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Serbest seminal niikleik asitlerin erkek infertilitesi

ile iliskisi

Cell-free nucleic acids and male infertility relationship

Asli Metin Mahmutoglu

Infertilite diinya genelinde iireme cagindaki iftlerin yaklasik olarak
%8—-12’sini etkileyen ve son yillarda artig egilimi gosteren onemli bir
problemdir. Erkek faktdriin infertilite sorununa katkist - %507dir.
Erkek infertilitesinden konjenital anomaliler, endokrin disfonksiyo-
nu, inflamatuvar hastaliklar, ereksiyon ya da ejekulasyon problemleri,
genital sistem obstriiksiyonu, gametogenez fonksiyon bozukluklari ve
genetik fakedrlerin de dahil oldugu bir ¢ok etken sorumludur. Erkek
inferdilitesinin genetik 6zellikleri testisin histolojik fenotiplerinin ve
semenin oldukea heterojen olmasi ve spermatogenez siirecinde ¢ok sa-
yida genin gorev almasindan dolay1 oldukga karmagikur. Serbest (cell
free, cf) niikleik asitler semenin de aralarinda bulundugu birgok viicut
stvisinda bulunmaktadir. Son yillarda, semende bol miktarda bulunan
serbest niikleik asitlerin erkek infertilitesinin tant ve prognozunda kulla-
nilabilecegi bildirilmektedir. Serbest seminal niikleik asitler (cfs-DNA ve
cfs-RNA) bilateral testisler ve epididimis gibi farkli iireme organlarinin
genetik ve epigenetik bilgisini igermekte ve invaziv olmayan yoéntemlerle
elde edilebilmektedir. Bu derlemede, serbest seminal niikleik asitlerin
semen parametreleri ve erkek infertilitesi ile iligkisini arastiran calismalar
ozetlenmekte ve bunlarin erkek infertilitesi alaninda yapilan calismalar
icin 6nemi tartisimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Erkek infertilitesi, serbest seminal DNA, serbest
seminal RNA

GiRiS

Dolasimda bulunan serbest (cell-free, cf) niikleik asitler in-
sanlarda ilk kez 1990’11 yillarin ortalarinda tanimlanmugtir.
[ Cf-niikleik asitler DNA ve RNAlari icermektedir. Cf-
niikleik asitlerin kan?, idrar®l ve semenin de!® aralarinda
yer aldigi birgok viicut sivisinda bulundugu bildirilmistir.
Cf-DNA ve cf-RNAlar apoptotik ya da nekrotik hiicreler

tarafindan pasif olarak salinabilecegi gibi kanser hiicreleri

Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali, Samsun, Tiirkiye

Yazisma Adresi/ Correspondence:

Asistan Asli Metin Mahmutoglu

Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali, Kurupelit
Kampust, Samsun, Turkiye

Tel. +903623121919

E-mail:  aslimetin83@gmail.com

Gelis/ Received:  23.01.2020
Kabul/ Accepted:  20.03.2020

©2020 Androloji Biilteni

ABSTRACT

Infertility is an important problem affecting 8% -12% of couples of
reproductive age all around the world and tends to increase in recent
decades. The contribution of male factor to this problem is nearly 50%.
Male infertility results from numerous factors including congenital
abnormalities, endocrine dysfunction, inflammatory diseases, erection
or cjaculation problems, genital system obstruction, gametogenesis
dysfunctions and genetic factors. The genetic characteristic of male
infertility is very complicated due to the heterogeneous histological
phenotype of testis and semen heterogeneity, and many genes involved
in the spermatogenesis process. Cell-free (cf) nucleic acids are present
in several body fluids including semen. In recent years, cell-free nucleic
acids which are found abundantly in semen have been suggested to be
used in the diagnosis and prognosis of male infertility. Cell-free seminal
nucleic acids (cfs-DNA and cfs-RNA) contain genetic and epigenetic
information of different reproductive organs such as bilateral testis and
epididymis, and can be obtained by using non-invasive methods. In this
review, studies investigating the association of cell-free seminal nucleic
acids with semen parameters and male infertility are summarized, and
their importance for studies in the field of male infertility is discussed.

Keywords: Male infertility, cell-free seminal DNA, cell-free seminal
RNA

gibi canli hiicreler tarafindan aktif olarak da salinabilmek-
tedir.["*l Cf-niikleik asitler infertilite, cesitli kanser tipleri,
travma, diyabet, inme, hamilelikle iliskili komplikasyon-
lar ve otoimmun hastaliklarla iliskilendirilmektedir.[6-1°]

Bunlara ¢k olarak cf-niikleik asitlerin prenatal tani gibi
farklr alanlarda da kullanilabildigi bilinmektedir.["2]

Infertilite tiim diinyadaki ciftlerin %8-12’sinde goriilen
onemli bir saglik problemidir™®l ve erkek faktoriin bu
orana katkist ~ %50°dir.[""l Erkek infertilitesinin deger-
lendirilmesinde ¢ogunlukla bagvurulan ilk yéntem semen
analizidir. Semen analizi seminifer tiibiil, epididimis ve
yardimei cinsiyet bezlerinin fonksiyonel durumu hakkin-
da bilgi verir. Ancak klasik semen analizi ile erkek game-
tinin dolleme kapasitesi ya da fonksiyonu nadiren tah-
min edebilirken; yardimer tireme yéntemlerinin (assisted
reproductive technology ART) sonuglarint tahmin etmek
neredeyse imkansizdir. Ozellikle hem kadin hem de erkek
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fakeoriintin rol oynadigy agiklanamayan infertilite vaka-
larinda semen analizinin de dahil oldugu tiim standart
test sonuglari normaldir. Bundan dolay: bazi arastirma-
cilar erkek infertilitesinin genetik nedenlerini, bireylerin
tireme kapasitesi hakkinda daha fazla bilgi verebilecek
ilave testleri ve biyobelirtecleri arastirmaktadir.['®¢l Son
yillarda yapilan ¢alismalar cf-DNA ve cf-RNA’larin erkek
infertilitesinin tanisinda ve arastirilmasinda kullanilabile-

['718] Semende bol miktarda bulu-

cegini bildirmektedir.
nan cf-niikleik asitler bilateral testisler ve epididimis gibi
farkli tireme organlarinin genetik ve epigenetik bilgisini
icermektedir. Bu yiizden testikiiler biyopsi gibi invaziv
yontemlere alternatif olabilecegi ve ¢esitli infertilite alt
tiplerinin tanisinin daha dogru konulmasini saglayabile-
»19]

cegi bildirilmektedir.

Serbest Seminal Deoksiriboniikleik
Asitler

Serbest seminal DNA’lar (Cfs-DNA) semende ve semi-
nal plazmada bulunan kisa ve cift zincirli DNA mole-
kiilleridir. Semende bulunan cf~-DNAllar spermatogenez
sirasinda farkli gelisimsel siireglerde bulunan germ hiic-
relerin apoptozundan kaynaklanabilecegi gibi infertilite
ve prostat kanseri gibi patolojilerden de koken alabilir.[?]
Normozoospermik erkeklerin semenlerindeki cf-DNA
konsantrasyonunun ~1,34 pug mL"' oldugu belirtilmis-
tir. Bu deger idrarda (1,8-35 ng mL"), amniyotik sivi-
da (0,3-200 ng mL") ve kan plazmasinda bulunan cf-
DNA (9,4 ng mL") konsantrasyonundan daha yiiksektir.
Semendeki cf-DNA konsantrasyonunun yiiksek olma-
sinin gesitli nedenlerden kaynaklanabilecegi 6ne siiriil-
mektedir: (i) Spermatogenez siirecinde germ hiicrelerinin
apoptozu sonucu olgun sperm hiicrelerinin yaklasik ola-
rak %70’inin kaybi, (ii) cinsel perhiz siiresinin uzamasi
sonucu salgilanan ve depolanan cfs-DNA miktarinin art-
mast, (iii) seminal DNazlarin aktivitesini etkileyebilecek
Ca*™ ve Mg* gibi katyonlarin semende bol miktarda bu-
lunmasi ve (iv) inflamasyon, kanser ve travma gibi pata-
lojik kosullar, bu nedenler arasinda yer almaktadir.l®l Cf-
DNA konsantrasyonundaki degisiklikler ve c-DNA’larin
biiytikliik dagilimlari prostat kanseri ve erkek infertilitesi
ile iliskilendirilmektedir.?l Azoospermik erkeklerin se-
menlerindeki cf-DNA konsantrasyonunun (2,56+1,43
mg mL"') normozoospermik erkeklerin semenlerinde
bulunan miktardan (1,34+0,65 mg mL") istatiksel ola-
rak anlamli bicimde daha yiiksek oldugu bildirilmistir.
(5] Fertil erkeklerin seminal plazmalarindan bulunan cf-
DNA miktari da (0,869+0,79 nm) infertil bireylerdeki
csf-DNA mikrtarina (3,657 nm) kiyasla daha diisiik bu-

lunmustur. 2

Serbest Seminal Deoksiriboniikleik
Asitler ve Semen Parametreleri

Ejekiile semen; testis, epididimis, seminal vezikiiller,
prostat ve bulbotiretral bezler tarafindan salinan salgilarin
karisimindan meydana gelir.l®] Dolayisiyla semenin gesitli
tireme organlari hakkinda bilgi vermesi beklenmektedir.
Semende bulunan cf-DNA’larin normal sperm fonksiyo-
nu ile iligkili oldugu belirtilmektedir. Cfs-DNA’larin se-
men kalitesinin biyobelirteci olarak kullanilabilecegi one-
rilmektedir. Diisitk molekiiler agirliga (1 kb) sahip olan
cfs-DNA’larin miktart hizli ilerleyici hareket, egrisel hiz
(>40), normal morfoloji ve kapasitasyon indeksi ile po-
zitif olarak iligkilendirilirken; yiiksek molekiiler agirliga
sahip (12 kb) olan cfs-DNA’larin yogunluk indeksi yika-
ma sonrast hiper-aktivasyon ile negatif olarak iliskilendi-
rilmektedir. Sperm konsantrasyonu ile cfs-DNA miktar:
arasinda istatiksel olarak anlaml:i bir iligki bulunamadig:
bildirilmistir. Spermin dondurulma siirecinin cfs-DNA
miktar1 tizerinde bir etkiye sahip olmadigi, ancak daha
kararsiz yapiya ve diisiik molekiiler agirliga sahip olan
cfs-DNA’larin miktarinda azalmaya neden oldugu bil-
dirilmistir.®] Cfs-DNA ile total sperm miktari arasinda
istatiksel olarak anlamli pozitif bir korelasyon gézlendigi
rapor edilmistir.??l Cfs-DNA seviyesinin canlilik, hare-
ketlilik ve morfoloji gibi sperm fertilite parametreleri ile
iligkisini degerlendirmek amaciyla yapilan bir caligma-
da, taze semen Ornekleri parakuata maruz birakilmisur.
Parakuat oksidatif stres ve hiicre 8limiine neden olan
yiksek seviyede stiperoksit anyon olusumuna neden olur.
Parakuat maruziyeti sonrasinda PicoGreen florokrom
analizi ile cfs-DNA miktari 6l¢iilmiis ve cfs-DNA icin
esik (cut-point) degerinin 6,5 oldugu belirtilmistir. Esik
degerinin alunda kalan cfs-DNA degerleri orta ya da
disiik cfs-DNA degerleri olarak kabul edilirken, tstiin-
de kalan degerler ise yiiksek cfs-DNA degeri olarak ka-
bul edilmigtir. Cfs-DNA degeri 6,5’ten biiyiik olanlarin
canlilik, hareketlilik ve morfoloji degisikliklerine sahip
olma agisindan daha fazla sansa sahip oldugu bildiril-
mistir. Ayrica parakuat varliginda apoptotik hiicre sayi-
sinda artig gdzlendigi de bildirilmistir. Apoptotik hiicre
sayisinda gozlenen artigla cfs-DNA artigin paralellik gos-
termesi cfs-DNA’larin ¢ogunlukla apoptotik hiicrelerden
koken aldigini destekler niteliktedir.?! Bunlara ilaveten
insanlarin seminal plazmalarinda bulunan serbest mito-
kondrial DNA’larin (mtDNA) kopya sayisinin da semen
parametreleri ile iligkili oldugu belirtilmektedir. Serbest
seminal mtDNA kopya sayisinin sperm konsantrasyonu,
motilitesi ve morfolojisi ile negatif korelasyon gésterdigi

ve semen kalitesinin biyobelirteci olarak kullanilabilecegi
bildirilmektedir.[?*]
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Serbest Seminal Deoksiriboniikleik
Asitler ve Erkek infertilitesi

Erkek infertilitesi bir¢ok faktoriin etkili oldugu patolojik
bir durumdur. Erkek infertilitesinin genetik 6zellikleri tes-
tisin histolojik fenotipleri ve semenin olduk¢a heterojen
olmasindan ve spermatogenez siirecinde 2000°den fazla ge-
nin gorev yapmasindan dolay1 oldukea karmagikeir. 24l Cfs-
DNAlarin invaziv olmayan bigimde erkek faktdr infertili-
tesi hakkinda daha dogru ve duyarli bilgi vermesi infertilite
aragtirmalarinda kullanimina olanak saglamaktadir.[]

Infertil erkeklerde daha yiiksek konsantrasyonda ve fark-
li buytiklitkte bulunan cfs-DNA’lar reaktif oksijen tiirleri
(ROS), lipid peroksidasyonu ve protein karbonilasyonu
gibi seminal plazma oksidatif stres degiskenleri ile iliski-
lendirilmektedir.>*" Seminal plazmadaki ROS seviyesi ile
cfs-mitokondrial DNA (cfs-mtDNA) kopya sayist arasinda
negatif bir korelasyon oldugu Chen ve ark. tarafindan ya-
pilan ¢alisma sonucunda bildirilmistir. Cfs-mtDNA kopya
say1st oligozoospermik, astenozoospermik, oligoastenotera-
tozoospermik (OAT) ve normozoospermik bireyler arasin-
da farklilik gostermektedir. Normozoospermik bireylerle
karsilagurildiginda astenozoospermik ve OAT’l1 bireylerde
seminal cfs-mtDNA saysi istatiksel olarak anlamli gekilde
azalmistir.*l Cfs-DNA’nin tek basina fertilizasyon, embri-
yo kalitesi ve hamilelik sonuglarr ile iligkili olmadig fakat
sperm DNA fragmentasyonu ile birlikte in vitro fertilizas-
yon (IVF) sonuglarinin tahmini tizerinde anlamli bir etkiye
sahip oldugu bildirilmektedir.[??]

Sperm fonksiyonlari ve fertilizasyon durumu epigenetik
siireglerdeki  degisimlerden etkilenebilir.  Epigenetik
degisiklikler ile erkek infertilitesinin iliskili oldugu bildi-
rilmektedir.”l DNA metilasyonu ve kodlama yapmayan
mRNAlar (miRNA, siRNA gibi) en ¢ok bilinen epigenetik
degisiklikler arasinda yer alir.?!l CEDNA metilasyonunun
testisin ve epididimisin epigenetik bilgisini (metilasyon
durumunu) belirttigini gosteren galigmalar bulunmakta-
dlr.[17’19]

Erkek iireme organlari ve kan arasinda bulunan oldukga stki
hiicresel bariyerlerden dolay testis ve epididimiste bulunan
cf-DNA, RNA ve proteinler kan serumunda ya bulunmaz
ya da nadiren bulunabilir. Fakat ¢esitli tireme organlarinin
salgisint igeren semende bol miktarda bulunmaktadir.[#’]
Testis ve epididimis hakkinda bilgi sahibi olabilmek icin
genellikle doku biyopsisi ya da ponksiyon kullanilmaktadir.
Fakat biyopsi ve ponksiyon invaziv yéntemlerdir ve has-
talar tarafindan tercih edilmeyebilir. Cfs-DNA’larin elde
edilme bi¢imi ise invaziv degildir ve cfs-DNA'lar bilateral

testis ve epididimisin epigenetik bilgisini icerir, dolayisiyla
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testis biyopsisi ya ponksiyondan daha bilgi vericidir. Cfs-
DNAlarin viicut sivilarinda bulunan diger cf-DNA’lardan
daha bol miktarda bulunmasi da cfs-DNAlarin testikii-
ler biyopsi ve ponksiyona alternatif olabilme nedenleri
arasinda yer alir.['l Dolayisiyla erkek iireme organlarinin
epigenetigi hakkinda bilgi sahibi olabilmek i¢in doku (lar)
dan izole edilen DNA/RNA yerine testis ya da epididimis
hakkinda bilgi veren seminal cf-DNA ve/veya RNA'larla
calismak daha kolay, bilgi vericidir ve hassastir. Semenleri
testis ve epididimise dzgii salgilari icermeyen vazektomi-
ze erkekler ve normozoospermik saglikli kontrollerin yer
aldig1 bir caligmada cfs-DNA’lar kullanilarak testis ve epi-
didimise 6zgii metile promotorlar belirlenmistir. cfs-DNA
miktarinin normozoospermik erkeklerdeki miktarinin va-
zektomize erkeklerdeki cfs-DNA miktarindan fazla oldugu
bildirilmistir. Bu durumun cfs-DNA'nin %70’ten fazlasi-
nin testisten ya da epididimisten koken almasindan kay-
naklandigt belirtilmistir. Normozoospermik ve vazektomi-
ze erkeklerin seminal plazmalarinda mikroarray ile 18028
insan promotorunun metilasyon profili incelenmis ve bun-
lardan 4111 promotor karakterize edilmistir. Karakterize
edilen 4111 promotordan %9,71’inin testis ve epididimi-
se 0zgli hipometile promotorlar, %3,53’tintin ise testis ve
epididimise 6zgii hipermetile promotorlar oldugu belirlen-
mistir. Yirmi gen i¢in mikroarray sonuglari methyl-DNA
immunopresipitasyon (MeDIP) ve methylight analizi ile
dogrulanmistur. MeDIP sonuglarinin paternal olarak eks-
prese edilen 10 (Paternally Expressed 10, PEG10) ve kase-
inolitik peptidaz B (Caseinolytic Peptidase B, CLPB) gen-
leri hari¢ mikroarray promotor metilasyonu sonuglar: ile
uyumlu oldugu bildirilmistir. H19’un metilasyon seviye-
sinin normozoospermiklerde %59,30 vazektomize erkek-
lerde ise %43,47 oldugu bildirilmistir. Methyligt yontemi
ile 10 gende yapilan dogrulama analizleri sonucunda ise
promotorlarin %90’ inda metilasyonun basarili sekilde be-
lirlendigi sadece minikromozom devam kompleksi bileseni
10 (Minichromosome Maintenance Complex Component
10, MCM10) geninin amplifikasyonunun gerceklestirile-
medigi belirtilmistir. Testis ve epididimise spesifik hipo—
ve hipermetile genlerin fonksiyonlarinin belirlenmesi icin
yapilan GeneOntology analizleri sonucunda; testis ve epi-
didimise 6zgii hipometile genlerin seksiiel tireme, iyon
transportu, organik asit transportu ve savunma cevaplarin-
da yer alan genler oldugu belirlenmistir. Buna karsin tes-
tis ve epididimise 6zgii hipermetile genlerin translasyon,
hiicresel proteinlerin metabolik siirecinin diizenlenmesi,
hiicresel katyon homeostazisi, mitotik hiicre siklusu sira-
sinda ubikutin protein ligaz aktivitesinin diizenlenmesi ve
epidermal bilyiime faktor reseptdr aktivitesinin diizenlen-
mesi ile anlamli olarak iliskilendirildigi bildirilmistir.["]

Birgok tireme organinin salgisini iceren insan semeninden
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elde edilen cfs-DNAlarin testisin metilasyon durumunun
yansitip yansitmadigini belirlemek amaciyla yapilan bir
calisgmada Wu ve ark. cfs-DNA’nin testikiiler DNA’nin
metilasyon durumunu gosterdigini bildirmistir. Sertoli cell
only (SCO) sendromu, maturasyon durmas: (Maturation
Arrest, MA), hipospermatogenez (HO) ve normozoos-
permi (Nor) gibi farkls testikiiler fenotipe sahip olan no-
nobstriiktif azospermili (NOA) bireylerin cfs-DNA’sinda
Siklin A1 (Cyclin A1, CCNAI), akrozin baglayici protein
(Acrosin-Binding Protein, ACRBP), kalsiyum ve integrin
baglayici protein (Calcium— and Integrin-Binding Protein,
CIB1I), double-cinsiyet ve Mab3-liskili transkripsyon fak-
torit (Doublesex-and Mab3-related Transcription fakeo-
rii, DMRTI) ve 1si-sok transkripsyon faktorii 1 (Heat-
Shock Transcription Factor, HSFI) genlerinin promotor
metilasyon ylizdeleri analiz edilmisti. ACRBP, CCNAI
ve DMRT1 genlerinin promotor metilasyon yiizdesinin
SCO, MA, HO ve Nor gruplar: arasinda farklilik goster-
digi ve metilasyon yiizdesinin SCO testikiiler fenotipinden
Nor fenotipine kadar ilerleyici olarak artug: bildirilmistir.
CIB1 ve HSFI genlerinin metilasyon yiizdesi ise SCO fe-
notipinden HO’ya kadar ilerleyici tipte bir artis sergilemis,
Norda ise yavas bir seklide azalmistir. SCO ve Nor gruplart
arasinda ACRBPin, MA ve HO ya da Nor gruplari arasin-
da CCNAI'in ve MA ve Nor gruplari arasinda DMRT1in
promotor metilasyonunda istatiksel olarak anlamli farkli-
liklar bulundugu bildirilmistir. Cfs-DNA’larin sadece tes-
tikiiler dokunun metilasyon durumunu belirtmekle kal-
mayip aynt zamanda azospermik bireylerin testislerindeki
sperm varligi hakkinda da bilgi verdigi bildirilmektedir.
NOAl1 bireylerin yaklasik olarak yarisinda TESE gibi in-
vaziv yontemlerle testikiiler sperm elde edilmektedir. Cfs-
DNA’nin invaziv olmayan bir yaklagimla testislerde sperm
varligi hakkinda bilgi verdigi 6ne siiriilmektedir. CCNAI
promotor metilasyonunun HO’lu erkekler ve diger NOA
testikiiler fenotipine sahip olan erkekler arasinda farklilik
gosterdigi HO’lu hastalar1 %92,5 ozgiinliik ve %33,33
duyarlilik ile diger gruplardan ayirabildigi belirtilmistir.['”]
Dolayisiyla cfs-DNA’lar kullanilarak testis, epididimis ve
prostat gibi farkli tireme organlarinin metilasyon durumu
invaziv olmayan bir sekilde elde edilebilir.

Serbest Seminal Riboniikleik Asitler ve
Erkek infertilitesi

Seminal plazmada cf-RNA’larin belirlenmesi ve karakteri-
zasyonu ilk kez Huang ve ark. tarafindan 2000’li yillarin
basinda gergeklestirilmistir. Saglikli bireylerin seminal plaz-
malarindaki ¢f-RNA konsantrasyonunun 0,87-3,64 mg/L
oldugu belirlenmistir. Kismen degrede formda bulunan
cfs-RNAlarin farkls transkript tiirlerini (3’ve 5’amplikonlar

gibi) temsil ettigi ve oldukea stabil oldugu bildirilmekreedir.
28] Cfs-RNAlarin stabilitesinin mikrovezikiiller icinde ya
da gesitli protein kompleksleri ile bagli olmalarindan kay-
naklandigt bildirilmektedir. Cfs-mRNA’larin ¢cogu seminal
vezikiiller icinde bulunurken cfs-miRNA’larin ¢ogu prote-
in komplekslerle bagli olarak bulunmaktadir. Semen digin-
da farkli viicut sivilarinda da bulunan cf-RNA’larin kanser
tanisi, prenatal tani, hamilelik takibi, doku yaralanmalari,
kardiyovaskiiler hastaliklar, metabolik rahatsizliklar ve adli
karakterizasyon gibi ¢esitli durumlar icin {imit vadeden bi-
yobelirtecler olabilecegi bildirilmektedir. Bunlara ilaveten
cf-RNAlarin hiicre-hiicre iletisiminde rol oynadigt da 6ne
stiriilmektedir. Cf-mRNA’lar koken aldiklari organlarin
gen ekspresyon profillerini yansitmaktadir.?2% Seminal
plazmada bulunan cf-RNA’lar erkek tireme organlarindan
koken alan transkriptlerin karigimidir ve erkeklerde tireme
ile iligkili hastaliklarin tanist ve arasurilmasi icin potansi-
yel biyobelirtegler olabilir.?l Seminal sivida >200 farkl:
mRNA ve yiizlerce miRNA’nin varligs karakterize edilmis-
tir.'®l Cfs-mRNA’larin ekspresyonunun bogalarda iireme
performansini degerlendirmek i¢in kullanilabilecegi ve
spermatozoada dondurulmadan kaynaklanan zarara kar-
st hassasiyeti tahmin edebilecegi bildirilmektedir.?d Cfs-
RNA'lar bilateral testis, seminal vezikiiller ve prostattan
koken almalarindan dolay1 cfs-mRNA ve cfs-miRNA’larin
erkek tireme organlari hakkinda bilgi verdigi bildirilmekte-
dir. Yas, asemptomatik Ureaplasma urealyticumm (UU) en-
feksiyonu, skrotal 1s1 stresi, cinsel perhiz siiresi ve semen
orneginin depolanma kosullarinin da dahil oldugu baz
klinik fakeorlerin cfs-RNA’larin miktarina olan etkisi be-
lirlenmistir. UU enfeksiyonu infertil erkeklerde en yaygin
gozlenen enfeksiyondur. DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box
polipeptid 4 (DDX4), WAP Four-Disulfide Core Domain
9 (WFDC9), semenogelin 1 (SEMG]I) ve transglutaminaz
4 (TGM4) cfs-mRNAlarin ve doku spesifik olan ya da bir
dokuda tercihli olarak eksprese edilen cfs-miRNAlarin [
(miR-514a-3p (testis), miR-221-3p (testisteki ekspresyo-
nu yiiksek), miR-892a (epididimis), miR-141-3p’nin (se-
minal vezikiil ve prostat)] bir ejakulattaki toplam miktarla-
r1 belirlenmistir. Skrotal 1s1 stresinin testis ve epididimisten
koken alan cfs-RNA’larin miktarinda degisiklige neden
oldugu ve cinsel perhiz siiresinin seminal vezikiiller iceri-
sinde yer alan cfs-mRNA’larin miktarini etkileyebildigi bu-
lunmustur. DDX4 ve epididimis spesifik WFDC9 cfs-mR-
NA ve testis spesifik miR-541a-3p cfs-miRNA seviyesinin
skrotal 1st artisina bagli olarak istatiksel olarak anlamls sekil -
de arus gosterdigi bildirilmistir. Cinsel perhiz siiresindeki
artisin ise SEMGI cfs-mRNA miktarinda azalmaya neden
oldugu one stirtilmiistiir. Buna kargin yas, UU enfeksiyonu
ve sperm depolama kosullarinin cfs-RNA 6l¢iimii tizerinde
anlamli bir etkiye sahip olmadig belirtilmistir. Cfs-mRNA
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ve cfs-miRNA’larin konsantrasyonunun 28 giinlitk sakla-
ma siiresince stabil oldugu ve bu siire boyunca istatiksel
olarak anlamli bir degredasyon gézlenmedigi bildirilmistir.
Dolaysiyla cfs-RNAlarin kullaniddigr ¢caligmalarda 1s1 ma-
ruziyeti ve cinsel perhiz siiresi diisiiniilerek hareket etme-
nin faydali olabilecegi 6nerisinde bulunulmaktadir."]

Cfs-RNA'larin testislerde germ hiicre varliginin biyobelir-
tecleri olarak kullanimlarina iligkin farklt gérisler bulun-
makla birlikte cogunlukla kabul edilen goriis cfs-RNA'la-
rin germ hiicre varligi icin uygun biyobelirtecler olabilecegi
seklindedir.®?¥ Cfs-RNA’larin seminal plazmadaki germ
hiicre varligini belirlemek i¢in invaziv olmayan bir biyo-
belirte¢ olabilecegi hipotezinden hareketle yapilan bir ¢a-
ligmada, Abdallah ve ark. germ hiicre spesifik DDX4 ve
prostat spesifik 7GM4 genlerinin cfs-mRNA ekspresyo-
nunu azoospermik ve normozoospermik erkekler arasinda
karsilagurmistr. DDX4 geni spermatogonya, spermatosit-
ler ve yuvarlak spermatidlerin de dahil oldugu farkli germ
hiicre tiplerinde eksprese edilen bir gendir ve spermatoge-
nik rahatsizliklar ile iligkilendirilmektedir. Calisgmada yer
alan azospermik erkeklerin %20,5’i MA, %17,9’u iSCOS
(incomplete Setoli cell-only sendromu) ve %61,5’i ise cS-
COS (complete Setoli cell only sendromu) sendromuna sa-
hip oldugu bildirilmistir. Serbest seminal germ hiicre spe-
sifik genlere ait mRNAlar (DDX4 cfs-mRNA ve TGM4
cfs-mRNA) normozoospermik bireylerin tiimiinde belir-
lenmistir. DDX4 cfs-mRNA 39 NOA erkegin 17’sinde
belirlenmistir ve bu durumun 17 vakanin altsinda MA,
4tnde icSCOS ve 7’sinde cSCOS bulunmasindan kay-
naklandigt one siiriilmistiir. DDX4 gen ekspresyonu goz-
lenen azospermik bireylerin daha yiiksek folikiil stimule
edici hormon (FSH) ve luteinlestirici hormon (LH) se-
viyesi ile daha diisiik testosteron seviyesine sahip oldugu
bildirilmistir. FSH ve LH seviyeleri azospermik erkeklerde
daha yiiksek iken serum testosteron seviyesi daha dustikeir.
Dolayisiyla azospermik erkeklerde DDX4 gen ekspresyo-
nu ile hormon seviyelerinin uyumlu oldugu bildirilmistir.
Calisma sonucunda germ hiicre spesifik cfs-mRNA'nin
nonobstriiktif azosperminin tanisinda sadece tamamla-
yict bir arag olabilecegi bildirilmektedir.**l Erkek iireme
sisteminden salgilanan bir ¢ok doku spesifik transkripti
iceren cfs-mRNA'larin azospermik erkeklerde germ hiic-
re varliginin yani sira tamamen obstritksiyon i¢in de bir
biyobelirte¢ olabilecegi Li ve ark. tarafindan ortaya cika-
rilmigtir. Bu calismada DDX4, TGM4 ve seminal vezikiil
spesifik SEMG1 genlerinin cfs-mRNAlarinin ekspresyonu
NOA ve obstriiktif azospermili (OA) hastalarda ve saglikls
ya da vazektomize erkeklerde analiz edilmistir. Calismada
hastalarin sekizi MA, iicii iSCOS, ve 28’i ¢SCOS send-
romuna sahip olan 39 NOAY hasta ve sekizi konjenital
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bilateral vaz deferens (CBAVD) ve 21’i non— CBAVD’ye
sahip 29 OA'l1 birey vaka grubunda yer almistir. Kontrol
grubunda ise saglikli ve vazektomize erkeklerin bulundu-
gu bildirilmigtir. Arasturmacilar 7GM4 cfs-mRNA’sinin
hasta ve kontrol grubunda yer alan tiim bireylerde bulun-
dugunu belirtmislerdir. SEMG1’in NOA'ls tiim bireylerde
belirlenirken DDX4’tin belirlenmesinin testisteki germ
hiicre varligina bagli oldugu bildirilmistir. DDX4 testis ve
epididimisin salgilarini icermeyen vazektomize erkeklerin
cfs-mRNA’larinda belirlenememistir. Ancak testikiiler bi-
yopsi tanilariyla uyumlu olarak, MA ya da iSCOS tanist
konulan bireylerin tamaminda DDX4 cfs-mRNA varlig
belirlenirken; non-CBAVD’ye sahip bireylerin ¢ogunda
ve vazektomize erkeklerin ya da CBAVD’li bireylerin ta-
maminda DDX4 cfs-mRNA ekspresyonu gozlenmemistir.
cSCO’lu erkeklerin yedisinde DDX4 cfs-mRNA’sinin var-
liginin testislerde germ hiicre varligini belirtirken, non-C-
BAVD'li bireylerin {iciinde DDX4 cfs-mRNA varliginin
tam olmayan obstriiksiyonu gosterdigi bildirilmektedir.
Aragtirmacilar cfs-mRNA’larin azospermide germ hiicrele-
rin varligt ya da tam obstriiksyonun karakterizasyonu icin
invaziv olmayan biyobelirte¢ler olabilecegini bildirilmekte-
dir.? Nonobstriiktif azospermide DDX4 cfs-mRNA’sinin
SCOS’un ayrimi ve karakterizasyonunda rol alabilecegi
onerilmektedir. DDX4 cfs-mRNA’sinin degerlendirilmesi-
nin SCO’yu karakterize eden testikiiler patolojiden daha
dogru oldugu bildirilmistir. NOA’nin alt tiplerinin (SCO,
MA ve hipospermatogenez) belirlenmesi i¢in “gold stan-
dard” testikiiler histopatolojidir. Fakat testikiiler histopa-
toloji testisin rasgele 6rneklenmesine dayandigi ve sperma-
togenezin heterojenitesinden dolay: cogunlukla yetersizdir.
Testikiiler histopoatoloji ile tani konulan SCO hatalari-
nin >%35’inin testislerinden spermatozoa elde edilebilir.
Dolaysiyla testikiiler histopatoloji ile NOA'nin alt tipleri
kesin olarak belirlenemeyebilir. SCO’yu diger NOA alt
tiplerinden ayirt etmek igin cfs-mRNA’larin daha bilgi
verici oldugunu bildirilmistir. Tesikiiler patoloji sonugla-
riyla DDX4 cfs-mRNA varligi NOA'lt bireylerde karsilas-
urilmistur. MA ve hipospermatogenez sergileyen bireylerin
timiinde DDX4 cfs-mRNA'nin belirlendigi ve NOA'l1 bi-
reylerde germ hiicre varliginin tanisinda oldukea hassas ve
dogru oldugu belirtilmistir. Testikiiler biyopsi ya da ponk-
siyon ile tani konulan SCO’lu bireylerin %50°den fazla-
sinda germ hiicre varligini gosteren DDX4 cfs-mRNA’st
saptanmustir. Testikiiler histopatoloji ile tani konulan SCO
vakalarinin %4’iinde ise DDX4 cfs-mRNA’si belirleneme-
mistir fakat diger NOA alt tiplerinin tamaminda DDX4
cfs-mRNA bulunmustur. Dolayisiyla invaziv testikiiler
histopatoloji ya da ponksiyon sonuglart NOA alt tiplerini
ayirt etmekte cfs-mRNA’lar kadar hassas ve dogru olma-
yabilir.["8]
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SONUC

Erkek infertilitesi alaninda yapilan ¢ok sayida calismaya

ve yogun ugraslara ragmen erkeklerde infertiliteye neden

olan sebepler hala tam olarak anlagilamamis ve vakalarin
%30-40"1 idiyopatik olarak kalmaktadir. Cfs-DNA ve
cfs-RNAlar ile erkek fakeor infertilitesi arasindaki iliskiyi
arastiran ¢aligmalar bu cfs-niikleik asitlerin tani ve prog-

nostik degeri olabilecegini bildirmekeedir. Cfs-niikleik

asitlerin tani ve/veya aragtirmalarda kullanilmasi gereksiz

invaziv testlerin kullanimindan kaginmayi garantileyebilir

ve infertil bireyeler icin en uygun yardimct tireme tekni-

ginin (IVF ve ICSI gibi) segilerek basarili bir sonug elde

edilmesini saglayabilir.
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