1, PKA, PKB, IKKpB, PKC, PKDI1, ERK1/2,
CK2 ve GRK2 gibi ¢ok sayida kinazin dahil oldugu sinyal yolaklar1 goérev alir [11].
Literatiirde AMPK aktivasyonunun da ENaC inhibisyonu ile iligkili oldugunu gosteren
calismalar bulunmaktadir. Ornegin, ENaC eksprese eden oositlere aktif AMPK proteinin
veya AMPK aktivatoriiniin mikroenjeksiyonu, ENaC’lar1 inhibe etmistir. Benzer sekilde
fare toplama kanal1 hiicrelerinde farmakolojik AMPK aktivasyonu da ENaC inhibisyonuna
neden olmustur. Bununla birlikte bu hiicrelerde AMPK aktivasyonu kanal acikli1 ya da
iletkenligini etkilememistir. Bu bulgular, AMPK'ya bagli ENaC inhibisyonunun, plazma
membranindaki aktif kanallarin sayisinin azalmasi yoluyla gerceklestigine dair ilk

kanitlardir [17].

Dominant-negatif ve siirekli aktif Nedd4-2 mutantlarin1 eksprese eden oositlerde
AMPK’nin ENaC’1 inhibe edemedigi gosterilmistir [174]. Benzer deneyler SGK1, PKA ve
ERK mutantlar1 kullanilarak yapildiginda, AMPK tarafindan ENaC inhibisyonu
etkilenmemistir. Dolayisiyla Nedd4-2-ENaC etkilesimini diizenleyen bu yolaklarin Nedd4-
2’nin AMPK’ya bagli fosforilasyonundan sorumlu olmadiklari ortaya konmustur. Benzer
sekilde insan embriyonik bobrek hiicrelerinde AMPK hem in vitro hem in vivo olarak
Nedd4-2’yi fosforile etmis, hiicresel AMPK aktivasyonu bu hiicrelerde ENaC-p alt {initesi
ile Nedd4-2 arasindaki etkilesimde anlamli bir artisa neden olmustur. Bu sonuglar,
AMPK’nin ENaC-Nedd4-2 etkilesimini arttirarak, plazma membranindaki ENaC miktarini
azaltma yoluyla ENaC’lar1 inhibe ettigini gostermistir [174].

AMPK’nin ENaC’lar1 inhibe etmek i¢in Nedd4-2’yi kullandigi, bu sayede ENaC
ubikitinasyon ve endositozunun arttirdigr farelerde in vivo olarak da gosterilmistir.
AMPKal™" farelerin solunum yollar1, bbrek ve kolon epitelinde ENaC inhibisyonunun
gerceklesmedigi bulunmustur. Bu farelerde elektrojenik Na* emilimi artmis ve buna bagh

olarak intestinal ve renal islevlerde degisiklikler ortaya ¢ikmistir [15]. Benzer sekilde,
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AMPK’nin B1 alt {initesinin silindigi AMPK-B17" farelerde iiriner Na" salmiminin arttig1
belirlenmistir. AMPK’nin bu etkisinin ENaC-f3 alt iinitesinin ekspresyonundaki artis ile
iliskili oldugu gosterilmistir [176].

AMPK aktivatorleri fenformin ve AICAR, akciger epitel hiicrelerinde ENaC inhibisyonuna
neden olarak hiicrelere apikal Na* girisini engellemistir [16]. Insan kistik fibrozis bronsiyal
epitel hiicrelerinde metformin ve AICAR ENaC’1 inhibe etmistir [179]. Resveratrol fare
bobrek kortikal toplama kanali hiicrelerinde ENaC aktivitesini inhibe etmistir [177].
Metformin, insan umblikal ven endotelyal hiicrelerinde a-, B-, and y-ENaC ekspresyonunu
azaltmistir [178]. Bu ¢alismalar, AMPK nin farmakolojik olarak aktive edildiginde ENaC

aktivitesini inhibe ettigini gostermektedir.

Calismamizda ilk defa spektrofotometrik yontemle spermlerdeki ENaC-B proteininin
konsantrasyonu Ol¢lilmiistiir. Kapasitasyon sirasinda hiicrelerdeki ENaC-f miktarinda
anlamli bir azalma meydana geldigi bulunmustur. Bu bulgu kapasitatif kosullarda
hiicrelerdeki AMPK aktivitesinin artmasi ile korelasyon gostermistir. Ayrica AICAR ile
AMPK aktivasyonu hem kapasite olmamis hem de kapasite olmus spermlerde ENaC-f
konsantrasyonunun azalmasina neden olmustur. Sonuglar, immunofloresan yontemiyle de
desteklenmistir. AMPK aktivasyonu sonucu kapasite olmus ve kapasite olmamis
spermlerin kuyruk esas parcasindaki ENaC-B immunoreaksiyonunun azaldig1 gézlenmistir.
Incelenen bas ve kuyruk anomalilerine sahip spermlerde inkiibasyon medyumundan
bagimsiz olarak degisen yogunluklarda ENaC-f3 immunoreaksiyonu izlendigi icin AMPK
aktivitesinin bu spermlerdeki etkisinin daha detayli arastirmalar ile ortaya konmasi

gerektigi dlisliniilmustiir.

Kapasitasyon sirasinda hiicrelerdeki ENaC-f konsantrasyonundaki azalmaya bagli olarak
gergeklesen ENaC kanal inhibisyonuna iligkin bulgularimiz, spermlerdeki hiicre i¢i Na*
miktar1  Olgiilerek  dogrulanmustir. Kapasite olmus spermlerdeki hiicre i¢i Na®
konsantrasyonunda kapasite olmamis spermlere kiyasla anlamli bir azalma oldugu
gozlenmistir. Bu bulgularin, kapasite olmus spermlerde hiicre i¢i Na“ konsantrasyonun
daha diisiik oldugunun bildirildigi calisma ile [80] bagdastigi goriilmiistiir. Epitelyal
hiicrelerde CFTR'nin ENaC-B veya ENaC- vy alt iinitelerini igeren Na* kanallarini, dzellikle
kanalin kapali durumdaki zamanini uzatarak negatif olarak diizenledigi bildirilmistir [222].

Dolayisiyla, spermler HCO3™ yoklugunda inkiibe edildiginde CFTR aktif olmadig1 igin
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ENaC'm agik olacagi tahmin edilmektedir [10]. Bu nedenle calisgmamizda gozlenen
kapasitasyon sirasinda ortaya ¢ikan hiicre i¢i Na” miktar1 degisikliginin CFTR aktivasyonu
ile iligkili olabilecegi distliniilebilir. Calisgmamizda kapasite olmus hiicrelerde ayni
zamanda AMPK aktivitesinin de arttiginin bulunmasi, kapasitasyon sirasindaki Na®
azalmasinin, CFTR disinda AMPK aktivasyonuna da bagli olabilecegini gdstermistir.
Nitekim, AICAR uygulamasinin hem kapasite olmus hem de kapasite olmamis spermlerde
hiicre i¢i Na' miktarinin azalmasina yol ac¢tiginin gozlenmesi AMPK’nin Na®

transportundaki roliine iligkin bir kanit olarak degerlendirilmistir.

Spermin kapasite olabilmesi i¢in plazma membran potansiyelinin hiperpolarize olmasi
gerekmektedir [2]. Fare, sigir, at ve insan spermlerinde kapasitasyon sirasinda plazma
membraninin hiperpolarize oldugu gosterilmistir [2, 78-81]. Insan sperminde plazma
membran potansiyelindeki degisikliklerin fertilite ile iliskili oldugu [73, 82], idiyopatik ve
astenozoospermik infertil erkeklerin fertil erkeklerden daha depolarize membran
potansiyeline sahip olduklar1 [83] ve depolarizasyonun subfertil erkeklerdeki diisiik IVF

basar1 orani ile iligkili oldugu rapor edilmistir [84].

Hiperpolarizasyon, spermdeki hiicre i¢i net negatif ylik konsantrasyonunun artmasi
sayesinde gergeklesir [81]. NBC ve CFTR kanallar1 ile hiicre i¢gindeki HCO3™ miktarinin
arttirilmas1 hiperpolarizasyona neden olur [35, 128]. Bundan baska K* ge¢irgenliginin
artmas1 ve Na" gegirgenliginin azalmasi da insan sperminde hiperpolarizasyona neden
olabilir [87]. Fare sperminde hiperpolarizasyonun esas olarak Slo3 K' kanallarinin
aktivitesinden kaynaklandigi [90], insan sperminde ise hem Slo3 hem de Slol K'
kanallarmin hiperpolarizasyonda gorev aldiklar1 bildirilmistir [81]. K' kanallarinin
hiperpolarizasyona katilimiyla ilgili cok sayidaki kanita ragmen, literatiirde Na™ nin ve Na*
kanallarinin insan sperm fizyolojisinin diizenlenmesindeki rolii ile ilgili az sayida ¢aligma

bulunmaktadir.

Inkiibasyon medyumuna Na® yerine membrandan gecemeyen bir katyon olan N-metil-
glukamin eklendiginde, farelerde sperm plazma membraninin hiperpolarize oldugu, hiicre
dis1 Na" yeniden eklendiginde, membranin depolarize oldugu gozlenmistir. Bu bulgular,
fare sperminde aktif bir elektrojenik Na* iletim sisteminin bulundugunu isaret etmistir [80].
Voltaj kapili Na® kanali Nay, veratridin ile aktive edildiginde plazma membraninin

depolarizasyonuna neden olmustur [4]. Amilorid ve EIPA tarafindan ENaC’larin
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kapatilmasi, fare sperminde plazma membranmin hiperpolarizasyonuna yol ag¢muistir.
Kapasitasyonu indiikledigi bilinen maddelerle veya cAMP analoglan ile inkiibasyonun
ardindan hiicre dis1 Na* tarafindan indiiklenen depolarizasyon azalmistir [5]. Bu sonuglar,
kapasitasyon sirasinda ortaya ¢ikan cAMP artisinin, sperm plazma membraninin
hiperpolarizasyonu i¢in ENaC’lar1 inhibe edebilecegini gostermistir. Ayrica, kapasite
olmamig fare sperminde, ENaC inhibitorii amilorid hiicre i¢i Na® konsantrasyonunun
azalmasma neden olmustur. PKA inhibisyonu ise kapasite olmus spermlerde hiicre igi Na*
konsantrasyonundaki  azalmayr inhibe etti§i i¢in, kapasitasyon ile iliskili
hiperpolarizasyonun, ENaC'm inhibisyonu ile iligkili oldugu ve cAMP/PKA sinyal yolag:

ile diizenlendigi sonucuna varilmistir [10, 80].

Bu c¢alismada ilk defa AMPK aktivasyonunun ENaC inhibisyonu aracilifiyla plazma
membraninin  hiperpolarizasyonuna etki edip etmedigi arastirilmistir. Spermler
kapasitasyonu destekleyen kosullar altinda inkiibe edildiginde, non-kapasitatif kosullara
kiyasla plazma membran potansiyelinin hiperpolarizasyonunda anlamli bir artis oldugu
gozlenmistir. Bu bulgu medyuma eklenen HCO3’e bagli olarak membrandaki NBC ve
olasilikla CFTR kanallar1 aracilifiyla hiicre i¢i negatif yiikiin arttirtlmasi [37] ile tutarh
bulunmustur. Ayrica kapasitasyon sirasinda artmis AMPK aktivitesinin de hiicre i¢i Na*
konsantrasyonundaki azalmaya bagli olarak hiperpolarizasyonu indiiklemis olabilecegi
diigtintilmiistiir. NCM ve CM medyumlara eklenen AICAR ile inkiibe edilmis spermlerin
kontrollere kiyasla daha hiperpolarize plazma membranina sahip olduklarinin

gosterilmesiyle bu hipotez dogrulanmistir.

Sperm hiperpolarizasyonunun tek basina fare sperminin akrozom reaksiyonuna
ugramasinda kilit bir role sahip oldugu bildirilmistir. Nay kanallarinin veratridin ile
aktivasyonu, plazma membraninin depolarizasyonuna neden olmustur. Veratridin tek
basina akrozom reaksiyonu iizerinde etkili olmazken, progesteron ile indiiklenen akrozom
reaksiyonunu bloke etmistir [4]. ENaC inhibitorii amilorid, CFTR agonisti genistein ve K*
iyonoforu valinomisin kapasite olmamis spermde hiperpolarizasyonu indiiklemistir. Bu
deneysel ortamda, cAMP'ye bagli yolagin aktivasyonu ve bunun sonucunda protein tirozin
fosforilasyonunda artis gibi diger kapasitasyonla iligkili diger olaylar goézlenmezken,
spermi ZP ile indiiklenmis akrozom reaksiyonuna hazirlamak i¢in hiperpolarizasyon yeterli

olmustur.  Kapasitasyonu  destekleyen = medyuma  valinomisin  eklenmesiyle



98

hiperpolarizasyon engellendiginde ise agonist ile indiiklenmis akrozom reaksiyonu inhibe

olmustur [2].

Kapasitasyon sirasinda sperm popiilasyonun kiiciik bir kisminin spontan akrozom
reaksiyonuna ugradigi bilinmektedir [86]. Bu nedenle c¢aligmamizda akrozom
reaksiyonunu indiikleyici bir agonist kullanilmadan, AMPK aktivasyonu ve beraberinde
gerceklesen  ENaC  inhibisyonunun  spontan  akrozom  reaksiyonuna  etkisi
degerlendirilmistir. AMPK aktivasyonunun tek basina hiicrelerin spontan olarak akrozom
reaksiyonuna girmesinde indiikleyici bir etkiye sahip olmadigin1 bulunmustur. Kapasitatif
ve non-kapasitatif kosullarda AMPK aktivasyonu sonucu ENaC-f reaktivitesinin azaldig:
spermlerin bir kisminda akrozom reaksiyonunun tamamlandigi gozlenirken, cogu spermde
akrozomun hala intakt oldugu gozlenmistir. Dolayisiyla literatiiriin aksine spermlerdeki
ENaC-  miktarinin  azalmast1 ve buna bagli olarak plazma membran
hiperpolarizasyonunun hiicrelerin spontan akrozom reaksiyonu geg¢irmesinde tek basina
etkili olmadig1 belirlenmistir. Progesteron, Ca*™® iyonofor A23187 veya ZP gibi
indiikleyicilerin kullanilmamis olmasi ¢alismamizin bir eksikligi olarak goriilebilir. Ancak,
kapasite olmus domuz spermlerinde AMPK inhibisyonunun A23187 ile indiiklenen
akrozom reaksiyonunu etkilemedigi bildirilmistir [205]. Benzer sekilde fare spermlerinde
AMPK ’nin indirekt aktivatorii olan metforminin akrozom reaksiyonunu etkilemedigi [212]
ve insan spermlerinde AMPK aktivatorii A769662'nin akrozomal membran biitiinliiglinde
Olciilebilir bir etkiye sahip olmadigi gosterilmistir [200]. Calismamiz bu g¢alismalar ile
birlikte degerlendirildiginde, AMPK akrozomal membran biitiinliigiiniin korunmasina katk1
saglamasina ragmen farmakolojik olarak AMPK aktivasyonunun spermde akrozom
reaksiyonu siirecine dahil olmadig1 anlagilmaktadir. Bununla birlikte A769662 araciligiyla
24 saat boyunca devam eden AMPK aktivasyonunun dig akrozomal membran
biitiinliiglinde 6nemli bir kayba neden oldugu [214] gosterildigi i¢in etkinin stimiilasyon
siiresine bagli oldugu ve c¢alismamizda uygulanan 4 saatlik aktivasyonun akrozom

reaksiyonunu indiiklemek i¢in yetersiz kaldig: diisiiniilebilir.

Spermlerin  fizyolojik yeterliliklerinin ~ kazanilmasi gen transkripsiyonu ya da
translasyonundan bagimsizdir. Kapasitasyon sirasindaki sperm fonksiyonellik kazanimi
esas olarak Onceden var olan proteinlerin post-translasyonal sonrast modifikasyonlarina
baghdir [205]. Kapasitasyon sirasindaki post-translasyonal degisikliklerden biri de

spermdeki  tirozin  fosforilasyonunun  global olarak yiikselmesidir.  Tirozin
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fosforilasyonunun, fare, domuz, bufalo ve insan gibi memeli tiirlerinde kapasitasyon ile
iliskili oldugu gosterilmistir [223]. Sperm proteinlerinin tirozin fosforilasyonunun artmasi,
genellikle kapasitasyonun ge¢ evresinin bir isareti olarak kabul edilir. Tirozin
fosforilasyonunun seviyesi, spermin ZP’ye baglama kapasitesi ile biiyiik oranda korelasyon
gosterir [224]. Subfertil erkeklerin spermlerinde tirozin fosforilasyonunda degisiklikler
goriilmesi [225, 226] fosforilasyonun fertilizasyondaki fizyolojik roliinii gdstermektedir.

Ozellikle serum albumin, HCO3~ ve Ca™

nin tirozin fosforilasyonu i¢in gerekli oldugu
goriilmiis, bu faktorlerin hi¢biri bulunmadiginda hem tirozin fosforilasyonunun hem de
kapasitasyonun inhibe oldugu goézlenmistir [227]. Medyuma Na® yerine, membrandan
gecemeyen bir katyon olan kolin eklendiginde, fare sperminde HCO;’e bagh
hiperpolarizasyon ve kapasitasyon ile iligkili protein tirozin fosforilasyonundaki artis
engellenmistir. Bu bulgular, fare sperminde NBC’nin kapasitasyonun diizenlenmesinde
gorev aldigin1 gostermistir [35]. Ancak literatiirde insan sperminde ENaC’larin

kapasitasyondaki roliine iligkin herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamastir.

Bu ¢alismada, insan spermlerinde tirozin fosforilasyonu ol¢iilerek AMPK aktivasyonu ve
ENaC inhibisyonunun kapasitasyondaki rolii aragtirilmistir. Elde edilen bulgular literatiirle
uyumlu olarak kapasitasyonu destekleyen medyumda inkiibe edilmis spermlerde
kapasitasyonun arttigini gostermistir. AICAR ile AMPK aktivitesi indiiklendiginde, tirozin
fosforilasyonunda anlamli bir artis gerceklesmistir. AICAR’1in bu etkisi kapasitasyonun
desteklenmedigi, yani ortamda HCO; ’lin bulunmadigi kosullarda da kapasitatif
kosullardaki kadar belirgin olarak goézlenmistir. Yani AMPK aktivasyonu tek basina
spermler icin kapasitatif bir ortam olusturmustur. AMPK’nin membrandaki ENaC
miktarinin azalmasina, hiicre i¢i Na™ konsantrasyonun azalmasina ve buna paralel olarak
plazma membraninin hiperpolarizasyonuna yol a¢mis olmasi, kapasitasyonu
indiiklemekteki basarisint agiklamaya yardimci olabilir. Bunun yaninda, literatiirde sperm
tirozin fosforilasyonundaki artisin PKA’nin dahil oldugu bir yolak tarafindan diizenlendigi
bildirilmistir. Bu yolakta medyuma eklenen HCO3™ hiicre igindeki cAMP miktarini
arttirmakta, bu da PKA aktivasyonuna neden olmaktadir. Aktive olan PKA sonunda
proteinlerin tirozin fosforilasyonuna yol agmaktadir [35]. AMPK, hiicre iginde PKA ile
iliskili bir protein olmakla birlikte literatiirde yer alan c¢aligmalardaki genel kam
AMPK’nin PKA tarafindan aktive ya da inhibe edildigi yoniindedir. Bunun yaninda az
sayidaki ¢alismada AMPK’nin da PKA aktivitesine etki ettigi gdsterilmistir. Ornegin, rat
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primer vaskiiler diiz kas hiicrelerinde AMPK ile PKA arasinda sinerjistik bir iligski oldugu
bildirilmis, AICAR’1n bu hiicrelerde AMPK aktivasyonunun yaninda PKA aktivasyonuna
da neden oldugu gosterilmistir [228]. Bu nedenle ilerleyen ¢alismalarda, AMPK’nin tirozin
fosforilasyonu iizerindeki indiikleyici etkisinin altinda yatan PKA’ya bagli mekanizmalarin

da arastirilmasinin uygun olacag diistiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Insan sperminde ENaC kanallarinin AMPK aktivasyonuna bagli inhibisyonunun sperm

fizyolojisindeki roliiniin aragtirildig1 ¢calismamizdan elde edilen sonuglara gore;

AICAR’im spermlerdeki AMPK aktivitesini arttirdigi, AMPK aktivasyonun hiicre
canliligina etki etmedigi ve spermlerde 6zellikle kuyrugun esas parcasinda lokalize oldugu
gosterilen ENaC-p konsantrasyonunun azalmasina neden oldugu tespit edilmistir. ENaC-f3
konsantrasyonundaki azalmaya, hiicre i¢i Na® miktarinin azalmasi ve buna bagl olarak
plazma membraninin hiperpolarizasyonunun eslik ettigi goriilmiistiir. Bu in vitro deneysel
ortamda sperm ileri hareketliliginde ve kapasitasyonda belirgin bir artis meydana gelmistir.
Tiim bu etkiler non-kapasitatif kosullarda da kapasitatif kosullarda oldugu kadar belirgin
olarak gbzlenmistir. AMPK aktivitesindeki artisin  ve beraberindeki ENaC-B
inhibisyonunun spermlerin spontan akrozom reaksiyonuna girmesinde ise indiikleyici bir

etkisi olmamustir.

Sonu¢ olarak bu c¢aligmadan elde edilen tiim veriler degerlendirildiginde, ENaC
kanallarinin AMPK aracili inhibisyonunun insan sperminin fizyolojisinin diizenlenmesinde
onemli bir role sahip oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle insan sperminin fertilizasyon
yetenegi kazanmasina iligkin yeni bir mekanizmanin varligini ortaya koyan bu ¢aligmanin
sperm fizyolojisinin aydinlatilmasi konusunda literatiire saglayacagir katkinin Onemli
oldugu distiniilmektedir. Sperm plazma membranimnin hiperpolarizasyonuna katkilari
nedeni ile ENaC ve AMPK’nin, depolarize sperm membran potansiyeli kaynakli azalmig
IVF basarisinin arttirilmasinda etkili rol oynayabilecek molekiiller oldugu diistiniilmiis
olup; yapilacak daha ileri calismalar ile desteklenerek bu molekiilleri hedef alan ajanlarin

IVF tedavisinde kullanimlarinin uygun olabilecegi kanisina varilmistir.
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