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Eksozomlarin erkek infertilitesindeki roliu

Role of exosomes in male infertility

Asli Metin Mahmutoglu

Infertilite tireme ¢agindaki ciftlerin %14-15"inde goriilen 6nemli bir
saglik problemidir ve erkek faktoriin bu soruna katkisinin yaklasik ola-
rak %50 oldugu tahmin edilmektedir. Eksozomlar birgok hiicre tipi
tarafindan hiicre dit ortama salinan nano biiyiiklitkteki keseciklerdir.
Eksozomlar anne siitii, blastosol stvisy, idrar ve semenin de dahil oldu-
gu bircok viicut sivisinda bulunmaktadir. Eksozomlarin hiicreler arast
iletisim, farkls kargolarin (RNA, protein ve lipid gibi) tastnimi, anti-ret-
roviral aktivite, mikrobiyal patogenezin diizenlenmesi, programli hiicre
oliimii, anjiyogenez, immun cevabin diizenlenmesi ve koagulasyon da
rol oynadigi bilinmektedir. Ozellikle son 10 yilda yapilan alismalar se-
minal eksozomlar ve erkek infertilitesi arasinda bir iliski oldugunu ve
eksozomlarin erkek infertilitesinin tanisinda ve tedavisinde kullanilabi-
lecegini bildirmektedir. Ancak erkek infertilitesi ve eksozomlar arasin-
daki bu olast iligkinin tam olarak aydinlatilabilmesi i¢in kapsamli ve iyi
organize edilmis ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: erkek infertilitesi, eksozom, seminal eksozom,
miRNA, protein

GIRiS

?

Eksozomlar insanlarin da dahil oldugu farkli organizma-
lara ait bir ¢ok hiicre tipi tarafindan ortama salinan nano
biiyiiklitkteki (40-150 nm) keseciklerdir.'”] Kendilerine
ozgii lipid organizasyonuna sahip olan bu keseciklerin en-
dozomlardan koken aldigr bilinmekeedir.®) Endozomun
olgunlagmasi sirasinda endozom zarinin igeri dogru tomur-
cuklanmastyla kiiciik kesecikler meydana gelmektedir. Bu
kesecikleri iginde bulunduran yapiya ¢ok-kesecikli yapilar
(MVB: multivesiclar bodies) adi verilir. Cok-kesecikli ya-
pilarin hiicre zar1 ile birlesmesi sonucu iclerindeki kargo
hiicre dist siviya salinarak eksozomlarin ¢esitli viicut stvila-

rina gegmesi saglanmakeadir.'®" Anne siitii, kan, semen,
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ABSTRACT

Infertility is an important problem affecting 14-15% couples in
reproductive age and the contribution of male factor to this problem
is indicated to be approximately 50%. Exosomes are nano-sized vesicles
released from many cell types to intracellular milieus. Exosomes are
found in several body fluids including breast milk, blastocoel fluid,
urine and semen. Exosomes are known to play various roles in the
transportation of different cargos (such as RNA, protein and lipid),
anti-retroviral activity, regulation of immune response and microbial
pathogenicity, apoptosis, angiogenesis and coagulation. In particular,
in the last decade, studies have indicated that there is an association
between seminal exosomes and male infertility and that exosomes may
be used in the diagnosis and treatment of male infertility. However,
comprehensive and more organized studies are needed to clarify the
possible association between male infertility and exosomes.

Keywords: male infertility, exosome, seminal exosome, miRNA, protein

epididimal stvi, vajinal salgilar, tiikiiriik ve idrar eksozom-
larin izolasyon ve karakterizasyonunun yapildigt viicut si-

vilari arasinda yer almakradir.[012-%4]

Eksozom igeriginin kéken alinan hiicre tipine ve hiicre-
nin durumuna gore farklilik gdsterdigi bilinmekle birlikte;
eksozomlarin protein ve lipid gibi bilegenler bakimindan
kismen ozgiin oldugu belirtilmektedir. Endozomal koke-
ne sahip olmalarindan dolay: eksozomlarin tetraspanin-
ler (CD9, CD63, CD81 ve CD82), isi-sok proteinleri
(HSP60, HSP70 ve HSP90), TSG101 (tumor susceptibi-
lity gene 101), Alix, fiotillin, Rab5b, Annexin proteinleri
(Annexin I, II, IV, VII ve IX), lipid-iliskili proteinler ve
cesitli fosfolipidler (fosfotidilkolin ve fosfotidilserin gibi)
bakimindan zengin oldugu bir¢ok ¢alismada bildirilmistir.
Bu proteinlerden bazilart eksozomlarin karakeerize edilme-
sinde biyobelirteg olarak kullanilmaktadir.["™5%] Ancak
yakin zamanda yayinlanan ve eksozomlarin kompozisyo-
nunu yeniden degerlendiren bir ¢alismada, Annexin I'in
(Annexin Al) bir ¢ok ¢alismada belirtildigi gibi eksozom-
lar i¢in spesifik bir biyobelirte¢ olmadigi ancak eksozom-
lar gibi hiicre dist kesecikler olan mikrovezikiillere 6zgii
bir biyobelirte¢ oldugu belirtilmistir. Ayrica eksozomlarin
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CD9’u mikrovezikiillerden ¢cok daha az miktarda icerdi-
gi de bildirilmistir.?l Benzer sekilde seminal plazma ekso-
zomlarinda CD63 ve CD9 ekspresyonunun mikrovezikiil-
lerden daha diisiik, CD81 ekspresyonunun ise daha yiiksek
oldugu flow sitometri analizleri ile gosterilmistir.["]

Eksozomlar protein, lipid, mRNA ve kodlama yapmayan
RNAlart (miRNA, siRNA ve IncRNA gibi) tasimakla
gorevli olan yapilardir."®21 Fakat bilinenlerin aksine kro-
matin yapisinin olusmasinda rol oynayan histon protein-
lerinin,? DNA’nin, miRNA'nin islenmesinde rol alan
Argonaute 1-4 proteinlerinin ve hiicre iskeleti protein-
lerinin eksozomlar tarafindan tagimadig: son zamanlarda
yapilan bir ¢alisma ile ortaya cikarilmistr. Eksozomlarin
yiiklenmesinin rasgele olmadig1 aksine ¢ok iyi diizenlen-
digi bildirilmektedir.””! Eksozomlar hiicreler aras: iletisim,
anti-viral aktivite, mikrobiyal patogenezin diizenlenmesi,
programl: hiicre 6liimii, anjiyogenez, immun cevabin dii-
zenlenmesi ve koagulasyonda rol almaktadir."?*l Semende
bol miktarda bulunan eksozomlarin (seminal eksozomla-
rin) erkek fertilitesinde de 6nemli rol oynadig: bildirilmek-

tedir.[242°]

Seminal Eksozomlar

Semen; sperm hiicrelerinin yani sira somatik hiicreler, ¢e-
sitli peptid ve proteinler, prostatik stvilar, immunosupresif
ajanlar ve membranla cevrili mikro— ve nano-keseciklerin
bulundugu biyolojik bir stvidir.28 Eksozomlar ve mikro-
vezikiiller seminal plazmada yer alan hiicre digi kesecikler-
dir ve sahip olduklar: bir¢ok fonksiyonla iiremede yer al-
maktadirlar.["] Eksozomlarin hiicreler aras iletisime kiigiik
RNA molekiillerini tastyarak aracilik ettigi diistiniilmekee-
dir. Sperm hiicreleri gibi seminal eksozomlar da heterojen
RNA icerigine sahiptir.[28’29] sncRNA, mRNA, miRNA,
piRNA, Y-RNA, rRNA ve tRNA seminal eksozomlarda
bulunan RNA cesitlerinden bazilaridir. miRNA’larin yani
sira translasyonu baskilama 6zelligi olan tRNA fragment-
lerinin de seminal eksozomlarda bol miktarda bulundugu
bildirilmistir. Seminal eksozomlar ile kiiciik RNA mole-
kiillerinin segici olarak tasindig1 ve eksozomlarin alici geni-
tal mukoza hiicrelerinde immun cevabin diizenlenmesinde

rol aldig1 belirtilmekredir. 28]

Atar damar viriisii atlarin semenlerinde bulunan ve tireme
sisteminde uzun siire kalici enfeksiyona neden olan bir vi-
riistiir. Bu virtisiin uzun siire kalic1 enfeksiyona neden ol-
masinin CXCL16 geninin spesifik bir alleliyle (CXCL165)
iliskili oldugu bilinmekteydi fakat mekanizmast acik de-
gildi. Seminal eksozomlar icerisinde yer alan eca-mir-128
miRNA ¢esidinin CXCLI6 geninde ckspresyon artisina
dolayistyla da enfeksiyona neden oldugu bilinmektedir.[*l
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Yaban domuzunda seminal plazma eksozomlari; sperm mo-
tilitesi, sperm membran biittinliigii, antioksidant kapasitesi
ve premature kapasitasyon inhibisyonunun siirdiiriilmesi ile
iliskilendirilmektedir.® Tavuklarda sperm hiicreleri sperm
depolama tiibiiliinde (SST, sperm storage tubule) uzun stire
canliligint koruyarak depolanabilir. Sperm hiicrelerinin,
SST hiicreleri tarafindan SST limenine salinan eksozomlar
sayesinde canliliklarini siirdiirebildikleri belirtilmektedir.?2

Insan semeninde farkli hiicre tiplerinden koken alan ek-
sozomlarin bulundugu ve bu eksozomlarin prokoagu-
lant ve anti-retroviral aktivite gibi farkli fonksiyonlara
sahip oldugu yapilan caligmalarla ortaya konulmustur.
323 nsanlarda seminal plazmadan koken alan ekso-
zomlarin detayli proteomik analizinin yapildigi calisma
yuritilmiistiir. Bu calismada 12 saglikli donériin semi-
nal eksozomlarindan PHGDH, LGALS3BP, SEMGI,
ACTB, GAPDH ve ALIX’in de dahil oldugu toplamda
1474 proteinin karakterize edilmistir. Karakterize edilen
seminal eksozom iligkili bu proteinlerin hangi hiicresel
yolaklarda gérev aldiginin belirlenmesi icin biyoinforma-
tik analizler yapilmistr. Yapilan biyoinformatik analizler
sonucu seminal eksozom iligkili proteinlerin ¢ogunlukla
hiicre biiytimesi ve devamliligi, enerji yolaklari, protein
metabolizmasi ve tasima gibi biyolojik siire¢lerde rol aldigt
ortaya cikarilmistir.®3l Seminal eksozomlar inseminasyo-
nun (doéllenme) ardindan disi tireme sisteminde depolan-
makrtadir. [nsanlarda seminal eksozomlar ile uterin hiic-
releri arasinda bir iliski oldugu bildirilmektedir. Seminal
cksozomlarin endometrial stroma hiicreleri tarafindan
alindig1 ve bu hiicrelerde IL-6 ve IL-8 sitokinlerinin tire-
timini indukledigi bildirilmistir. IL-6 ve IL-8 sitokinleri
embriyo implantasyonunun immiinolojisinde yer alan
sitokinlerdir. Uterusta seminal eksozomlar seminal plaz-
manin immun fonksiyonuna katki yapmakta ve embriyo
implantasyon siirecine kaulabilmektedir. Dolayistyla se-
minal eksozomlarin biyogenezinde, salgilanmasinda ve/
veya hiicreler arasi iletisim fonksiyonunda meydana gele-
bilecek sorunlar endometrium ile iletisimin bozulmasina
ve implantasyon basarisizligina neden olabilir.[**l

Eksozomlar ve Erkek infertilitesi

Infertilite {ireme ¢agindaki giftlerin %14—15ini etkileyen
onemli bir sorundur.*s! Erkek faktoriin bu iireme proble-
minin yaklasik olarak yarisindan sorumlu oldugu belirtil-
mektedir. Genetik sebepler, testikiiler hasar, konjenital ano-
maliler ve hipogonadizm erkek infertilitesine neden olan
faktorler arasinda yer almakeadir. Erkek infertilitesi hak-
kinda yapilan yogun arastirmalara ragmen hala erkek in-
fertilite vakalarinin %30—40’1n1 olusturan idiyopatik infer-

tilite vakalarindan sorumlu olan molekiiler mekanizmalar
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ve/veya faktorler bulunamamistir. %€ Eksozomlarin erkek
infertilitesindeki roliiniin belirlenmesi amaciyla yapilan ¢a-
ligmalar son 10 yilda artig gostermekeedir.

Erkek infertilitesi ile eksozomlarin da dahil oldugu ektra-
selliiler vezikiiller arasindaki iliskiyi degerlendiren ¢alisma-
lar mevcur literatiirde sinirlidir. Oligoastenozoospermili
(OA) subfertil erkeklerin seminal plazmalarindan elde edi-
len ekstraselliiler vezikiillerin miRNA ekspresyon profili
normozoospermik erkeklerle karsilasurildiginda istatiksel
olarak anlamli farkliliklar bulunmustur. Eksozomlarin da
aralarinda bulundugu ektraselliiler vezikiillerde mikroarray
ile 1205 miRNA’nin analiz edildigi ve bu miRNA’lardan 32
tanesinin OA’l1 bireylerde normozoospermiklere gore eks-
presyon farkliligi gésterdigi bildirilmistir. OA’lt bireylerde
ekspresyon farkliligi gosteren 32 miRNA'nin yedi tanesinin
ekspresyonunun yiiksek oldugu, 29 miRNA'nin ekspresyo-
nunun ise disiik oldugu belirtilmistir. Normozoospermik
erkeklerle kiyaslandiginda OA’l1 subfertil erkeklerin seminal
eksozom ve mikrovezikiillerinde miR765 ve miR1275’nin
daha fazla eksprese edildigi, miR152'nin ise daha az eks-
prese edildigi gosterilmistir. Seminal plazmadan elde edilen
ekeraselliiler vezikiiller, semen ve spermatozoanin miRNA
ekspresyon profili arasinda biiyiik bir 6rtiisme oldugu bil-
dirilmistir.’”l Azoosperminin orijinini tahmin etmek igin
semen eksozomlarinda bulunan miR-31-5p’nin %90'dan
yiiksek hassaslik ve duyarliliga sahip bir biyobelirteg ola-
bilecegi bildirilmektedir. miR-539-5p ve miR-941deki
ekspresyon degisikliklerinin siddetli spermatogenik rahat-
sizligt olan bireylerde spermatogenez varliginin tahmini
icin yiiksek tant dogruluna sahip oldugu onerilmektedir.
Semendeki sperm bozukluklarinin orijinini siniflandirmak
ve azoospermili erkeklerin spermatogenik rezervini tah-
min etmek icin invaziv olmayan bir tan1 metodu yoktur.
Azoospermili bireylerin tanist genellikle testis biyopsisi ile
konulmakeadir. Testis ve erkek tireme bezlerinin durumu
hakkinda bilgi verebilen insan semeninde azoosperminin
biyobelirteci olabilecek eksozomal miRNAlar arastirtlmis-
ur. Semen eksozomlari diger biyolojik stvilardan oldukca
farkli ve spesifik bir miRNA profili sergilemekredir.[?%]
miRNAlarin fertil ve infertil erkeklerde farkli ekspresyon
ozelligi gosterdigi de bilinmektedir.®# Siddetli sperma-
togenik bozuklugu olan bireyler, vasektomize erkekler,
normozoospermik ve oligozoospermik bireylerin yer al-
dig1 calismada miRNA profilleme analizi ile toplamada
623 miRNA belirlenmistir. Bu miRNA’larin %63,7’sinin
(397 miRNA) tim ¢alisma gruplarinda olduk¢a tutarl
ekspresyon ozelligi gosterdigi bildirilmistir. Spermatogenik
bozukluktan kaynaklanan azoospermi ile normal sperma-
togeneze sahip olup genital sistem obstritksiyonundan do-

lay1 meydana gelen azoospermi arasinda gozlenen miRNA

ekspresyon farkliliklari gesitli molekiiler yontemlerle dog-
rulanmistir. Azoosperminin orijini belirleyebilmek ve tes-
tislerdeki sperm varligi hakkinda bilgi sahibi olabilmek icin
seminal eksozomlarda miR-31-5p ve miR-941 analizi ya-
pilmasinin faydali olabilecegi ve bu analizin azoospermili
erkeklere Gnerilebilecegi bildirilmektedir.[2

Erkek tireme sisteminde farkli kokene sahip hiicreler tara-
findan tretilen eksozomlar semen kalitesini etkilemekte-
dir. Spermin hareketlilik ve kapasitasyon yetenegi kazan-
masinda CRISP1 (Cysteine-rich secretory protein 1) gibi
proteinlerin eksozomlar araciligtyla transferinin etkili ola-
bilecegi bildirilmektedir. Eksozomlarin normozoospermik
bireylerde spermin hareketliligini iyilestirdigi ve kapasitas-
yonu tetikledigi bildirilirken; siddetli astenozoospermik
bireylerde benzer bir etkinin goriilmedigi belirtilmektedir.
Normozoospermi, astenozoospermi ve azoospermiye sa-
hip olan bireylerin seminal eksozomlar: sekil, biiytikliik,
kanonik eksozom markirlarinin ekspresyonu, spermin ol-
gunlagmasinda rol alan proteinler ve fertilizasyon kapasitesi
agisindan benzer 6zellikler gostermektedir. Sperm hiicreleri
ejakulasyondan sonra bile zamana ve pH’ye bagli bicimde
eksozomlar araciligiyla taginan kargolari alma yetenegin-
dedir.??l Son zamanlarda yapilan bir galismada normozo-
ospermik ve siddetli astenozoospermik bireylerin sperm
ozelliklerine katki yapan seminal eksozomlarinin protein
profilleri karsilasurilmistr. Yapilan kapsamli proteomik
analizler sonucu her iki grup icin 1403’0 ilk kez olmak
tizere toplamda 2138 proteini karakeerize edilmistir. Bu
proteinlerden 89’unun iki grup arasinda ekspresyon farkli-
lig1 gosterdigi belirtilmistir. Siddetli astenozoospermik bi-
reyler normozoospermikler ile karsilasurildiginda 52 pro-
teinin ekspresyonunda artig 37 proteinin ekspresyonunda
ise azalma gozlendigi bildirilmistir. Normozoospermik
bireylerin seminal eksozomlarinda sperm fonksiyonlarint
pozitif etkiledigi bilinen CRISP1, sperm-iligkili antijen
11B (SPAG11B) ve defensin B126 (DEFB126) prote-
inlerinin ekspresyon diizeyi daha yiiksek bulunmustur.
Astenozoospermik erkeklerin eksozomlarinda ise inhibi-
tor bir protein olan glikodelin (PAEP) ve transglutami-
naz 4 (TGM4) ekspresyonu daha yiiksek bulunmustur.
Normozoopermik erkeklerin seminal eksozomlarinda eks-
presyonu yiiksek olan proteinlerden 1/3’tiniin treme ile
ilgili stireglerde yer aldig1 protein yolak analizi ile belirle-
nirken, siddetli astenozoopermik bireylerde ekspresyonu
yliksek olan proteinlerin herhangi bir biyolojik siirece 6zgii
olmadig1 bulunmustur.[*°]

Eksozomlar immun cevabin diizenlenmesinde etkili fak-
torler olarak da gdrev yapabilir. Saglikli bireylerin semen
ve vajinal sivilarindan izole edilen eksozomlarin HIV-1 en-
feksyonunu durdurabildigi ve/veya in vitro da potansiyel
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olarak viral transferi bloke edebildigi bildirilmektedir.[°]
HIV-T’in aktarimu cinsel iligki ile meydana gelir ve bu ak-
tartmda semen 6ncii rol oynar. Insan semeninin retroviriis-
lere 6zgii anti-HIV-1 aktivitesine sahip eksozomlar icerdigi
onerilmektedir. Seminal eksozomlarin farkli tipte hedef
hiicreler tarafindan alindiginda HIV-I’in replikasyonu
durdurdugu bildirilmistir. Seminal eksozomlarin HIV-1’in
replikasyonunu durdurmast HIV-1 ters-transkriptaz prote-
ininin kompozisyonunu degistirmesiyle saglanir.[?*]

Eksozom-iliskili proteinlerin tek tarafli varikoseli bulunan
infertil bireyler ve fertilitesi kanitlanmis erkekler arasinda
ckspresyon farkliligi gésterdigi olduk¢a yakin zamanda
yayinlanan bir calismada bildirilmektedir. Bu ¢alismada
eksozomlarla iliskili olan ve ekspresyon farklilig1 gosteren
ANXa2, TE CD63, KIF5B ve SEMGI1 proteinleri biyo-
informatik analizlerle secilmis ve bu proteinlerdeki eks-
presyon farkliligini Western blot analiziyle dogrulanmugtir.
Tek taraflt varikoseli olan hastalarda ANXA2’nin ekspres-
yonunda artis gozlenirken, KIF5B’nin ekspresyonunda ise
azalma oldugu rapor edilmistir. KIF5B ve ANXA2’nin tek
tarafli varikoseli olan bireyler i¢in protansiyel infertilite bi-
yobelirteci olabilecegi 6nerilmistir.[*']
Eksozomlar ve erkek infertilitesinin
tedavisi

Non-obstriiktif azoospermi (NOA) erkek infertilitesinde
tedavisi olmayan 6nemli bir sorundur. Busulfan ile indiik-
lenmis NOA fare modelinde idrardan kéken alan kok hiic-
relerin (USCs, Urine-derived stem cells) ve USC-eksozom
transplantasyonun farede endojen spermatogenez onari-
mint 36 giinde gerceklestirebildigi bildirilmistir. USCller
multipotent farklilasma kapasitesi ve parakrin etkilere sa-
hip olan hiicrelerdir. Bu hiicreler doku onarimi ve yenilen-
mesini gergeklestirebilme yetenegine sahiptir. Otuz altinct
giin sonunda USC ve USC-eksozomlarin transplantasyo-
nu, spermatogenik genler Pou5f1, Prml, SYCP3 ve DAZL
ve spematogenik protein UCHLT’in ekspresyonunda
kontrol grubuyla (PBS uygulanmis grup) karsilasturildigin-

da istatiksel olarak anlamli bir artis meydana getirmistir.[*2]

SONUC

Erkek infertilitesi alaninda yapilan yogun arastirmalara rag-
men idiyopatik erkek infertilitesinin altinda yatan molekii-
ler mekanizmalar hala aydinlatilamamistir. Eksozomlarin
sperm kalitesi, maturasyonu ve kapasitasyonu tizerine olan
etkileri ve RNAdan proteine kadar farkli ¢esitte kargolari
hedef hiicrelere tasiyabilme ozellikleri dikkate alindiginda;
bu nano-keseciklerin erkek infertilitesinin heniiz bilin-

meyen nedenlerinden sorumlu olabilecegi diisiiniilebilir.

ANDROLOUJI BULTENI

Eksozomlarla erkek infertilitesinin non-invazif tanist ve
hatta tedavisi miimkiin goriinmektedir. Ancak bu konuyla
ilgili kapsamli ve iyi organize edilmis ¢aligmalara ihtiya¢
duyulmaktadir.
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