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Mikro RNA'larin erkek infertilitesindeki rolii

Dr. Bilge Ozsait Selcuk, Bio. Miih. Selva Tiirkélmez

[stanbul Universitesi, Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii, Genetik AD

infertilite, diinyadaki ciftlerin %10—15’inde gdzlenen
bir durumdur ve bu ciftlerin yaklasik %50’sinde anormal
semen parametrelerinin eslik ettigi erkek infertilitesi géz-
lenmektedir (1). Erkek infertilitesinin degerlendirilmesinde
semen analizi biyuk yer tutmaktadir. Bu analizde, semen
hacmi, pH, spermatozoa konsantrasyonu, motilitesi ve
morfolojisi gibi geleneksel semen parametreleri incelen-
mektedir (2). Diger yandan, erkek infertilitesinin degerlen-
dirilmesinde bu analizlerin yeterliligi hakkinda tartismalar
sirmekte (3) ve yeni fertilite belirteclerinin gelistiriimesi
yoniinde calismalar yapilmaktadir (4). Fertil ve infertil bi-
reyler arasinda karsilastirmali olarak arastirilan spermato-
zoal RNA'lar énerilen biyobelirtecler arasinda yer almak-
tadir (5—7).

Organizmalann genetik yapisinda, protein kodlayan
RNA'lann yani sira, protein kodlamayan RNA’lar da bulun-
maktadir. Kisa interferans RNA (siRNA), mikroRNA (miR-
NA) ve piwi-etkilesimli RNA (piRNA) olarak isimlendirilen
kisa RNA molekiilleri, transkripsiyon sonrasi ve translas-
yonel evrelerde gen ekspresyonunun diizenlenmesinde
onem tasimaktadirlar. Bu kiiclik molekiillerin seviyesinde
artis ya da azalis yoniinde olan degisimler veya gen di-
zilerinde meydana gelebilecek olan baskalasimlar kontrol
mekanizmalarinda farklilasmaya neden olmaktadir (8). Bu
farkhhklar normal fizyolojik stireclerde, 6rnegin spermato-
genezde, baskalasmaya yol agmakta ve ¢esitli klinik tablo-
larin gelismesine, érnegin infertiliteye, neden olabilmek-
tedir. Diger yandan, yakin zamanda yapilan calismalarda
vucut sivilarinda serbest olarak ya da ekzosomlar icerisin-
de paketlenmis olarak dolasan RNA’larin hiicre-hiicre ha-
berlesmesindeki diizenleyici rolleri de 6n plana ¢ikmakta-
dir (9) ve miRNA’larin hormonlar gibi etki gosterebildikleri
belirtilmektedir (10). Bununla birlikte, erkek lireme site-
minde yer alan cesitli miRNA’larin ekspresyonundaki de-
gisimlerin infertilite ile iliskili oldugu yéniindeki ¢calismalar

giderek cogalmaktadir (11,12). Bu derleme kapsaminda
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testikuler, epididimal, seminal ve spermatozoal miRNA'la-

rin erkek infertilitesindeki rolii incelenmistir.
MikroRNA’larin yapisi ve 6zellikleri

MikroRNA'lar (miRNA), 22—24 nukleotit uzunlugunda,
kisa ve tek zincirli RNAlardir. MiRNA'lan kodlayan gen-
lerin bircok farkli tiirler arasinda korunmus oldugu tespit
edilmistir (13). Bu ozellikleri, bu kiicik molekdllerin fizyo-
lojik siireclerdeki rollerinin dnemini vurgulamaktadir. in-
sanlarda yaklasik 1800’(in tizerinde mikroRNA'nin oldugu
saptanmistir (14) ve insan genlerinin yaklasik %30-60"1nin
bu miRNAlar tarafindan diizenlendigi én goérilmektedir
(15,16). MiRNA'larin, mRNA’nin 3’UTR bdlgesine baglana-
rak post-transkripsiyonel seviyede (13), genlerin baslangic
bolgelerine baglanarak transkripsiyonel seviyede (17) ya
da epigenetik slreclerde (18) etki ederek islev gosterdi-
§i 6ne surilmektedir. Bu diizenleyici molekdller, hedef
geninin mRNA’sinin 3’'UTR bdlgesine baglandiginda, gen
ekspresyonunun post-transkripsiyonel seviyede baski-
lanmasi veya engellenmesine neden olmaktadir (13). Tek
bir miRNA'nin birden ¢ok hedef geni olabildigi gibi tek bir
gen de birden ¢ok miRNA tarafindan ayni anda diizenle-
nebilmektedir (19). Olgunlasmis miRNA'lar, hiicre déngii-
sU, hiicre farklilasmasi (20), biiylime ve apoptoz (21) gibi
onemli fizyolojik stireclerin kontroliinde rol oynamaktadir.
Bunlarin yani sira, embriyo gelisimi (22), kadin (oviilasyon
ve korpus luteum gelisimi (23) gibi) ve erkek (spermato-
genez (24) ve spermiogenez (25) gibi) Greme sisteminde
gamet gelisimi ile ilgili streclerde yer aldiklar gésterilmis-
tir. Diger yandan, miRNA dizilerinde meydana gelebilecek
olan bir mutasyon, biyogenezlerindeki bir kusur (26) veya
gen dizilerindeki polimorfizmlerin infertiliteye yol acabil-
digi yéniinde bilgiler bulunmaktadir (8). Bu nedenle, erkek
faktorine bagli infertilitenin arastirimasinda spermatozoal
ve seminal miRNA’larin da incelenmesinin, tani ve tedavi

strecine 6nemli derecede isik tutacagi diistintiilmektedir.
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Spermatogenez ve testikiiler miRNA’larin rolii

Spermatogenez, mayoz ve mitoz hiicre bdlinmesi
ve spermatogonial kok hicrelerin olgun spermatozoaya
farkhlasmasini iceren karmasik bir siirectir. Testis dokusu,
tim dokular arasinda en karmasik transkript havuzuna
sahiptir ve bu 6zelligi temel olarak spermatosit ve round
spermatidlerden kaynaklanmaktadir. Bu hticreler, protein
kodlayan mRNA’larin yani sira ¢cok sayida kisa kodlamayan
RNA'larin da ekspresyonunu yapmaktadir (27). Memeli
testisinde islev géren miRNA'larin tanimlanmasi amaci ile
yapilan c¢esitli miRNA profilleme calismalarinda (28,29)
testis dokusu ve germ hiicrelerinde (spermatogonia, paki-
ten spermatositler, spermatidler, ve spermatozoada) farkli
ekspresyonu olan (29) ve 6zellikle insan spermatozoasina
6zgl oldugu tespit edilen ¢esitli miRNA'lar tanimlanmuistir
(30). Ek olarak, Sertoli hiicrelerine miRNA biyogenezi ile
iliskili basamaklarda kusur oldugunda olgun miRNA'larin
ortamda olmamasi ve bu nedenle de Sertoli hiicrelerinin
mayozu ve spermiyogenezi destekleyememesinden do-
lay1 spermatogenezde blok oldugu gdézlenmistir (31). Bu
bulgular, spermatogenezin mitotik, mayotik ve mayoz
sonrasl kontrol sireclerinde miRNA’larin rol oynayabile-
cegini isaret etmektedir (32). Ozellikle, miR-34 ailesinden
bazi miRNAlarin ve miR-429, miR-122’in histopatolojik
ve spermatogenik diizensizliklere eslik ettigi gbzlenmistir
(33). Bu miRNA’lardan miR-34’lin zona pellusidaya bagla-
nan spermatozaoda var oldugu tespit edilmistir ve fertili-
zasyon ve erken embriyonik gelisimde bir rolii olabilecegi
dasinilmektedir (34). Yapilan fonksiyonel calismalarda,
diger bir miRNA olan miR122a’nin ise geg evre erkek fare
gametlerinde spermatozoon DNA’sinin siki bir sekilde pa-
ketlenmesinde rol oynayan tp2 mRNA’sinin baskilanmasi-

na neden oldugu gdsterilmistir (35).
Azoospermide miRNA’lar

Yapilan calismalar sonucunda, azoospermi gozlenen
bireylerde bazi miRNA'larin ekspresyonunda farklilasma
oldugu ortaya konulmustur (33,36,37). Ozellikle, non-
obstriktif azoospermi (NOA) gbzlenen bireylerin testis
dokularinda miR-34 ve miR-449’'in ekspresyon diizey-
lerinin kontrol grubuna gére anlamli oranda arttigi, miR-
34b*, miR-34b, miR-34c-5p ve miR-122 ekspresyolarinin
ise azaldig belirlenmistir (33,36). Ayrica, NOA varliginda
seminal plazmada miR-34c-5p, miR-122, miR-146b-5p,

miR-181a, miR-374b, miR-509—5p ve miR-513a-5p’nin
ekspresyonunun, kontrol bireylerine gbére 6énemli oranda
azaldig gésterilmistir (37). Ote yandan, NOA vakalarinda
Sertoli cell only (SCO), karisik atropi ve germ hiicre aresti
gibi histopatolojik ézelliklerin varliginda miRNA ekspres-
yonunun normal dokulara goére farkhlastig belirlenmistir
(36,38). Yapilan fare calismalarinda, mir-17—92 kiimesi-
nin delesyonu sonucunda testikiiler hacimde azalma ve
epididimal spermatozoa sayisinda duisuts oldugu tespit
edilmistir (39). Ayrica mir-17—92 ve miR-372/miR-373’lin
apoptozu inhibe eden genleri diizenledigi, bu genleri he-
def alan miRNA’larin ekspresyonunun azalmasinin apop-
toz gelisimine ve non-obstruktif azoospermiye sebep ol-
dugu distinilmektedir (40,41).

Epipidimal miRNA profili

Yakin zaman 6ncesine kadar RNA'larin sadece hicre
icerisinde islev gordigi disunilmekteydi. Ancak, son
zamanda yapilan ¢alismalar kodlamayan diizenleyici RNA
molekillerinin hticre-hiicre haberlesmesinde de rol oy-
nadig1 belirlenmistir. Bu etkilerini, dogrudan serbest ola-
rak ya da ekstraselltler vesikuller icerisine paketlenmis
sekilde vicut sivilarina salinarak gdéstermektedirler. Epi-
didimal sivi icerisinde miRNA iceren ve “epididimozom”
ismi verilen ektraselliler vesikiillerin, olgunlasmakta olan
spermatozoa membrani ve epididim epitelyal hiicreleri ile
etkilesime girdikleri gosterilmistir (42). Epididim boyunca
yer alan somatik hticreler, oldukga kontrolli olarak diizen-
lemis gen ekspresyonuna sahiptir ve bu diizenlenme lu-
minal ekzokrin faktorler, steroid hormonlar ve miRNA'lar
gibi ¢cok cesitli faktorler tarafindan kontrol edilmektedir
(43). Yapilan calismalarda, epididimin farkli anatomik
bolgelerinde (kaput, korpus ve kauda) farkli miRNA’larin
yogunlastigl gézlenmistir (43,44). Bu farkhilk, olgunlasan
spermatozoanin uygun sekilde gelismesini saglayabile-
cegi, ardisik ancak, farklh mikrogevrelerin olusturulmasi
acisindan énem tasimaktadir. Ek olarak, epididime 6zgil
miRNA'larin sayisinin ilerleyen yas ile birlikte azaldig) tes-
pit edilmistir (45). Diger yandan, spermatozoonun motili-
te kazanmasi, olgunlasmasi ve saklanmasi agisindan epi-
didimal miRNA’larin saglikl bir sekilde ekspresyonunun
olmasinin biylik dnem tasidigi gdzlenmistir. Ornegin,
yapilan bir calismada sican epididiminde bulunan Hon-
gESr2 miRNA'sinin normalden daha ¢ok ekspresyonunun

olmasinin sonucunda, motilite ve kapasitasyon oranlarin-
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Tablo 1. Cesitli arastiricilar tarafindan klinik kondiisyonlarla iliskilendirilmis olan bazi seminal ve spermatozoal miRNA'lar

Klinik kondiisyon Ekspresyon artisi Ekspresyon azalisi Referanslar

Astenozoospermi miR-27b, miR-151a-5p miR-101-3p, let-7b-5p 52
miR-141, miR-200a miR-122, miR-34b 11
hsa-miR-34c-5p, hsa-miR-122, 37
miR-146b-5p, miR-181a, miR-
374b, miR-509-5p, miR-513a-
5p

Oligoastenozoospermi miR-141, miR-200a hsa-miR-34b, hsa-miR-34c-5p, 11
hsa-miR-429 hsa—miR—lZZ, miR-16 33
miR-23a 53

Oligozoospermi mir-21, mir-22 54
miR-335-5p, miR-885-5p, miR- 51
152-3p

Teratozoospermi miR-101-5p, miR-1305, miR- miR-151-5p, miR-935 51
32-3p miR-16-1-3p, miR-198

Non-obstriktif azoospermi  hsa-miR-429 hsa-miR-34b*, hsa-miR-34b, hsa- 33
miR-19b, let-7a miR-34c-5p, hsa-miR-122 55

mir-146b-5p, mir-181a, mir-374b, 37

mir-509-5p, mir-513a-5p

da azalmaya neden oldugu gézlemlenmistir (46). Ozet
olarak, epididimal miRNA'larin ekpresyonundaki herhangi
bir degisim infertiliteye eslik edebilmektedir (43). Bu ne-
denle, infertilite olgularinda epididimal miRNA’larin da
potansiyel biyobelirteg olarak arastirmalara dahil edilmesi

tartisilan konular arasindadir.
Seminal plazmadaki miRNA’lar

Seminal plazma, erkek Greme sisteminden kaynakla-
nan farkli sekresyonlarin bir karisimi olarak meydana gel-
mekte, dolayisi ile bu dokulara 6zgli mRNA ve miRNA'lar
icermektedir (47). Bununla beraber, seminal plazmada
serbest olarak bulunan miRNA’larin biiytik cogunlugunun
testis ve epididimden kaynaklandig (48) ve diger viicut
sivilar ile karsilastinldiginda seminal plazmada ¢ok daha

yuiksek oranda miRNA yer aldiklan belirtilmektedir (47).
Spermatozoal miRNA’lar

Olgun spermatozoonun yaklasik 3000 adet karmasik
yapida transkript icerdigi tespit edilmistir. Aktif translas-
yonu olmayan bu gametlerdeki RNA’larin testisteki sper-
matozoa gelisim stireclerinin bir yansimasi/kalintisi olan
artik trlinler oldugu dastintlmekteydi. Ancak, son yillarda
yapilan arastirmalarin sonuglari, spermatozoal RNA'larin
farkli islevlerinin olabilecegini ve fertilizasyon stirecine ve

gelisen embriyoya katkilarinin bulunabilecegini diistindir-
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mektedir (49). Spermatozoal RNA'lar arasinda yer alan
miRNA’larinin profillenmesi icin yapilan cesitli calismalar-
da bu RNA molekiillerinin hiicre farkhlasmasi, hiicre geli-
simi, morfogenez ve embriyogenez (12) ile ilgili genlerin
dizenleme mekanizmasi ile potansiyel olarak iliskili olabi-
lecekleri g&sterilmistir.

On adet normozoospermik fertil bireyin analiz edil-
digi bir calismada her bir bireyin 6rneginde 221 ortak
miRNA'nin ekspresyonunun oldugu, bunlardan 18 tanesi-
nin dogrudan spermatogenez ile iliskili oldugu, dérdinin
epididimal maturasyonunda, bir tanesinin de spermato-
gonial kok hicre yenilenmesinde yer aldigl gosterilmistir.
Doért miRNA'nin ise embriyonik gelisim ile iliskili oldugu
tespit edilmistir (12). Spermatozoal miRNA’lar arasinda
yuksek ekspresyonu olan hsa-miR-191-5p, spermatozo-
anin morfolojik olarak farklilasmasi ile iliskilendirilmistir ve
testislerde de yliksek seviyede ekspresyonunun oldugu
gosterilmistir. Yakin zamanda yapilan ve idiopatik erkek
infertilitesi olan normozoospermik bireylerin ART sonug-
larinin karsilastinldigl bir baska arastirmada, spermatozoal
miR-34b ve miR-34c’nin normal semen parametrelerinin
oldugu grupta daha ytiksek oranda ekspresyonunun oldu-
Sgu gosterilmistir. Ek olarak, bu miRNAlar in vitro embriyo
gelisiminin 3. gininde (D3) yiiksek kaliteli embriyo yliz-
desi ve yiiksek gebelik oranlari ile iliskilendirilmistir (50).

Diger yandan, oligozoospermik, astenozoospermik ve
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teratozoospermik bireylerden elde edilen spermatozoal
miRNAlan karsilastinldiginda, bu ¢ grup arasinda ve de
kontrol grubu arasinda farkli miRNA’larin én plana ¢iktig
gozlenmistir (50,51). Bu bulgular, miRNA'larin sperma-
togenezde 6nemli rol oynadiklarinin ve fertilite ile iliskili
mekanizmalara katildiklarinin bir géstergesi olarak kabul
edilmektedir. Yapilan bazi calismalarda alt gruplar kendi
icerisinde miRNA kiimeleri acisindan homojenite gosterse
de en heterojen grubun oligozoospermik bireylerden elde
edilen spermatozoal miRNA kimelerinde oldugu gézlen-
mistir (51). Cesitli klinik durumlar ile iliskilendirilmis ve va-
lide edilmis olan bazi miRNA’lar Tablo 1’de 6zetlenmistir.
Sonug olarak, son zamanlarda miRNA’larin insan me-
tabolizmasindaki énemi tartisiimaz hale gelmistir. Hedef
mRNAlarin analizleri ve ART ciktilan beraber degerlendi-
rildiginde, spermatozoal miRNA yikinln fertilizasyon-
dan sonraki gelisim strecindeki kontrol mekanizmalarina
dahil olabilecegini gosteren bulgular elde edilmistir. Fertil
bireylerin spermatozoal miRNA’larinin daha zenginlestiril-

mis bir halde hiicre farklilasmasi, gelisim, morfogenez ve
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