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TC
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

SPERM HAREKETLILiGi DUSUK OLAN ERKEKLERIN
SPERMATOZOALARINDA NRF2 mRNA EKSPRESYON DUZEYININ
INCELENMESI

Reyhan KARA

TIBBi GENETIK ANABILiM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi / KONYA-2015

Erkek faktorii, infertilite i¢in 6nemli bir etiyolojik sebep olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Erkek infertilitesi igin bilinen
sebeplerin disinda son dénemde ilgi ¢eken bir yenisi eklenmistir; oksidatif stres. Viicuttaki antioksidanlar ve reaktif oksijen
tirleri (ROT) arasindaki dengesizlik sonucu ortaya ¢ikan oksidatif stres, spermlere zarar vermekte ve infertiliteye sebep
olabilmektedir.

Oksidatif strese karst 6nemli hiicresel savunma mekanizmalarindan biri transkripsiyon faktérii niikleer faktor eritroid
2 (NF-E2) iliskili faktor 2 (NRF2)’dir. NRF2, ROT’a karsi koruma i¢in 6nemli olan antioksidan enzimleri kodlayan genlerin
bazal ve indiiklenebilir transkripsiyonunu diizenlemektedir. Antioksidan enzimler insan spermatogenezisinde 6nemli rol
oynamaktadir. Insan seminal plazma ve spermatozoada bulunan siiperoksit dismutaz (SOD) énemli antioksidan enzimlerden
biridir.

Calismamiza 41 asthenozoospermik ve oligoasthenozoospermik olgudan olusan calisma grubu ile 48 saglikh
bireyden olusan normozoospermik kontrol gurubu dahil edildi. Bu ¢alismada asthenozoospermi ve oligoasthenozoospermi
olgularinda, spermatogenez igin 6nemli oldugu bilinen NRF2 antioksidan genin mRNA ekspresyon diizeyinin ve erkek tireme
sisteminde Gnemli bir antioksidan enzim olan seminal plazma SOD aktivitesinin sperm fonksiyonlar: ile olan iliskisinin
aragtirtlmas1 amaglandi. Olgularin spermatozoalarinda NRF2 antioksidan genin mRNA ekspresyon diizeyi i¢in kantitatif real-
time ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu ve seminal plazma SOD aktivitesi i¢in ise kolorimetrik yontem kullanildi.

Aragtirmamiz sonucunda, ¢aligma grubunun NRF2 antioksidan genin mRNA ekspresyon diizeyi kontrol grubu ile
istatistiksel olarak karsilastirildiginda anlamli bir fark saptanmadi (P=0.633). Ayrica NRF2 mRNA ekspresyon diizeyinin
spesifik sperm fonksiyon parametreleri (P>0.05) ve seminal plazma SOD aktivitesi ile aralarinda bir iligki olmadig: belirlendi
(P=0.533). Caligma grubunun seminal plazma SOD aktivitesi kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlaml bir fark saptanmadigin
gozlemledik (P=0.502). Seminal plazma SOD aktivitesinin spesifik sperm fonksiyon parametreleri ile de aralarinda bir iliski
olmadig1 (P>0.05) saptandi.

Bu nedenle, verilerimiz NRF2 mRNA ekspresyonunun ve seminal plazma SOD aktivitesinin diisiik sperm
hareketliligi olan erkeklerde anlamli bir fark gostermedigini ve spesifik sperm fonksiyon parametreleri ile iligkili olmadigin
gostermektedir. Bu veriler, insan spermatogenezisinde 6nemli rol oynadigi diigiiniilen NRF2 geninin erkek infertilitesi ile
iliskili ROT un tahmin edilmesinde ve ayrica SOD aktivitesinin sperm fertilizasyon potansiyelini belirlemede yeterli bir belirteg
olarak kullanilmasinin uygun olmadigini diisiindiirmektedir. Ancak, ¢alismamizda ¢alisma ve kontrol grubu sinirh sayida ele
alindigindan daha genis bir populasyonda daha fazla arastirma yapilmasi uygun olacaktir.

Anahtar Sozciikler: mMRNA ekspresyonu; spermatogenez; sperm hareketliligi; transkripsiyon faktorii niikleer faktor
eritroid 2 iliskili faktor 2
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ABSTRACT
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NRF2 mRNA EXPRESSION IN SPERMATOZOA IN MEN WITH LOW
SPERM MOTILITY

Reyhan KARA

DEPARTMENT OF MEDICAL GENETICS

MASTER THESIS / KONYA-2015

The most essential etiology that is accepted for infertility is the male factor. The common causes of male infertility
factor has been added a new interesting cause in a list which is called: oxidative stress. It is usually caused by imbalance
between reactive oxygen species (ROS) and antioxidants in the metabolism. Oxidative stress may disturb sperm and causes
infertility.

The transcription factor nuclear factor erythroid 2 (NF-E2) related factor 2 (NRF2) is one of the most important
cellular defense mechanisms against oxidative stress. NRF2 regulates basal and inducible transcription of genes encoding
antioxidant enzymes important for the protection against ROS. The antioxidant enzymes play an important role in
spermatogenesis. Superoxide dismutase (SOD) is one of the most important antioxidant enzyme found in human seminal
plasma and spermatozoa.

In this study 41 patients with asthenozoospermia and oligoasthenozoospermia and also 48 healthy individuals with
normozoospermia were included. The purpose of this study was to determine the level of mMRNA expression of antioxidant gene
Nfr2 that is known to be important for spermatogenesis and also the seminal plasma SOD activity which is an important
antioxidant enzymes in the male reproductive system effect on sperm functions in asthenozoospermia and
oligoasthenozoospermia cases. In this study, quantitative real-time reverse transcription polymerase chain reaction was used for
detecting mRNA expression levels of the NRF2 antioxidant gene in ejaculated spermatozoa and colorimetric method was also
used to evaluate seminal plasma SOD activity.

There was no significant difference in the mMRNA expression level of the NRF2 antioxidant gene between the patient
group and the control group (P=0.633). There was also no relationship detected between NRF2 mRNA expression level and
specific sperm function parameters (P>0.05). In addition, there was no relationship between NRF2 mRNA expression level and
seminal plazma SOD activity (P=0.553). We observed that there was no difference in seminal plasma SOD activity levels
between the control group and the patient group (P=0.502). There also was no relationship between seminal plasma SOD
activity and specific sperm function parameters (P>0.05).

Therefore, these data indicated that NRF2 mRNA expression level and seminal plasma SOD activity did not show
any significant difference in men with low sperm motility and that these factors were not related to specific sperm function
parameters. As a result, it is thought that the NRF2 gene, which plays an important role in human spermatogenesis, cannot be
suitable for use as a marker in the prediction of ROS related male infertility. In addition, this study showed that the SOD
activity is not a sufficient marker to determine sperm fertilization potential. However, the patient and control groups were
limited in this study. More studies in a larger population are required.

Keywords: mRNA expression; spermatogenesis; sperm motility; nuclear factor erythroid 2-related factor 2
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1. GIRIS VE AMAC

Infertilite, reprodiiktif cagda olan bir ciftin etkili bir korunma ydntemi
uygulamaksizin diizenli bir cinsel iliski varlifina ragmen bir yil i¢inde gebeligin
ger¢eklesmemesi olarak tanimlanmaktadir. Saglikli ciftlerin yaklasik %85-90’1nda
ilk bir yil igerisinde gebelik gergeklesmektedir (1). Tim diinyada infertilite
probleminin iireme ¢agindaki ¢iftlerin yaklasik %10’ unu etkileyen bir faktor oldugu
bilinmektedir (2,3). Tiim infertil g¢iftlerin %20-25’ini erkek, %30-40’m1 kadin
faktorli olusturur iken %30’unda hem erkek hem de kadina ait patolojiler birlikte
gozlenmistir. %15 g¢iftte ise tiim tanisal tetkikler sonucunda bir infertilite nedeni
tanimlanamamustir (4). Semen kalitesinin bozulmasi erkek infertilitesi i¢in 6nemli bir
nedendir ve insan semen kalitesinin hizli diisiisii 1940'lardan beri gézlemlenmektedir
(5). Genetik bozukluklar, genital sistem enfeksiyonlari, cerrahi Oykii ve tibbi
miidahaleler dahil birgok patolojik faktor semen kalitesini etkileyebilmektedir.
Ancak, anormal sperm iiretimi olan erkeklerin yaklasik %40’1 idiyopatiktir (2). Bu
erkeklerde diisiik spermatogenezisin bilinen etiyolojik bir nedeni yoktur (5). Genel
olarak erkek iireme patolojisindeki sorumlu hiicresel mekanizmalar tam olarak
anlasilamamistir. Ancak son yillarda erkek infertilitesi i¢in bir sebep olarak suclanan
oksidatif stres popiiler bir konudur ve ayrintili olarak ele alinmaya baslanmistir (6).
Bu c¢alismada, asthenozoospermik (sperm hareketliliginin  diigikliigi) ve
oligoasthenozoospermik (hem sperm hareketliliginin hem de sayisinin diisiikliigii)
olgularin spermatozoalarinda spermatogenez i¢in Onemli oldugu bilinen NRF2
antioksidan genin mRNA ekspresyon diizeyinin sperm fonksiyonlari ile olan iliskisi
ve erkek lireme sisteminde 6nemli bir antioksidan enzim olan siiperoksit dismutaz

(SOD) enzim aktivitesinin seminal plazmada incelenmesi amaglandi.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Oksidatif Stres

Organizmanin normal metabolik aktivitesi esnasinda, oksitleme o6zelligi fazla
olan ve normal oksijen molekiiliine gore kimyasal aktivitesi yiiksek olan reaktif
oksijen tiirleri (ROT) iiretilmektedir (7). ROT’larin diisiik konsantrasyonlar1 hiicre
fonksiyonlarini etkilemez iken, yiiksek konsantrasyonlari lipid peroksidasyonuna ve

hiicre 6liimlerine neden olabilmektedir (8).

Hidrojen peroksit, stiperoksit anyon radikali, hidroksil radikali, peroksi
radikali gibi serbest radikalleri igceren ROT’larin (9) zararlarina karsilik organizma
farkli dogal savunma mekanizmalar1 gelistirmistir. Bu mekanizmalar birbirinden
farkli hiicrelerde, degisik ROT’lar {izerinde etkili olduklar1 i¢in birbirlerini
tamamlama ozelligindedirler (10). Organizmada ROT’larin  sebep oldugu
oksidasyonlar1 Onleyen antioksidan savunma mekanizmalar1 gelismistir (7).
Antioksidan mekanizmalar; stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx)
ve katalaz (CAT) gibi enzimatik, ayrica C vitamini, E vitamini, iirik asit, bilurubin ve
polifenoller gibi non-enzimatik antioksidanlardan olugmaktadir (11,12). Antioksidan
savunma mekanizmalar1 ve ROT fizyolojik sartlarda denge halinde bulunmaktadir.
ROT antioksidan savunmay1 baskiladigi zaman oksidatif stres olusmaktadir (13,14).
Oksidatif stresin kalp-damar hastaliklari, karsinogenez ve ¢ok sayida biyolojik
stiregte rol oynadigi gosterilmistir (15). Ayrica oksidatif stres; sperm hareketliliginin
bozuklugu, yiiksek seviyelerde sperm canliligindaki azalma ve diisiik
spermatogenezis nedeniyle de erkek infertilitesi ile iliskilendirilmistir (16). DNA
hasarlarinin da oksidatif stres kaynakli olabilecegi bildirilmistir (17,18). Oksidatif
stresin neden oldugu DNA hasar mekanizmalari; tiim bazlarin degisimi, bos baz
alanlar1 olusumu, delesyon, cerceve kaymasi, capraz baglantilar ve kromozomal
degisimler seklindedir. Ayrica, tek veya cift DNA =zincirindeki kiriklarin sik

tekrarlanmasi da oksidatif stres ile iliskilendirilmistir (19).
2.1.1. Semende Reaktif Oksijen Tiirleri

Reaktif oksijen tiirleri, spermatozoada hem toksik hem de fizyolojik
siireclerde rol oynamaktadir (20). Spermatozoanin hidrojen peroksit ve siiperoksit

radikalini serbest biraktigi gosterilmistir (20,21). Spermatozoada nasil hayatin
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devami igin oksijen gerekli ise, normal seviyelerde ROT da hiicre faaliyetlerinin
devami i¢in gerekmektedir. Diger taraftan oksijenin yikim iriinii olan ROT’un

yiiksek seviyeleri hiicre islevleri ve yasami i¢in zararl etkiler ortaya koyabilmektedir
(8,9).

Glinlimiize kadar ROT’un insan spermatozoasina toksik oldugu
zannedilmekteydi fakat diigiik miktarda ROT un spermin oositi dolleme yetenegine
sahip olmasini ve 00sitin zona pellucidaya niifuz etmesini saglayan spermin akrozom
reaksiyonunu indiikledigi saptanmis ve ayrica spermin plazma membrani ile
kaynasmasini saglayan sperm kapasitesi i¢in gerekli oldugu bildirilmistir. ROT un
yiiksek diizeyinin spermatozoa’nin kalitesini negatif etkileyebilecegi ve
spermatozoa’larin ovumu dolleme yetenegini tiimiiyle bozabilecegi bildirilmistir
(16,22). Ayrica, son zamanlarda siiperoksit radikalleri spermatozoanin kapasitasyon
reaksiyonundan da sorumlu tutulmustur (20,23). Bu nedenle, ROT’un birikmesini
Onleyerek, bu hiicrelerin ROT seviyelerini kontrol etmek ig¢in siirekli bir ¢aba

gerekmektedir (24).
2.1.2. Semende Lipit Peroksidasyonu

Yiiksek diizeyde ROT iiretimi lipit peroksidasyonuna ve membran
fonksiyonlarmin bozulmasma sebep olup sperm metabolizmasmi dolayisiyla
morfoloji, hareketlilik ve fertiliteyi olumsuz yonde etkileyerek erkek infertilitesinde
onemli rol oynamaktadir (25). Spermatozoanin hiicre membranlart ROT varliginda
oksitlenebilir doymamis yag asitlerini yiiksek miktarlarda icerdikleri igin 6zellikle
oksidatif strese karst duyarlidir (14,16) ve siirekli nétrofil kontaminasyonu (26) veya
spermatozoa tarafindan olusturulan ROT’a maruz kalmaktadirlar (27). ROT, hiicre
zarindaki doymamis yag asidi ile etkilestiginde lipit peroksidasyonunun
konsantrasyonunda artis meydana gelmektedir (28,29). Spermatozoalar ROT’a
maruz kaldiklarinda doymamis yag asit igeriklerinin oram1 %20’den fazla
azalmaktadir (30). Spermatozoalar daha fazla ROT’a maruz kaldiklarinda membran
biitiinliigiiniin bozulmasina bagli olarak fonksiyonlarimi gergeklestiremezler. Ayrica
membran biitiinliigiiniin bozulmas1 hiicrenin elektrolitlere karsi gegirgen olmasina da
neden olmaktadir. Kalsiyum ve sodyum iyonlarinin hiicre ig¢ine alinmasi, hiicrenin
enerji liretme mekanizmasini bozmakta ve ATP’nin azalmasma neden olmaktadir

(31). Ayrica spermatozoal lipitlerin peroksidasyonu ve hareketliligin kaybi arasinda

3



bir iliskinin bulundugu da belirtilmektedir (32,33). Gece bekletilen Orneklerde
spermatozoadaki hareket azalmasi lipit peroksidasyonu ile iligskilendirilmektedir (34).
Yapilan galismalarda hiicre zarini lipit peroksidasyonundan koruyan E vitamininin

spermatozoanin fonksiyonlarini diizenledigi bildirilmektedir (35)
2.2. Antioksidan Enzimler

Antioksidanlar ve antioksidan enzimler erkek ilireme sisteminde ROT’un
sebep oldugu oxidatif strese karsi ana savunma faktorleri olarak bilinmektedir (11).
ROT’un yiiksek diizeyde olumsuz etkilerini 6nlemek i¢in erkek tireme sistemi; C ve
E vitaminleri, antioksidan tripeptit glutatyon (GSH), katalaz (CAT) ve sliperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon S-transferaz (GSTs), glutatyon peroksidaz (GPx) gibi
ROT tutucu enzimleri i¢eren antioksidan savunmaya sahiptir (16,36). Ayrica seminal
plazma askorbat, tirat (37) ve tiyoller (38) dahil olmak iizere diger antioksidanlardan
bol miktarda icermektedir. Antioksidan enzimler mevcut radikallerle reaksiyona
girerek bunlarin daha zararli formlara doniismesini ve yeni serbest radikal
olusumunu 6nlemektedir. Bu enzimler serbest radikallerin DNA, protein ve lipit gibi
hiicresel bilesenlere zarar vermesini onlemek i¢in serbest radikallerin bir hiicreden
digerine geg¢isini de Onleyebilmektedir (7). Yapilan caligmalarda antioksidanlarin
spermatozoayr ROT {ireten anormal spermatozoalardan korudugu, 16kositlerin
rettii ROT’u temizledigi, DNA kirilmalarin1 6nledigi, sigara icenlerde semen
kalitesini arttirdid1, sogugun spermatozoaya olan etkisini azalttifi, erken sperm
olgunlagmasini engelledigi ve spermatozoayr destekleyerek yardimci iireme
tekniklerinin basarisim1 arttirdign  gosterilmistir (6). Insan seminal plazma ve

spermatozoasinda, SOD izoenzimleri ve GST Onemli antioksidan enzimler olarak

bilinmektedir (5).
2.2.1. Siiperoksit Dismutaz Enzimi

Stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi, en O6nemli ve en etkin hiicre ici
antioksidan enzimlerden biri sayilmaktadir. SOD, olduk¢a reaktif olan siiperoksit
anyonunun (-Oy’), molekiiler oksijene ve daha az reaktif olan hidrojen perokside
(H20,)’e doniisiimiinii katalize ederek bu radikalin etkisini azaltmaktadir. Ayrica bu
enzim daha fazla serbest radikal olugsmasini engelledigi i¢in hiicrenin ilk savunmasi

olarak adlandiriimaktadir (39,40).


http://jlc.jst.go.jp/DN/JALC/00300156100?type=list&lang=en&from=J-STAGE&dispptn=1

Bir metalloenzim olan SOD’un memelilerde {i¢ izoenzimi tanimlanmustir.
Bunlar; sitozolik dimerik Cu/Zn-SOD (41), mitokondriyal matriks Mn-SOD (42) ve
sekretuvar tetramerik ekstraseliiler SOD (EC-SOD)’tur (43).

Cu/Zn-SOD, molekiiler agirhigi 32 kDa olup iki benzer alt birimden
olusmaktadir. Her alt birim Cu ve Zn igeren bir aktif bdlgeye sahiptir. Mn-SOD,
homotetramerik olup (96 kDa) her alt birimi bir tane Mn atomu igermektedir. EC-

SOD, tetramerik, salgisal, Cu ve Zn igeren bir glikoproteindir. (40,44).

Cu/Zn-SOD bir sinyal peptidi ile sentezlenmez, esas olarak sitozol ve
¢ekirdekte yer almaktadir (41) ve salgilandigi da gosterilememistir. Split ejakiilat
caligmasina gore Cu/Zn-SOD’un ana kaynagi prostat bezidir (20,45). Sinyal peptidi
iceren sekretuar EC-SOD’un en fonksiyonel ayirt edici 6zelligi, heparin ve heparan
siilfata olan yiiksek afinitesidir. Insan viicudunda EC-SOD’un biiyiik bir kismu, hiicre
yiizeyinde ve doku interstisyel matris i¢cinde heparan stilfata bagli bulunmaktadir
(46,47). Split ejakiilat ¢alismalart EC-SOD’un 6ncelikle prostatik kokenli oldugunu
gostermektedir (20). Dogal rekombinant EC-SOD’un yani sira prostat bezi de dahil
olmak tizere dokulardan izole edilen EC-SOD (45,48) heparin i¢in yiiksek afinite

gostermektedir.

Memeli seminal plazmasinin yliksek oranda SOD aktivitesi igerdigi, bu
oranin diger ekstraselliller sivilarda bulunandan c¢ok daha yiiksek oldugu
bildirilmistir (20,49). Seminal plazmanin total SOD aktivitesi, kan plazmasindan 20
kat daha yiiksektir (20). SOD aktivitesinin bir kismi ekstraselliiler olarak
gerceklesmesine ragmen aktivitenin biiyiik kismi intraselliiler olarak sitozolde
gerceklesmektedir (11). Sitozolik Cu/Zn-SOD belirgin olarak aktivitenin %75'ini
gosterir iken EC-SOD ig¢in bunun %25 oldugu belirtilmektedir. Mn-SOD aktivitesi
onemsenmemektedir (20). SOD aktivitesi degisik dokularda degiskenlik
gostermektedir. Bu enzim en fazla karaciger, adrenal bez, bobrek ve dalakta

bulunmaktadir (11).

Daha onceden spermatozoanin da SOD aktivitesi icerdigi rapor edilmistir
(20,49). insan spermatozoasinin Cu/Zn-SOD aktivitesinin oldukca yiiksek oldugu
gosterilmistir (20,49). Diger taraftan Mn-SOD aktivitesinin, spermatozoada bol



miktarda mitokondri olmasina ragmen ¢ok diisiik oldugu (50) ve spermatozoa EC-
SOD aktivitesinin ¢ok az oldugu bildirilmistir (20).

2.2.2. Siiperoksit Dismutaz Enzim Diizeyinin Erkek Infertilitesine

Etkileri

Semende hidrojen peroksit, siiperoksit anyonu, hidroksil radikali gibi
ROT’larin yapimindan spermatozoa hiicreleri ve lokositler sorumlu tutulmaktadir
(21,51). ROT’larin  sperm  hiicrelerinin ~ akrozom  reaksiyonlarinda  ve
kapasitasyonunda fizyolojik rol oynadigini gosteren caligsmalar oldugu gibi, sperm
hiicreleri tizerindeki olumsuz etkilerini gosteren ¢alismalar da yapilmistir (52,53).
Insan spermatozoa hiicreleri ve seminal plazmada ROT’lart ortadan kaldiran
antioksidan enzimler mevcuttur. Spermatozoa hiicrelerinde SOD, GPX (27,54) ve

CAT enzimlerinin varlig1 gosterilmistir (55).

Spermatozoalar tarafindan yapilan en dnemli ROT, siiperoksit anyonudur ve
bu anyon SOD enziminin katalizledigi bir reaksiyon ile hidrojen peroksid
olusturmaktadir (56). Siiperoksit anyonundan olusan hidrojen peroksit seminal
plazmada bulunan Cu ve Fe’yi kullanarak hidroksil radikaline indirgenmektedir.
Hidrojen peroksidin sperm hiicreleri tizerindeki toksik etkisinin diger oksijen
tiirevlerine kiyasla daha fazla oldugu ve spermatozoa hiicrelerinin oositler ile
birlesme yeteneginin ortama eklenen hidrojen peroksit ile azaldig1 gosterilmistir (57).
Siiperoksit radikali ve diger ROT’larmn belirtilen 6nemine ragmen, insan semeninde
SOD izoenzimleri ile ilgili kapsamli bir c¢alisma bildirilmemistir. Ancak
spermatozoanin SOD ile son derece iyi donatildigi bilinmektedir (20). Bu kapsamli
antioksidan koruma; spermatogenez, depolama ve post-ejakulasyon sirasinda
ROT’un mutajenik etkilerinin azaltilmasi ig¢in onemli olabilmektedir. SOD’un
varliginin sperm hareketliliginde 6nemli bir rol oynadigi ve SOD’un yiiksek endojen
igeriginin lipit peroksidasyon baslangicini ve hareketlilik kaybini geciktirdigi
gosterilmistir  (27,33,58). Ayrica insan sperminde, SOD izoenzimleri hem
intraselliiler hem de ekstraselliiler siiperoksit radikallerini yok edebilmekte ve plazma
membraninin lipit peroksidasyonunu dnleyebilmektedir (59). Seminal plazma SOD
aktivitesinin spermatozoal progresif hareketlilik arasindaki pozitif korelasyonu ve
oksijen radikali iireten ksantin oksidaz enzim aktivitesi arasindaki negatif

korelasyonu bildirilmistir (60). Siiperoksit radikallerinin hiperaktivasyon ve
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kapasitasyonu indiikledigi (23,61) ve spermatozoanin Ozellikle hiperaktivasyon

durumunda radikalleri serbest biraktig1 gosterilmistir (21,51).

Bir¢ok antioksidan enzim, niikleer faktor eritroid 2-iliskili faktér 2 (NRF2)
gibi ortak bir regiilator faktér bulundurmaktadir. NRF2’nin antioksidan enzimlerin
transkripsiyonunu  aktif hale getirdigi saptanmigtir (14,62). Antioksidan
savunmasinda NRF2’nin 6nemi bir¢ok calismada kanitlanmistir (14,62,63). NRF2
gen eksikliginin SOD ve CAT igeren birgok antioksidan genin bazal ve
indiiklenebilir ekspresyonunu azalttigi bildirilmistir (63).

2.3. NRF2-Keapl-ARE Transkripsiyon Yolaginin Bilesenleri ve

Tarihcesi
2.3.1. NRF2 Transkripsiyon Faktorii

NRF2’nin kesfi, onemli regiilator Ozelliklere sahip olan lokus kontrol
bolgesinin  karakterizasyonu ile P-globin gen ekspresyon c¢alismalarina
dayanmaktadir (63,64). Beta-globin geninin lokus kontrol bolgesi dort eritroid-
spesifik hipersensitif alan igermektedir. Giiglii bir artirict aktiviteye sahip olan
hipersensitif alan 11, AP1-NFE2 (aktive protein 1-niikleer faktor eritroid 2) motifine
sahiptir (63,65). AP1-NFE2 alanina baglanan transkripsiyon faktorlerini klonlamak
i¢in yapilan ¢aligmalar basic 16sin zipper (bZIP) transkripsiyon faktorlerinin cap ‘n’
collar (CNC) alt ailesine ait birkag¢ iiyenin belirlenmesini saglamistir. Ilk
belirlenenler arasinda; p45-NFE2 (66), NRF1 (67), NRF2 (68) ve NRF3 (69)
bulunmaktadir (sekil 1). NRF2 pB-globin gen promotorunun NF-E2 tekrarina
baglanan bir faktér olarak 1996 yilinda Chan ve calisma arkadaslari tarafindan
Klonlanmistir. 589 amino asitlik bu proteinin molekiiler agirligt 66.1 kD olarak
bildirilmistir (70). NRF2 proteini kisa bir yarilanma 6mriine (20 dakika) sahiptir ve
stressiz durumlarda mRNA transkriptlerinin bolluguna ragmen diisiik seviyelerde
eksprese edildigi gézlenmistir (71). NRF2 olarak sembolize edilen NFE2L2 geninin
5 ekzon igerdigi ve 11 kb’ lizerinde bir uzunlukta oldugu belirlenmistir (68).
NFE2L2 geninin 2q31 kromozomu iizerinde yer aldigi gosterilmistir (72). p45-
NFE2, NFE2L1 (NRF1) ve NFE2L2’yi kodlayan genlerin sirasiyla kromozom 12, 17
ve 2 lizerinde bulunmalarina ragmen, bu genlerin muhtemelen kromozom

duplikasyonu ile tek bir atadan koken aldigi diisiiniilmektedir. Diger CNC aile


http://jlc.jst.go.jp/DN/JALC/00347255941?type=list&lang=en&from=J-STAGE&dispptn=1
http://jlc.jst.go.jp/DN/JALC/00364159505?type=list&lang=en&from=J-STAGE&dispptn=1
http://jlc.jst.go.jp/DN/JALC/00057797281?type=list&lang=en&from=J-STAGE&dispptn=1
http://jlc.jst.go.jp/DN/JALC/00057797281?type=list&lang=en&from=J-STAGE&dispptn=1

proteinlerinden olan iki protein daha; Bachl (73) ve Bach2 (74) tespit edilmistir
(sekil 1). Bu proteinler, small Mafs (sMafs) gibi diger bZIP proteinleri ile dimer

olusturarak heterodimerik transkripsiyon faktorleri olarak islev gormektedir (63).

Neh5s Neh6 Neh3
P45 NF-E 2 [ H HE
Nehz2

nefr | B4 G = 155
Nrf2
Nrf3
Bach1
Bach2

CNC-bZIP

Sekil 1. CNC Protein Aile Uyelerinin Yapisal Ozellikleri. NRF2 yedi Neh domainini de
muhafaza ederken diger CNC proteinlerinde Neh domainlerinin bazilar1 bulunmaktadir. Neh4 domaini
sadece NRF2'ye 6zgii bir domaindir. Ayrica NRF1’de Keapl igin bir etkilesim alan1 olan, Neh2
benzeri bir motif bulunmaktadir. Fakat NRF1-Neh2’nin kesin islevi bilinmemektedir. Neh
domainlerinin higbiri Bach proteinlerinde bulunmamaktadir (75).

CNC genlerinden sadece p45-NFE2 hematopoetik spesifik iken, NRF1,
NRF2 ve NRF3 yaygin olarak eksprese edilmektedir. p45-NFE2, NRF1, ve
NRF2’nin hedeflenen gen bozukluklari ya da kesintiye ugratilmalart onlarin
fonksiyonlarmin belirlenmesi amaciyla yapilmigtir (63). p45-NFE2’nin kesintiye
ugradig farelerin durumunda, megakaryositlerden trombositlerin olusumunda ciddi
kusurlar bulunmaktadir. p45-NFE2 knockout farelerin hafif anemi veya asir
kanamadan muzdarip olduklar bildirilmistir (76,77). Farelerde NRF1’in hedeflenen
gen bozuklugu birincil suglu oldugu ileri siiriilen karaciger anormalliligi ve siddetli
anemi ile embriyonik dlimlerle sonuglanmaktadir (78). Bununla birlikte, NRF2™~
farelerin normal ve fertil olduklari, ayrica gelisim kusurlarmin klinik belirtilerini
gostermedikleri bildirilmistir. NRF2’nin murine’lerin (kemirgen) gelisim ve sag
kalimi igin gerekli olmadigi diistiniilmektedir (70,79). Ancak, NRF2 knockout fareler
faz Il enzim ve endojen antioksidanlarin hem yapisal hem de indiiklenebilir diizey
ekspresyonunda azalmaya sahiptir (80). Ayrica NRF2 knockout farelerin polisiklik
aromatik hidrokarbon benz(a)pyrene tarafindan indiiklenen kanser, vinilsiklohekzen
diepoksit tarafindan olusan ovarian toksisite, asetaminofen tarafindan gerceklesen
karaciger toksisitesini iceren kimyasal toksisiteye ve otoimmiin hastaliklara wild-

type farelerden daha duyarli olduklart ve NRF2 knockout farelerin onlarin wild-type
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ve heterozigot kardeslerinden (littermates) daha az fertil olduklar1 bildirilmistir (14).
Bu nedenle NRF2’nin spermatogenezis i¢in énemli oldugu diisiiniilmektedir (81).
NRF3 tercihen plasentada eksprese edilmektedir ve NRF3 knockout farelerin belirgin

bir klinik belirtisi gosterilememistir (82).
2.3.2. Keapl: NRF2’nin Negatif Regiilatorii

Insan, fare ve tavuk gibi farkli tiirlerin NRF2 genleri karsilastirildigi zaman
Neh (NRF2-ECH<chicken NRF2>homologous domain) olarak adlandirilan evrimsel
olarak korunmus yedi fonksiyonel homolog domain tespit edilmistir (79,83). Bu
domainler Neh1-7 olarak tanimlanmaktadir. Bu korunmus domainler i¢in tanimlanan

gorev ve iglevlerin 0zeti sekil 2’de gosterilmektedir.

NRF2'nin N terminal ucunda bulunan Neh2 domaini, biiylik bir regiilatuar
domainidir. Neh2, ubikuitin konjugasyonu yami sira NRF2 stabilitesini
diizenlenmeye yardimci iki baglanma bolgesinden (ETGE ve DLG motifi) sorumlu
yedi lizin rezidue dizisi icermektedir., ETGE ve DLG motifleri, NRF2
ubikuitinasyonu ve sonraki proteozomal degradasyonu tesvik ederek NRF2’yi
baskilayan, Cullin 3 (Cul3) - E3 bagimli ubiquitin ligaz kompleksi i¢in bir substrat
adaptor proteini olan Keapl ile etkilesim halinde bulunmaktadir (83). Neh2
delesyonu NRF2’nin transaktivasyon aktivitesini artirdigi tespit edilmistir. NRF2’nin
negatif regiilatorii baglamasi i¢cin Neh2’de onemli bir etkilesim bolgesi bulundugu
bildirilmektedir (84). Genetik olarak tasarlanmis NRF2-LacZ knock fareler
kullanilarak, Neh2 domaininin NRF2'nin proteozom bagimli degradasyonuna

katildig1 gosterilmistir (71).

Nehl ve Neh6 domainlerinin NRF2’nin stabilitesini diizenledikleri
bildirilmistir (83). Ayrica Nehl domaini, NRF2’nin DNA’ya baglanmasini1 ve diger
transkripsiyon faktorleri ile dimerizasyonunu saglayan bir CNC tipi bZIP DNA
baglayici motifi icermektedir (83,85,86).

Neh3, Neh4 ve Neh5 domainleri, NRF2 hedef genlerinin transaktivasyonunu
saglamak i¢in koaktivatorler ile etkilesimdedir (83,87). Ayrica asidik rezidiie dizisi
acisindan zengin olan Neh4 ve Neh5 domainleri iki bagimsiz transaktivasyon
domainidir (83,88). Son zamanlarda, yedinci Neh domaini (Neh7, amino asitler 209-

316) de tanimlandi. Bu domainin NRF2 repressorii olan retinoik X reseptorii ile
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etkilesim halinde oldugu ve NRF2 hedef gen transkripsiyonunu baskiladigi
gosterilmistir (89).

Nri2
Associates with Keap! DNA binding domain
Neh2 Nehd  Neh? Neht Neh3
V—k_l H‘l l_l_\ i I V : \
vz — I B | [ |- coon
Q».Pé\@'&' L
Neh5 Nend

Transactivation
doman

Sekil 2. NRF2'nin Yapisal Ozellikleri ve Korunmus Domainlerinin Fonksiyonu. NRF2,
Nehl-Neh7 olarak adlandirilan yedi adet domain icermektedir. N-terminal ugta bulunan Neh2
domaini, Keapl ile etkilesim halinde olan iki baglama motifi (DLG ve ETGE) icermektedir. Neh4,
Neh5 ve Neh3 domainleri NRF2’nin transaktivasyon aktivitesi i¢in gerekmektedir. Neh6 domaini
NRF2 stabilitesini diizenleyen serin’den zengin bir bolgedir. Nehl domaini NRF2’nin stabilitesi,
DNA baglamasi ve MAF ile dimerizasyonu i¢in 6nemli olan bir basic bolge 16sin zipper motifi oldugu
bildirilmistir (83).

Hiicreler oksidatif stres altinda oldugunda veya kemopreventif bilesikler ile
uyarildiginda NRF2, hiicresel savunma yanitint diizenleyen kritik bir faktor
olmaktadir. NRF2’nin aktivasyonu, Cul3 igeren E3 ubikutin ligaz i¢in bir substrat
adaptorii olan ve Keapl (Kelch-like ECH-associating protein 1) olarak adlandirilan
negatif bir diizenleyici tarafindan diizenlenmektedir. Keapl Yamamoto ve
arkadaglar1 tarafindan maya iki-hibrid sisteminde NRF2’nin Neh2 domaini
kullanilarak klonlanmistir (80,84). Keapl cDNA dizisine dayanarak murine Keapl
primer yapisinin 624 amino asitten olustugu tahmin edilmekte, insan ve fare arasinda
yaklasik % 95 homoloji bulunmaktadir (84). Keapl, broad complex/tramtrack/bric-a-
brac (BTB) domaini, intervening region (IVR) ve ¢ift glisin tekrart (DGR) olarak
bilinen Kelch domaini igeren ii¢ fonksiyonel domaine sahip oldugu bildirilmistir
(83,90) (sekil 3).
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Sekil 3. Keapl Proteininde Korunmus Bélgelerin Sematik Yapisi. Keapl ii¢c ana domain
icermektedir. BTB domaini Keapl homodimerizasyonuna aracilik etmektedir. IVR domaini sistein
rezidiieleri icermekte ve C terminalinde Kelch/DGR domaini ile BTB domainini baglamaktadir.
Kelch/DGR domaini NRF2'nin Neh2 domaini ile baglanmasina aracilik etmektedir (83).

BTB domaini Cul3’e baglanmakta ve Keapl’in homomerik ve heteromeric
multimerlerini yaparak, protein homodimerizasyonu ve heterodimerizasyonunda yer
almaktadir (91). Buna ek olarak, BTB domaini proteozom bagimli NRF2
degradasyonunda yer almaktadirlar (92). IVR domaini, Keapl’in aktivasyonu igin
vazgecilmez oldugu kanitlanan sisteinden zengin bir domain olmas1 yanisira BTB ve
Kelch/DGR domainlerini baglamaktadir (80). Keapl’in IVR domainindeki iki
sisteinin (C273 ve C288) Keapl aracilt NRF2 ubiquitilasyonu ve degradasyonu i¢in
gerekli oldugu rapor edilmistir (93), fakat NRF2 ubiquitilasyonunda bu sisteinlerin
temel rolii baskalar1 tarafindan kabul edilmemistir (92,94). Kelch/DGR domaini alt1
korunmus Kelch tekrar dizisi icermektedir. Bu domain NRF2 aktin hiicre iskeleti
tizerine tutundugunda NRF2'min Neh2 domaini ile etkileserek NRF2 ve Keapl
arasindaki etkilesimi saglamak i¢in ¢ok 6dnemli oldugu bildirilmistir (84,95) (sekil 3).
Boylece, bu li¢ domainin her birinin NRF2 ubikitinasyonunda ve baskilanmasinda

aracilik ederek 6nemli bir rol oynadiklar1 diisiiniilmektedir (83).

Insan Keap1’in Kelch domaininin kristal yap: analizi, bu domainin yapisal
olarak benzer alti adet B-protein yapisina sahip oldugunu ortaya c¢ikarmistir (96).
Hidrojen baglar ile siki bir sekilde bagli olan bu B-proteinlerin Keapl-NRF2’nin
karmasik yapisint olusturduguna ve Keapl’in aktine tutunduguna inanilmaktadir.
Aynm1 zamanda Keapl’in C-terminal bdlgesinin de NRF2'nin Neh2 domainine
baglandig1 gosterilmistir (97). Keap1’in dnemli ayirt edici 6zelligi, bu molekiil i¢inde

sistein rezidiielerinin yiiksek sayida bulunmasidir. Insan Keapl proteini;
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disiilfidlerden siilfenik aside oksitlenebilen ya da elektrofiller tarafindan kovalent
baglarla baglanabilen 27 sistein rezidiielerine sahip iken, Murine ve rat Keapl’i 25
sistein rezidiielerine sahiptir (62,83). Keapl tizerindeki tiyollerin modifikasyonu,
onun yapisini degistirecegi ve diisiik afiniteli baglanma alanindan (DLG motif)
NRF2’nin salinmast ile sonuglanabilecegi diisiiniilmektedir; fakat NRF2 ETGE
motifi vasitasiyla Keapl’e baglh kalmaktadir. Bu degisikliklerin NRF2

ubikitinasyonunu 6nledigi diistiniilmektedir (83).

Normal kosullar altinda NRF2; Keapl Kelch domaini ve NRF2'nin Neh2
domaini iizerinde bulunan ETGE ve DLG motifleri arasinda dogrudan protein-
protein etkilesimleri yoluyla Keapl ile bir kompleks i¢cinde bulunmaktadir (sekil 4).
Keap1’in DLG motifine gore daha yiiksek bir afinite ile ETGE motifine baglandig:
gosterilmistir (83,98). Bu gozlemlere dayanarak, NRF2 ve Keapl arasindaki
etkilesimi agiklayan iki-alan substrat tanimlayan mentese-mandal (hinge-and-latch)
modeli gelistirilmistir (98,99). Bu model Keap1’in ETGE motifi (mentese) araciligi
ile NRF2’ye baglandigim1 ve bu etkilesim kurulduktan sonra, DLG motifinin
(mandal) Keap1 tizerindeki bitisik Kelch tekrar domainlerinin iizerine kenetlendigini
diistindiirmektedir (83,98). Bu isbirlik¢i etkilesimler, Keap1-Cul3-E3 ubikutin ligaz
kompleksinin diisiik seviyede NRF2’yi korumak i¢cin NRF2 proteinini diizenledigini
(83) ve Keapl-NRF2 kompleksinin kararliligina katki sagladigini diigiindiirmektedir.
Tiim bu gozlemler, Keap1-NRF2’nin kompleks olusturdugunu ve hiicre iskelet ag
etkilesimi yoluyla sitoplazmada tutuldugunu gostermektedir. Daha sonra oksidatif
stres veya kemopreventif bilesiklere hiicrelerin maruz kalmasi iizerine, NRF2 hiicre
koruyucu genlerin transkripsiyonel aktivasyonu yoluyla hizli bir savunma yaniti
saglamak icin bu kompleksten serbest birakilmaktadir, serbest NRF2 c¢ekirdege
dogru yer degistirmektedir. Cekirdekte NRF2, Maf protein aile iiyeleri ile dimer
olusturarak metabolik fonksiyonlar1 yliriiten bircok genin regiilatdr bolgelerinde
bulunan ARE’ye baglanmaktadir. NRF2’nin Maf protein aile iiyeleri ile dimer
olusturmasiin NRF2’nin ARE’ye baglanmasini kolaylastirdigi gosterilmistir (62,80)
(sekil 4).

Keap1’in kesintiye ugradig: farelerde, NRF2 hedef genlerinin yiiksek yapisal
ekspresyonuna yol agarak, ¢ekirdekte NRF2’nin asir1 birikimi gosterilmistir (100).
Bu fenotip Keapl::NRF2 c¢ift knockout farelerde tamamen tersine donmiistiir. Bu
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bulgularin tiimii, tek ve bilesik Knockout farelerde Keapl’in NRF2'nin negatif
regiilatorii olarak hareket ettigine dair gii¢lii in vivo kanitlar saglamaktadir. Zipper ve
Mulcahy (101) Keapl’in BTB domaini ile Keapl’in homodimerizasyonu
sitoplazmada tutulan NRF2 i¢in gerekli oldugunu kaydetmistir. BTB domainindeki
mutasyon Keapl dimerizasyonunu bozmakta ve sitoplazmada NRF2’yi tutmak igin
Keap1’in yetenegini ortadan kaldirmaktadir. Bu sonuglar Keap1 dimerinin bozulmasi
ile in vivo NRF2’nin serbest birakilmasi arasinda iliski oldugunu gostermektedir.
Saflastirilmis rekombinant miirin Keapl ve NRF2'min Neh2 domaini kullanilan in
vitro baglanma deneylerinde Keapl-NRF2 kompleksinin 2:1 oraninda NRF2 ile
Keap1’den meydana geldigi gosterilmistir (102).

2.3.3. ARE: Antioksidan Yanit Eleman1

Antioksidan yanit elemani (antioxidant responsive element) ya da ARE,
mutasyon ve delesyon analizleri ile NAD(P)H:quinone rediiktaz geninin ve rat
glutatyon s-transferaz Ya (GST Ya) geninin 5' bolgesinde DNA konsensiis motifi
(gen enhancer) olarak tespit edilmistir. Sekans analizleri, ARE’nin esas olarak 5'-
PUGTGACNNNGC-3' ve 3'-pyCACTGNNNCG-5' ile temsil edildigini belirlemistir.
Burada N herhangi bir niikleotidi ifade etmektedir (103). Bu temel dizi
antioksidanlar ve ksenobiyotiklere yanit veren tim NRF2 downstream genlerinde
bulunmaktadir  (24,80). NRF2 ARE‘ye baglanmakta ve antioksidanlar,
ksenobiyotikler, metaller, UV 1sin1 dahil gesitli uyaranlara yanit olarak indiiksiyon ve
ARE-aracil1 antioksidan enzim gen ekspresyonunu diizenlemektedir (104,105) (Sekil
4). Venugopal ve jaiswal’in galismalart NRF2’nin ortak kdkeninden gelen enhancer
olarak ARE’nin gosterildigi ilk ¢alisma olmaktadir (104). Farkl tiirler arasinda ARE
dizilerinin benzer olup olmadigi ve tiim ARE ile diizenlenen genlerin ARE
cekirdeginde gerekli bir niikleotid dizisinin mevcut olup olmadig1 cevap bekleyen

sorular olmaktadir (106).
2.3.4. NRF2 Transkripsiyon Kompleksi

Oksidatif ve ksenobiyotik stres yanitlarinin Keapl-NRF2 regiilasyon
diizenleme calismalar niikleer/sitoplazmik igbirliginin benzersiz bir bi¢imini ortaya
koymustur. Immiinohistokimyasal analizlerle Keapl’in esas olarak sitoplazmada

lokalize oldugu gosterilmistir. Kelch domaini sayesinde Keapl sitoplazmada
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NRF2'nin Neh2 domaini ile etkilesime girmektedir (62,107). Tek basina bu etkilesim
sitoplazmada lokalize olan NRF2’yi tutmak i¢in yetersiz olabilmektedir, ancak lazer
konfokal mikroskobik immiinohistokimyasal analizler Keapl’in aktin hiicre iskeleti
ile isbirligi i¢inde oldugunu goéstermistir (62,95). Aktin adhezyon yiizeyinin Kelch
domaini ile baglantili oldugu bildirilmistir (62). Oksidatif ve/veya elektrofilik bir
uyar1 da sitozolik NRF2 fiziksel olarak tutulumdan ve/veya Keapl’in negatif
reglilasyonundan kendini serbest birakmakta ve boylece hedef hiicre koruyucu
genleri indiikleyerek, NRF2 ile ayn1 kokenden gelen enhancer ARE’ye baglanmak
i¢in hiicre ¢ekirdegine dogru hareket etmektedir (sekil 4) (24,75,80).

NRF2 esasen MafK ve MafG’den olusan small Maf (sMaf) proteinleri ile
ortaklaga niikleusta bir transkripsiyon aktivatorii olarak iglev gormektedir (79).
NRF2-Maf heterodimeri: (a) glutamat-sistein ligaz katalitik altbirimi (GCS) gibi
glutasyon sentezini ve metabolizmasini diizenleyen enzimleri, (b) glutatyon
peroksidaz (GPX) gibi reaktif tiirlerin noétralize edilmesinde gorevli antioksidan
proteinleri, (c) UDP-glucuronosyl-transferaz 1A1 gibi ilag metabolit enzimleri, (d)
coklu ilag direnci protein 1 (MRP1) igeren ksenobiyotik tasiyicilar1 ve (e) ¢cok sayida
diger stres yanit proteinlerini iceren genlerin transkripyonunu tesvik eden

transkripsiyonel koaktivatorlere yardimci olmaktadir (83).
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Sekil 4. Keapl-NRF2-ARE Sinyalizasyon Yolaginin Genel Semasi. Normal kosullar
altinda Keapl, NRF2 iizerinde bulunan ETGE ve DLG motiflerine baglanmakta ve NRF2’nin
ubikuitinasyon ve daha sonraki degradasyonuna sebep olarak Keap1-Cul3-E3 ubikitin ligaz kompleksi
icine NRF2’yi getirmektedir. Oksidatif stres veya elektrofiller Keap1’de spesifik sistein rezidiieleri
tizerine etki ederek Keapl-Cul3-E3 ubikitin ligaz kompleksinde yapisal degisikliklere neden
olabilmektedir. Bu degisiklikler DLG domainine baglanan NRF2-Keapl yapisini bozabilmektedir.
NRF2 stabil hale getirilmekte ve serbest NRF2 small Maf aile iiyeleri ile dimerlestigi ¢cekirdege dogru
yer degistirmektedir ve gesitli hiicre savunma genlerinin diizenleyici bolgeleri i¢inde ARE’lere (5'-
pPuTGACNNNGC-3") baglanmaktadir. (E) ETGE; (D) DLG (83).
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2.3.5. Gelecege Bakis

NRF2’nin kanserin 6nlenmesi, hiicre korunmasi ve ilag¢ direncinde ki etkileri
konusunda pek ¢ok calisma yapilmaktadir. Yapilan ¢alismalar NRF2’yi ve NRF2’nin
downstream genlerini diizenleyen intraselliiler yolaklar1 i¢eren tiim mekanizmalarin
daha iyi anlasilmasini saglamaktadir. On ¢alismalar NRF2 deaktivasyonunun NRF2
aktivasyonu kadar onemli oldugunu gdstermektedir. Daha ileri calismalar NRF2
negatif regiilasyonunun daha iyi anlasilmasina yardimci olmaktadir. NRF2'nin
negatif regiilasyonunun daha iyi anlasilmasi sadece hedeflenen NRF2 aktivasyonunu

degil aynmi zamanda etkili kemopreventif bilesiklerin bilinmesine yardimci
olabilmektedir (24).

3. MOLEKULER TEKNIKLER
3.1. Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) DNA molekiiliine uygulanmaktadir. Buna
karsilik RNA igeren genetik materyalin PZR ile belirlenmesinde RNA’nin DNA’ya
cevrilmesi gerekmektedir. Bu amagla hiicrelerden izole edilen ve amplifikasyonu
(cogaltilmasi) hedeflenen RNA molekiiliinlin retroviriislerden izole edilen revers
transkriptaz (RNA bagimli DNA polimeraz) enzimi yardimiyla komplementer
(tamamlayic1) DNA (cDNA)’ya sentezi (geri transkripsiyon) ve cDNA’nin da
standart PZR yoluyla ¢ogaltilmas1 revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyon
(RT-PZR) teknigi olarak adlandirilmaktadir. RT-PZR, RNA’nin ¢ogaltmasi igin
gelistirilmistir, ayrica mRNA veya viral RNA miktarlarinin belirlenmesi ile RNA
diizeyinde gen anlatimi ¢aligmalarinda da olduk¢a duyarli bir yontemdir (108,109).
Ayni zamanda bu yOntem az sayida hiicre Orneginden ayni anda fazla sayida

RNA’nin incelenmesini saglayan ¢ok duyarli bir tekniktir (109).

cDNA sentezinde kullanilabilecek, gesitli kaynaklardan izole edilmis revers
transkriptaz enzimleri bulunmaktadir. Bunlar; retroviriislerden elde edilen AMV
(Avian Myleoblastosis Virus), MMLV (moloney murine leukemia virus), HIV-1
(human immunodeficiency virus) viriislerine ait revers transkriptaz enzimleri ve
Okaryotik kromozomlarda telomerlerin devamliligini saglayan telomeraz revers

transkriptaz enzimleri gibi enzimlerdir (109). Ayrica cDNA sentez reaksiyonlari igin

15



ic ¢esit primer kullanilmaktadir. Bunlar; random-hegzamer primerler, oligo (dT)

primerler ve gen spesifik primerlerdir (GSP).
3.2. Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Higuchi ve arkadaglari, ¢ogaltilabilen herhangi bir DNA dizisi i¢in ayn1 anda
birden fazla PZR’yi tarayan basit ve kantitatif bir sistem gelistirmistir. Bu es
zamanli sistem PZR analizinin kinetik yaklagimina onciiliikk eden ve daha genis bir
aralikta hassas DNA Ol¢iimii yapabilen bir sistemdir (110). Real time polimeraz
zincir reaksiyon (ger¢ek zamanli PZR) teknolojisi, PZR amplifikasyonunu bilgisayar
sistemi ile goriiniir hale getiren, floresan isaretli prob ve boyalarin kullanildigi,
floresan miktarinin olusan DNA miktar1 ile dogru orantili olarak arttig1 bir ¢ogaltma
yontemidir (111,112).

DNA’nin kopya sayisini sayisal degerlere doniistiirme ve mRNA diizeyini
sayisal olarak belirleyebilme ger¢cek zamanli PZR’nin en yaygin kullanim alanlarini
olusturmaktadir. Bunun yam sira tek nokta mutasyonlarini, patojenleri ve DNA
hasarmi belirleme, metilasyon tespiti, tek niikleotid polimorfizm (single nucleotide
polymorphisms=SNP) analizi, kromozomlardaki sayisal ve yapisal bozukluklarin
tespiti gibi ¢aligmalarda da kullanim alanlari bulunmaktadir (112,113). Gergek
zamanlt PZR teknolojisinde spesifik (6zgiil) olmayan ¢ift zincirli DNA’nin
cogaltimmda SYBR Green I ve etidyum bromid boyalar1 kullanilir iken, DNA
parcasinin ¢ogaltilmak istenilen bolgesi, ©6zel bir bolge ise bu bolgenin
saptanmasinda TagMan prob, molekiiler boncuk, fluorescence resonance energy
transfer (FRET), hibridizasyon prob ve scorpion primer gibi floresan isaretli problar

kullanilmaktadir (113).
3.2.1. SYBR Green |

SYBR Green I (SG)’in c¢ift zincirli DNA ile etkilesiminin ardindan
parlakliginin biiylik 6lgiide artmasi (>1000 kat) nedeniyle, DNA tespiti ve cesitli
analiz tekniklerinde kullanilmistir. SG boyasinin spektral o6zellikleri ve niikleik
asitlere baglanma oOzellikleri hakkinda detayli bir bilginin olmamasina ragmen bu
boyanin kullanimi1 biiyiik Olgiide basarili olmustur (114). Cift zincirli DNA
varliginda, SG’nin floresan 6zelliginin énemli Ol¢lide arttig1 (duyarlilik<10 pg/ml)

gosterilmistir (115). Bu 6zellikler SG’nin 6zellikle gergek zamanli PZR analizinde
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DNA tespiti (116), kromozom boyama ve DNA saptama analizleri (117) dahil ¢ok
sayida molekiiler biyoloji uygulamalarinda giderek 6nem kazanmaktadir (118). SG
boyasi1 sadece cift zincirli DNA’ya baglandigindan, gercek zamanli PZR cihazinda
cogalan DNA miktarindaki artigla beraber SG’nin floresan miktar1 da es zamanlh
olarak artmakta ve bu artis ger¢ek zamanli PZR cihazinin monitdriinde
izlenebilmektedir. Cift sarmal DNA’nin kiigiikk oluguna baglanan boya 30

amplifikasyon dongiisii sonrasi yalnizca aktivitesinin % 6’sin1 kaybetmektedir (112).

Floresans artig1 her zaman spesifik amplifikasyonlar1 gostermemektedir.
Ciinki ¢ift sarmal DNA'ya baglanabilen SG, ortamda hedef DNA dizisi olmadiginda
bile primerlerin kendi aralarinda ger¢eklesen baglanmalari (primer dimerleri)
sonucunda da yapiya katilarak floresans olusumuna sebep olabilmektedir.
Cogaltilan DNA’nin istenilen hedef bolge olup olmadigmi anlayabilmek icin
DNA’larin erime egrisi analizleri (“melting curve”, “dissociation”) yapilmasi
gerekmektedir. Her bir DNA’nin, ¢ift sarmal yapisinin %50’sinin tek sarmal hale
gecmesi i¢in gerekli olan sicaklik degeri erime noktasi (melting curve-Tm) olarak
adlandirilir. Erime egrisi analizi yapilmak istendiginde cihaz PZR tiiplerini yavasca
1sitmaya baglar. Cift zincirli DNA birbirinden ayrilmaya basladiginda (melting
temperature= Tm) floresan boya serbest kalmakta ve okunan floresan miktari da
diismektedir. Her bir DNA’nin belirli bir erime sicaklik (Tm) derecesi
bulunmaktadir. Bu erime sicakligi ¢ogalan DNA pargalarinin uzunluguna ve icerdigi
GC/AT oranina bagl olmaktadir. Spesifik olmayan iirlinlerin ¢ogalmasinda (primer
dimer’lerinde) aradigimiz DNA parcasinin Tm derecesi arasinda farklilik olmaktadir.
Tm derecesinin farkli olmasi her {iriiniin kendine 6zgii uzunlugu ve gen dizisi
icermesindendir. Bu yilizden Tm sicakligi her {irlin icin spesifik olmaktadir.
Cogunlukla bu yontemle bilinmeyen iki DNA dizisi karsilastirilmak istendiginde
yontem giivenilir bir sekilde kullanilabilmektedir (119).

3.3. Spektrofotometrik dl¢iim

DNA, RNA ve oligoniikleotidler seyreltilmis veya seyreltilmemis sivi
soliisyonlar i¢inde, ultraviyole 15181 altinda (ayn1 zamanda goriiniir dalga boylarinda)
sahip olduklar1 absorbsiyon A (optik yogunluk, OD) iizerinden oSlgiilebilmektedir.
NanoDrop spektrofotometre sistemleri kullanilarak c¢ok diisiik hacimli (0,5-2 uL)

orneklerin konsantrasyon ve saflik dereceleri kisa bir siire i¢inde Olgiilebilmekte,
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hassas, giivenilir ol¢limler yapilabilmektedir. Cesitli 6rnek tiirlerini 6lgmek i¢in genis
bir spektral araligina (190-840nm) sahip olmalar1 nedeniyle yiiksek konsantrasyonlu
orneklerde bile diliisyon yapmaya gerek goriilmemektedir. Niikleik asitlerin
konsantrasyonu genellikle bir kore (bos ornek) karst 260 nm’de absorbsiyon A
Olgiilerek belirlenmektedir. Kontaminantlarin varligi, oran hesaplamasi ile ayirt
edilmektedir. Proteinler 280 nm’de absorbladig1 i¢in Ago/Azgp orani niikleik asitin
safligin1 hesaplamak igin kullanilmaktadir. Saf DNA yaklasik 1,8 oraninda, saf RNA
ise yaklagik 2,0 oraninda bir deger vermektedir. Yani Ago/Azgo orani 1,8 den biiyiik
ise RNA konsantrasyonunu, 1,8 den kiiclik ise protein konsantrasyonunu
gostermektedir. NanoDrop spektrofotometre sistemlerinde dlgiim yapilir iken 6rnegi
bir kolon halinde tutabilmek i¢in yiizey gerilimi kullanilmaktadir. 1 pL 6rnek sistem
pedalinin iizerine pipetlenmekte, Ol¢iim kolonu iki optik fiberler arasinda
olusturulmakta ve 6lglim yapilmaktadir. Sonuglar 15 saniyeden daha kisa bir siirede
alinmaktadir (Thermo Scientific, NanoDrop 2000).
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4. GEREC VE YONTEMLER

4.1. Gerekli Ekipmanlar

Santriifiyj

Mikrosantriifiij

Laminar Flow

-80 °C derin dondurucu

-20 °C derin dondurucu

Sivi azot sistemi

Buzdolab (+4 °C)

Is1 dongii cihazi (Thermal Cycler)

Gergek zamanli PZR cihazi

NanoDrop cihazi

Kolorimetrik microplate reader

Vorteks

Cok kanall1 pipetler

Otomatik pipetler ve pipet uclari

Otomatik steril RNAse-DNAse free pipet uglari
0.2 ml, 1.5 ml ve 2 ml microsantriifiij tiipleri
Falkon tiipler (15 ml)

Cryovial (3ml)

96 kuyucuklu mikroplayt (96 wells-F, sterile)

Hettich

Hettich mikro 120
Quialitec

New Brunswick/U410
Arcelik

Stirling siv1 azot sistemi
Argelik

Bio Rad

Qiagen, Rotor-Gene Q
Thermo Scientific

Biotek, GEN5 software

Eppendorf
Eppendorf
Qiagen
Qiagen
Isolab
Isolab

VWR, 734-2327
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4.2. Gerekli Kimyasallar
Chloroform Riedel-de Haen, 24216
Ethanol (%70) Merck, 1.00983.2511

Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM)  Sigma-Aldrich (D6429)

Superoksit dismutaz analiz kiti (SOD) Abcam, ab65354
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich (A3672)
Total RNA izolasyon kiti Qiagen (cat no: 74804)
cDNA izolasyon Kiti Qiagen (cat no: 330411)
Ger¢ek zamanli PZR analiz Kiti Qiagen (cat no: 330001)

4.3. Calisma Populasyonu

Bu calisma, Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Etik
Kurulu tarafindan “2013/119” karar numarasi ile onaylandi (Bkz. EK A) ve
Necmettin Erbakan Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) koordinatdrliigii
tarafindan 2013 yili “131318008” proje numarast ile desteklendi. Calisma
populasyonu Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Hastanesi
Yardimer Ureme Teknikleri Unitesi ve Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Histoloji-Embiriyoloji Anabilim Dali Androloji Laboratuvarma 2013-2015 yillar
arasinda infertilite sikayeti ile bagvuran erkek olgulardan se¢ildi. Calismaya alinan
olgularin yazili onamlar1 alindiktan sonra tibbi ge¢misi, yasam tarzi (sigara ve alkol
kullanimi), ¢ocuk sayisi (yasayan, diisiik, 6lii dogum), evlilik ve akrabalik durumu,
asilama ve tiip bebek uygulamasi ile ilgili yapilandirilmis bir anket ile verileri
toplandi. Olgu se¢iminde: a) 25 - 50 yas arasi erkek hasta olmak, b) semen analizi
yapilmis olmak, c) semen analizinde asthenozoospermi, oligoasthenozoospermi ve
normozoospermi tespit edilmis olmak, d) sperm kalitesini etkileyecek bilinen bir
sistemik hastaligi olmamak gibi kriterler belirlendi. “World Health Organization’
(WHO-1992)  kriterlerine  gore  degerlendirilen  spermiyogram  analizleri
dogrultusunda 33 asthenozoospermik ve 8 oligoasthenozoospermik olmak tizere

toplam 41 hastadan olusan ¢alisma grubu ile 48 saglikli bireyden olusan
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normozoospermik kontrol grubu calismaya dahil edildi. Kontrol grubunun yas
ortalamasi 29,8 + 4,0 y1l ve yas araligi (min-max) 26 - 41 yil idi. Caligma grubunun
ise yas ortalamasi 32,8 + 4,7 yil ve yas araligi (min-max) 26 - 43 yil idi.

4.4. Semen Orneklerinin Temini ve Gruplandirilmasi

Ejakiilat (semen) Ornekleri li¢ ve/veya dort giinliik cinsel perhiz sonrasi
mastiirbasyon yontemi ile elde edildi. Mastiirbasyon yoluyla elde edilen semen
ornegi steril ve toksik olmayan, genis agizli plastik kapta toplandi. Semen
orneklerinin likefaksiyonu i¢in oda 1sisinda 20-30 dakika beklendi. Ardindan ‘World
Health Organization’ (WHO-1992) kriterlerine gore spermiyogram (semen analizi)
parametreleri agisindan degerlendirildi. Kalan semen 6rnegi 500xg devirde 10 dakika
santrifuj edildi. Santriflij sonrasi seminal plazma analize kadar -80°C'de sakland1. Bir
miktar seminal plazma (yaklasik 200ul) ihtiva eden hiicre pelleti kriyoprotektan
madde (DMSO ile desteklenmis DMEM besiyeri) igerisinde sirasiyla -20 °C’de 30
dakika, -80 °C'de bir gece ve hemen ardindan da analize kadar -196 °C'de sivi

nitrojende donduruldu.
4.5. Yontemler
Genel olarak ¢alisma bes kisimdan olusmaktadir.
a. Semen analizi,

b. Seminal plazma superoxide dismutase (SOD) aktivitesinin kolorimetrik

yontem ile 6l¢iilmesi,
C. Sperm pellet 6rneklerinden total RNA izolasyonu,
d. Komplementer DNA (cDNA) izolasyonu,

e. Gercek zamanl PZR yontemi ile NRF2 mRNA ekspresyon diizeyinin analizi
(sekil 5).
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SEMEN
3 - 4 giinliik cinsel perhiz siiresine uygun olarak alinan ejakiilat (semen) 6rnegi

!

Oda 1s1sinda 20 - 30 dakika arasinda likefikasyon icin bekletildi.

!

SEMEN ANALIZI

Konsantrasyon (10°ml) ~ |—

— Hacim (ml)

Hareketlilik (%) —

—{ Goriiniim, renk

Canlilik (%) T

— Viskozite

Morfoloji (%) —

— Semen pH’s1

Lokosit Analizi (10%/ml)  |—

Seminal plazma ve sperm igerigi (hiicre pelleti) birbirinden ayrildu.

!

Seminal plazma analize kadar -80 °C’de, hiicre pelleti ise kriyoprotektan madde
icerisinde s1v1 nitrojende (-196 °C) saklandi. Deneysel ¢aligma yapilacagi zaman
ornekler ¢oziildii.

Seminal Plazma Hiicre Pelleti
Antioksidan Enzim Aktivitesi Gen Ekspresyon Caligmasi
SOD

NRF2 mRNA Ekspresyon Diizeyi

Sekil 5. Deneysel Calisma Plani.
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45.1. Semen Analizi

Semen analizi, infertil erkegin degerlendirilmesinde fertilite potansiyelini
belirleyen oOnemli unsurlardan biridir. Calismaya alinan her bir olgunun
spermiyogram analizi (semen analizi), likefaksiyondan hemen sonra semenin
gozlenmesi ile baslandi. Bunun i¢in yapilan ilk makroskobik incelemede goriiniim,
renk, likefaksiyon zamani, viskozite, hacim, semen pH’1 degerlendirildi. Semen
analizinin en énemli kismini igeren mikroskopik degerlendirme sirasinda ise sperm
hareketliligi, sperm canliligi, total sperm sayisi, sperm konsantrasyonu, sperm
morfolojisi gibi spermiyogram analiz parametreleri degerlendirildi. Mikroskobik
degerlendirme faz kontrast mikroskobu ile makler sperm sayma kamerasi
kullanilarak semenin bir kez incelenmesi sonucunda elde edildi. Mikroskobik
degerlendirme sonucunda spermiyogram analizi WHO (1992) kriterlerine gore

yorumlandi.
4.5.2. Seminal Plazma Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Analizi

En 6nemli antioksidan enzimlerden biri olan SOD’un aktivitesi Superoxide
Dismutase Activity Colorimetric Assay kitin protokolii (Abcam, ab65354)
kullanilarak gergeklestirildi. Bu analiz ig¢in microplate reader (ELx-800, Biotek)
sisteminin GENS5 software’i kullanildi. Abcam’mn bu kiti, siiperoksit anyonu ile
indirgenmesi lizerine suda ¢oziinen renkli formazan boya tireten WST-1 (water
soluble tetrazolium salt)’t kullanan hassas bir kittir. Siiperoksit anyonu ile
indirgenme orani ksantin oksidaz (XO) aktivitesi ile dogrudan iliskilidir ve SOD
tarafindan inhibe edilir (Sekil 6). Boylece SOD'un inhibisyon aktivitesi kolorimetrik
yontem ile 450 nm dalga boyunda absorbans degeri belirlendi (Abcam, ab65354).

Enzim bulunmayan kor deger ile enzim bulunan numune absorbans degeri
hesaba katilarak enzimin % inhibisyon oram1 asagidaki denklem kullanilarak

hesaplandi (Abcam, ab65354).

soD Activity - {Ablanlﬁ - Ablanlc:i} - {As-arnple - J"-'ll:-lamlcﬂ x 100

(inhibition rate %)

(Abiankt = Ablanks)
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Sekil 6. Siiperoksit Dismutaz Aktivite Analizinin (Kolorimetrik) Prensibi (Abcam,
ab65354).

Superoxide Dismutase Activity Colorimetric Assay Kitinin Kimyasal

Bilesenleri
SOD Analiz Buffer (WM)
SOD Diliisyon Buffer (NM)
SOD Enzim Soliisyonu (Green)
WST Soliisyonu (Red)

WST calisma soliisyonu: 1 ml WST soliisyonu, 19 ml analiz buffer
soliisyonu ile diliie edildi. Bu seyreltilmis ¢ozelti 4 °C'de 2 aya kadar stabildir.

Enzim calisma soliisyonu: Enzim soliisyonu 5 saniye santriifiij edildi.
Pipetleme ile iyice karistirild1 (enzim iki kata sahip oldugu i¢in bu adim gereklidir ve
diliisyondan o6nce iyice karigtirllmalidir). 15 pl enzim soliisyonu, 2.5 ml diliisyon

buffer ile diliie edildi. Seyreltilmis enzim soliisyonu 4 °C'de 3 haftaya kadar stabildir.
45.2.1. Yontem

1. Her 6rnek kuyucuguna ve blank 2 kuyucuguna hazirlanmis 6rnekten 20 pl
eklendi. Her blank 1 ve blank 3 kuyucuguna da distile sudan 20 pl eklendi.

2. Her kuyuya WST ¢alisma soliisyonundan 200 pl eklendi.
3. Her blank 2 ve blank 3 kuyucuguna diliisyon buffer’indan 20 ul eklendi.
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4. Her ornek ve blank 1 kuyucuguna enzim ¢alisma soliisyonundan 20 pl

eklendi ve iyice karistirildi (Tablo 1).

NOT: siiperoksit her kuyuya enzim g¢alisma soliisyonunun eklenmesinden
hemen sonra salinacagi i¢in her kuyunun reaksiyon zaman farkini 6nlemek i¢in ¢ok

kanall pipet kullanildi.
5. 37 °C’de 20 dakika 96 kuyucuklu mikroplayt inkiibe edildi.
6. Microplate reader kullanilarak 450 nm’de absorbans degeri ol¢iildii.

Tablo 1. Her Bir Kuyucuk Icin Cézelti Miktar

Ornek Blank1l Blank2 Blank3

_ (rD (nD (rD ((11))
Ornek Cozeltisi 20 -- 20 --

ddH,O -- 20 -- 20
WST calisma soliisyonu 200 200 200 200
Enzim calisma soliisyonu 20 20 -- --

Diliisyon Buffer i - 20 20
Total Hacim 240 240 240 240

4.5.3. Sperm Pellet Orneklerinden Total RNA Izolasyonu

Hiicreler (hiicre pelleti) siv1 nitrojenden alinarak 37 °C’de 30-60 saniye i¢inde
hizli bir sekilde ¢6ziildii. Dondurma tiipiindeki (Cryovial) numune bir santrifiij
tiipline alinarak, lizerine 2 ml DMEM besiyeri konulup 500xg’de 5 dakika santrifiij
edildi. Ust kisim atildiktan sonra dibe ¢dkmiis olan hiicreler RNeasy Lipid Tissue
Mini kitin protokolii (Qiagene, Shanghai, China) kullanilarak total RNA izolasyonu
gerceklestirildi. RNA konsantrasyonlart NanoDrop spectrofotometre (Thermo
Scientific, NanoDrop 2000 UV-Vis spectrophotometer ) sistemi kullanilarak 6l¢iildii,
RNA’larin saflik oranlarmi 260/280 nm arasinda degerlendirildi ve komplementer

DNA (cDNA) izolasyonuna kadar -80 °C'de saklandi.
RNeasy Lipid Tissue Mini Kitin Kimyasal Bilesenleri

QIAzol Lysis Reagent: hiicre zarini lizis eden ve RNA’larin agiga ¢ikmasini

saglayan tampon.

Buffer RW1: etanol igerikli yikama tamponu
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10.

11.

12.

13.

Buffer RPE: son yikama solusyonu
RNase-Free Water: RNase icermeyen molekiiler ¢alismalara 6zgii su
4.5.3.1. Yontem

Hasta sayis1 kadar ependorf tiipii alind1 ve tiiplere hasta ismi, numara vs

yazildi.

Sperm pelleti lizerine 1ml QIAzol Lysis Reagent soliisyonu eklendi.
Bu karisim ependorf tiiplerine aktarildi.

Oda 1s1sinda (15-25°C) 5 dak inkiibe edildi.

200 pl chloroform eklendi ve 15 sn kuvvetlice vortex yapildi.

Oda 1s1sinda 2-3 dak inkiibe edildi.

12.000xg 15 dak 4 °C’de santriifiij yapildi.

Santriifiij sonunda iist kisimda niikleik asitler, orta kisimda ise proteinler

toplandi.

Ust kisimda bulunan niikleik asitler dikkatlice toplandi ve yeni ependorf

tiiplerine alindu.

Uzerine topladiginiz niikleik asit miktar1 kadar % 70 ethanol eklendi, vortex

yapildi.

Bu karisimdan 700 pl alinip 2 ml kolleksin tiipii icinde bulunan RNeasy Mini

spin kolon tiipiine eklendi. Kolon tiipii kapatildi.

8000xg 15 sn oda 1sisinda santriifiij yapildi. Santriifiijden sonra kolleksin

tiipiinde birikenler dokiildii.

Ayni kolleksin tiipli ve RNeasy Mini spin kolon tiipiinii kullanarak geri kalan

ornek ile sirastyla basamak 11. ve 12. basamaklar tekrarlandi.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

RNeasy Mini spin kolon tiiptiine RW1 Buffer soliisyonundan 700 ul eklendi.
Kolon tiipti kapatildi.

8000xg 15 sn oda 1sisinda santriifiij yapildi. Santriifiijden sonra kolleksin

tiiptinde birikenler dokiildii.

RNeasy Mini spin kolon tiipiine RPE Buffer soliisyonundan 500 pl eklendi.
Kolon tiipti kapatildi.

8000xg 15 sn oda 1sisinda santriifiij yapildi. Santriifiijden sonra kolleksin

tiiptinde birikenler dokiildii.

RNeasy Mini spin kolon tiipiine RPE Buffer soliisyonundan 500 pl eklendi.
Kolon tiipti kapatildi.

8000xg 2 dak oda 1sisinda santriifiij yapildi.
RNeasy Mini spin kolon tiipii yeni 1,5 mI’lik tiipe alindi.

Uzerine 30-50 pl (yaklasik 35 pl) RNase-free water eklendi. Kolon tiipii
kapatildi.

8000xg 1 dak oda 1s1sinda santriifiij yapildi.
1,5 ml tiipte birikenler total RNA’dur.

Izole edilen RNA’larin konsantrasyonlar: Nanodrop cihazinda 260-280 dalga

boyu arasinda ol¢iildii.
Total RNA’lar cDNA elde edilinceye kadar -80 °C'de sakland.
4.5.4. Komplementer DNA izolasyonu

Komplementer DNA (cDNA), mRNA’dan sentezlenen DNA kopyasidir. Bu

reaksiyonda revers transkriptaz enzimi kullanilir. Revers transkriptaz RNA bagimh
bir DNA polimerazdir. Total RNA’dan cDNA izolasyonu RT? HT First Strand kitin
protokolii  (Qiagene, Shanghai, China) kullanilarak RT-PZR yontemiyle
gerceklestirildi ve ger¢ek zamanli PZR analizine kadar -20 °C'de saklandi.

27



RT? HT First Strand Kitin Kimyasal Bilesenleri

RT? HT First Strand kitin prosediirii iki asamadan olusmaktadir: genomik
DNA kontaminasyonunun uzaklastirilmasi, RNA o6rneklerinin hizli ve kolay

kullanimini saglayan revers transkripsiyonu.

Buffer GE2 (gDNA elimination buffer): genomik DNA eliminasyon
tamponu, RNA orneklerinde kalan genomik DNA’y1 etkili bir sekilde uzaklastirir.

BC4 Revers Transkriptaz Mix: Genomik DNA uzaklastirildiktan sonra,
RNA ornekleri revers transkripsiyon i¢in hazirdir. Bu islem i¢in kullanilan revers
transkripsiyon master mix ilk ¢cDNA zincir sentezi i¢in her bir bileseni [random
(hexamer) ve oligo-dT primerler, MMLYV revers transkriptaz, optimize magnezyum

konsantrasyonu, revers transkriptaz buffer, ANTP’ler, RNaz inhibitorii] igerir.
4.5.4.1. Yontem

1. GE2 and BC4 revers transkriptaz mix tampon’lar1 -20 °C’den ¢ikarildi ve buz

uzerinde eritildi.

2. Mix tampon’lar ¢oziildiikten sonra kisa bir santrifiij yapildi. Kullanilana

kadar mix tampon’lar buz lizerinde muhafaza edildi.

3. Hasta sayis1 kadar 0,2 ml ependorf tiipii alindi. Hasta isimlerine gore

numaralandirildi.
4. Bu tiipler soguk bloga dizildi.
5. Her bir tiipe 6 pl GE2 revers transkriptaz mix buffer eklenildi.
6. Her bir tlipiin iizerine 8 pul RNA 6rnegi eklenildi. Pipetaj yapildi.
7. Thermal cycler’da 37 °C’de 5 dak inkiibe edildi.

8. Inkiibasyondan sonra her bir tiipe 6 ul BC4 revers transkriptaz mix buffer
eklenildi.

9. Thermal cycler’da;

42 °C’de 15 dak
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95 °C’de 5 dak
4 °C’de sonsuzda bekletildi.

10. Bitmis olan bu reaksiyon ger¢cek zamanli PZR islemine kadar buz iizerinde

veya uzun siireli kullanim i¢in -20 °C'de saklanilir.
4.5.5. NRF2 mRNA Ekspresyon Diizeylerinin Analizi

NRF2 mRNA ekspresyon diizeyi RT? qPZR Primer Assay kitin protokolii
(Qiagene, Shanghai, China) kullanilarak ger¢ek zamanli PZR (Rotor-Gene Q,
QIAGEN) yontemi ile gergeklestirildi. Cihaza tek seferde 36 yiikleme
yapilabildiginden 41 ¢alisma grubu ve 48 kontrol grubundan olusan 89 test igin 3 kez
calisma yapildu.

RT? qPZR Primer Assay Kitin Kimyasal Bilesenleri
RT? SYBR Green Mastermix

RT? gPZR Primerler

> hedef gen (NRF2) primeri

> hause keeping gen (GAPDH) primeri
RNase-free water

4.5.5.1. Yontem

1. Calismaya baslamadan énce RT? SYBR Green Mastermix, RT? gPZR

Primerler, sentezlenen cDNA’lar kisa bir siire santrifiij edildi.

NOT: RT? SYBR Green Mastermix HotStart DNA Taq polimeraz
icerdiginden sadece 1s1 aktivasyonu sonrasi aktiflesir. Bu nedenle reaksiyonlar oda

sicakliginda (15-25°C) hazirland.

2. Tablo 2'de tarif edildigi gibi, 5 mI’lik bir tiip icinde PZR bilesenleri karisimi

hazirlandi.
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Tablo 2. Bir Reaksiyon Icin PZR Bilesenleri Karisimi

Bilesenler Hacim (uL)
RT* SYBR Green Mastermix 12.5
Sentezlenen cDNA 1
RT? gPZR Primer 1
RNase-free water 10.5
Total Hacim 25

3. PZR bilesenleri karigimi kisa bir siire santrifiij edildi ve gercek zamanli PZR
dongii sistemine yerlestirildi. Ayrica 50 kontrol grubunun ¢cDNA’lar ile de

ayni islemler tekrarlanildi.

4. Son olarak ger¢cek zamanli PZR sisteminin monitériinden ‘Rotor-Gene Q
Series Software, QIAGEN’ programindaki siire, dongii ve 1s1 degerleri
secilerek caligsma baglatildi.

Denatiirasyon: 95°C’de 10 dakika 1 dongt

Cycling: 95°C’de 15 saniye

40 dongii

60°C’de 30 saniye
Cooling: 4°C
4.6. Istatistiksel Analiz

Yapilan bu ¢alismada, asthenozoospermili ve oligoasthenozoospermili
calisma grubu ile normozoospermili kontrol grubundaki olgularin semen
parametreleri agisindan karsilastirilmasi ve bu iki grup arasinda seminal plazma SOD
aktivite diizeyinin ve NRF2 mRNA ekspresyon diizeyinin istatistiksel olarak
karsilagtiritlmast sonucu anlamli bir farkliligin olup olmadigini belirlemek amaci ile
Independent Sample Mann-Whitney U testi kullanildi. Seminal plazma SOD aktivite
diizeyi (%) ve NRF2 mRNA ekspresyon diizeyi (ACT) ortalama deger + standart
sapma seklinde verildi. NRF2 mRNA ekspresyon diizeyinin sperm kalitesi ve
seminal plazma SOD aktivitesi arasindaki korelasyon katsayisini belirlemek amaci
ile Spearman correlation testi kullamildi. Istatistiksel analizler i¢in SPSS 20.0

programi kullanildi ve P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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5. BULGULAR
5.1. Calisma Populasyonunun Semen Parametreleri

Calismaya, yas ortalamasi 32.84+4.7 (26-43) yil olan, asthenozoospermik ve
oligoasthenozoospermik 41 hastadan olusan c¢alisma grubu ile yas ortalamasi
29.844.0 (26-41) yil olan, normozoospermik 48 saglikli bireyden olusan kontrol
grubu dahil edildi. Calisma grubu ile saglikli kontrol grubunun yas ortalamasi ve
semen parametreleri tablo 3’te verilmektedir. Bu veriler dogrultusunda istatistiksel
olarak yapilan degerlendirmede iki grup arasinda yas ortalamasi agisindan fark
saptandi  (P=0.003) (tablo 3). Yapilan istatistiksel degerlendirmede sperm
konsantrasyonu (50.3x10%ml ve 86.7x10%ml), canhilik (%77 ve %90), progresif
hareketlilik (%32 ve %60) gibi temel semen parametreleri ¢alisma grubunda kontrol
grubuna gore anlamli olarak daha diisiik (P<0.001) (tablo 3) iken iki grup arasinda
non-progresif hareketlilik (%14 ve %14) acisindan anlamli bir fark saptanmadi
(P=0.630) (tablo 3). Ayrica hareketsiz sperm orani (%52 ve %?24) ve anormal
spermatozoa orani (%90 ve %84) calisma grubunda kontrol grubuna gére anlamli

olarak daha yiiksekti (sirasiyla P<0.001, P=0.001) (tablo 3).

Tablo 3. Kontrol ve Calisma Grubunun Semen Parametreleri A¢isindan

Karsilastirilmasi

Kontrol Calisma P

Grubu Grubu Degeri

(n: 48) (n: 41)
Yas (yil)® 29.8+4.0 32.8+4.7 0.003
Konsantrasyon (10%/ml)? 86.7+548  50.3+50.5°  0.000
Canhlik (%)? 90+5 77 £13° 0.000
Progresif hareketlilik (%0)® 60+7 32+12° 0.000
Non- progresif hareketlilik (%)® 14+£6 14+7° 0.630"
Hareketsiz sperm orami (%)? 24+9 52+16° 0.000
Anormal spermatozoa orani (%)* 84 +£9 90 + 6° 0.001

&: veriler ortalama deger + standart sapma seklinde verildi.

® Independent Sample Mann-Whitney U testi kullanilarak kontrol grubu ile karsilastirildi.
*: istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmad.

P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.

Calisma grubu ile saglikli kontrol grubu sigara igen ve igmeyen olgular olmak
lizere alt gruplara ayrildi. Kontrol grubunda sigara icen 30 olgu (yas ortalamasi

29.5£3.9), sigara icmeyen 18 olgu (yas ortalamasi 30.3+4.2) bulunur iken ¢alisma
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grubunda sigara icen 25 olgu (yas ortalamasi 32.7+4.3), sigara igmeyen 16 olgu (yas
ortalamasi 32.9+5.5) bulunmaktadir.

Sigara igen ¢alisma grubu ile saglikli kontrol grubunun semen parametreleri
tablo 4’te verilmektedir. Bu veriler dogrultusunda sigara i¢en c¢alisma grubu ile
saglikli kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak yapilan degerlendirmede sperm
konsantrasyonu (60.9x10%ml ve 91.2x10%ml), canhlik (%76 ve %89), progresif
hareketlilik (%33 ve %61) gibi temel semen parametreleri ¢alisma grubunda kontrol
grubuna gore anlamli olarak daha distik (sirasiyla P=0.016, P<0.001, P<0.001)
(tablo 4) iken iki grup arasinda non-progresif hareketlilik (%14 ve %13) agisindan
anlamli bir fark saptanmadi (P=0.392) (tablo 4). Ayrica hareketsiz sperm orani (%51
ve %25) ve anormal spermatozoa orani (%89 ve %84) ¢alisma grubunda kontrol
grubuna gore yiiksekti (sirasiyla P<0.001, P=0.051) (tablo 4).

Tablo 4. Sigara Icen Kontrol ve Calisma Grubunun Semen Parametreleri
Acisindan Karsilastirilmasi

Sigara icen Olgular

Kontrol Calisma P

Grubu Grubu Degeri

(n: 30) (n: 25)
Yas (yil) 29.5+3.9 32.7+43° 0.006
Konsantrasyon (10%/ml) 2 91.2+59.2 60.9 +60.5° 0.016
Canlilik (%)? 89+ 6 76 + 14° 0.000
Progresif hareketlilik (%6)? 61 +7 33+12° 0.000
Non-progresif hareketlilik (%) 13+6 14+6° 0.392"
Hareketsiz sperm oram (%)* 25+8 51+15° 0.000
Anormal spermatozoa orani (%)° 84+9 89+7° 0.050

&: veriler ortalama deger + standart sapma seklinde verildi.

® Independent Sample Mann-Whitney U testi kullarularak kontrol grubu ile karsilastirildi.
“: istatistiksel olarak anlaml bir fark saptanmadi.

P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Sigara i¢gmeyen ¢alisma grubu ile saglikli kontrol grubunun semen
parametreleri tablo 5’te verilmektedir. Yapilan istatistiksel degerlendirmede sperm
konsantrasyonu (33.7x10%/ml ve 79.3x10%ml), canlilik (%78 ve %91), progresif
hareketlilik (%31 ve %60) gibi temel semen parametreleri ¢alisma grubunda kontrol
grubuna gore anlamli olarak daha diisiik (P<0.001) (tablo 5) iken iki grup arasinda
non-progresif hareketlilik (%14 ve %]15) agisindan anlamli bir fark saptanmadi

P=0.851) (tablo 5). Ayrica hareketsiz sperm orani (%54 ve %?23) ve anormal
yr p
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spermatozoa orant (%92 ve %82) calisma grubunda kontrol grubuna gore anlamli

olarak daha yiiksekti (sirasiyla P<0.001, P=0.004) (tablo 5).

Tablo 5. Sigara icmeyen Kontrol ve Cahsma Grubunun Semen Parametreleri
Acisindan Karsilastirilmasi

Sigara icmeyen Olgular

Kontrol Calisma P

Grubu Grubu Degeri

(n: 18) (n: 16)
Yas (yil)® 30.3+4.2 32.9+55° 0.198"
Konsantrasyon (10%/ml)? 793+472  33.7+218° 0.000
Canhlik (%)? 91+3 78 £12° 0.000
Progresif hareketlilik (%0)* 60+6 31+£13° 0.000
Non-progresif hareketlilik (%) 15+7 14+9° 0.851"
Hareketsiz sperm oram (%)* 23+ 10 54+19° 0.000
Anormal spermatozoa orani (%)° 82+ 11 92 +3° 0.004

&: veriler ortalama deger + standart sapma seklinde verildi.

b+ Independent Sample Mann-Whitney U testi kullanilarak kontrol grubu ile karsilastirildi.
" istatistiksel olarak anlaml1 bir fark saptanmad.

P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.

Sigara kullaniminin konsantrasyon, canlilik, progresif hareketlilik, non-
progresif hareketlilik, hareketsiz sperm orani, anormal spermatozoa orani gibi temel
semen kalite parametrelerine olan etkilerini bir baska agidan inceledigimizde;
calisma grubunun sigara i¢en olgularinin temel semen kalite parametrelerini sigara
icmeyen olgular ile istatistiksel olarak karsilastirdik (tablo 6). Yapilan istatistiksel
degerlendirmede ¢aligma grubunun sigara igen olgularinin temel semen Kkalite

parametreleri sigara igmeyen olgularina gore anlamli bir fark saptanmadi (P>0.05)
(tablo 6).
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Tablo 6. Calisma Grubunda Sigara Kullaniminin Semen Parametreleri
Agcisindan Karsilastirilmasi

Calisma Grubu
Sigara icen Sigara icmeyen P

Olgular Olgular Degeri’

(n: 25) (n: 16)
Yas (yil)® 32.7+43 32.9+55 0.925
Konsantrasyon (10%/ml)? 60.9+60.5  33.7+218 0.245"
Canhlik (%)? 76 + 14 78 + 12 0.925
Progresif hareketlilik (%6)? 33+ 12 31+13 0.640"
Non-progresif hareketlilik (%0)* 14+6 14+9 0.758
Hareketsiz sperm oram (%)* 5115 54+19 0.862"
Anormal spermatozoa orani (%)* 89+ 7 92+3 0.272°

% veriler ortalama deger + standart sapma seklinde verildi.

b.p degeri Independent Sample Mann-Whitney U testi kullanilarak hesaplandi.
" istatistiksel olarak anlaml bir fark saptanmadi.

P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Kontrol grubunun sigara i¢en olgularinin temel semen kalite parametrelerini
sigara icmeyen olgulari ile istatistiksel olarak karsilastirdigimiz da ise kontrol
grubunun sigara i¢en olgularinin temel semen kalite parametreleri sigara icmeyen

olgularina gore istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (P>0.05) (tablo 7).

Tablo 7. Kontrol Grubunda Sigara Kullaniminin Semen Parametreleri
Acisindan Karsilastirilmasi

Kontrol Grubu

Sigara Icen Sigara Icmeyen P

Olgular Olgular Degeri’

(n: 30) (n: 18)
Yas (yil) 29.5+3.9 30.3+4.2 0.545
Konsantrasyon (10%/ml)? 91.2+59.2  79.3+47.2 0.617
Canhlik (%)? 89+ 6 91+3 0.369
Progresif hareketlilik (%0)® 61+7 60+ 6 0.790"
Non-progresif hareketlilik (%0)* 13+6 15+7 0.508"
Hareketsiz sperm oram (%)* 25+8 23+10 0.331°
Anormal spermatozoa orani (%)* 84+9 82+11 0.693"

& veriler ortalama deger + standart sapma seklinde verildi.

®. P degeri Independent Sample Mann-Whitney U testi kullanilarak hesapland.
*: istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi.

P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.

5.2. Spermatozoada NRF2 Antioksidan Genin mRNA Ekspresyon Diizeyi

Sperm hareketliligi farkli olan erkek olgularin spermatozoalarinda NRF2
antioksidan genin mRNA ckspresyon diizeyi kantitatif ger¢ek zamanli PZR ile

Olciildii. Calisma grubunun NRF2 mRNA ekspresyon diizeyi istatistiksel olarak
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kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir fark saptanmadi (P=0.633) (tablo 8)
(sekil 7).

Tablo 8. Kontrol ve Calisma Grubunun NRF2 Antioksidan Gen Ekspresyonu

Kontrol Grubu Calisma Grubu P Degeri”
(n: 48)° (n: 41)°
NRF2° 534 +2.67 5.94 +3.20 0.633"

&: veriler ortalama deger + standart sapma seklinde verildi.

b.p degeri Independent Sample Mann-Whitney U testi kullanilarak hesaplandi.
" istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi.

. ACT= (Cy, antioksidan gen — Cy, GAPDH)

P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Sekil 7. Calisma Grubu ve Kontrol Grubunun Ortalama NRF2 mRNA Ekspresyonu.

5.3. Seminal Plazma SOD Aktivitesi

Calisma ve kontrol grubunun seminal Plazma SOD aktivitesi tablo 9'da
sunulmustur. Calisma ve kontrol grubunun ortalama seminal plazma SOD aktivite
degerleri sirastyla 99,6 + 34,4 ve 100,2 + 20,4’dur (tablo 9). Calisma grubunun
seminal plazma SOD aktivitesi istatistiksel olarak kontrol grubu ile

karsilagtirildiginda anlamli bir fark saptanmadi (P=0.502) (tablo 9) (sekil 8).
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Tablo 9. Kontrol ve Calisma Grubunun Seminal Plazma SOD Aktivitesi

Kontrol Calisma P
Grubu Grubu Degeri
(n: 48) (n: 41)
Seminal Plazma SOD Aktivitesi 100.2+20.4 99.6+344° 0502
(%)°

&: veriler ortalama deger + standart sapma seklinde verildi.
® Independent Sample Mann-Whitney U testi kullanilarak kontrol grubu ile karsilastirildi.

" istatistiksel olarak anlaml1 bir fark saptanmad.
P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.

50 00—

Seminal 500 dktivites %)
]

50,00 @

Cahisma grubu

Kontrol grubu

Sekil 8. Calisma Grubu ve Kontrol Grubunun Seminal Plazma SOD Aktivitesi.

5.4. NRF2 mRNA Ekspresyon Diizeyinin Sperm Kalitesi ve Seminal

Plazma SOD AKktivitesi Arasindaki Korelasyonu

Spearman korelasyon analizi sonucunda NRF2 mRNA ekspresyon diizeyinin

konsantrasyon, progresif ve non-progresif hareketlilik, hareketsiz sperm orani,

anormal spermatozoa orani gibi temel semen parametreleri ile aralarinda bir iligki
olmadig1 (P>0.05) (tablo 10), fakat NRF2 mRNA ekspresyon diizeyinin ¢alisma
grubunda canlilik ile iligkili oldugu saptandi (P=0.043) (tablo 10). Anlamlilik degeri

0.043 olan bu negatif iliski zayif diizeyde (%31) oldugundan istatistiksel olarak

anlamli kabul edilmedi. Ayrica NRF2 mRNA ekspresyon diizeyinin seminal plazma

SOD aktivitesi ile aralarinda bir iligki olmadig: saptandi (P=0.533) (tablo 10).
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Tablo 10. NRF2 mRNA Ekspresyon Diizeyinin Sperm Kalitesi ve Seminal
Plazma SOD AKktivitesi Arasindaki Korelasyonu

Kontrol Grubu Calisma Grubu
(n: 48) (n: 41)
Korelasyon P Korelasyon P
katsayis©® Degeri katsayisi® Degeri
Sperm konsantrasyonu 0.003 0.984 0.013 0.934
Sperm canlihigi 0.121 0.412 -0.318 0.043
Sperm progresif hareketlilik -0.111 0.452 0.055 0.734
Sperm non-progresif hareketlilik -0.106 0.475 0.075 0.640
Sperm hareketsiz sperm orani 0.025 0.866 -0.052 0.747
Sperm anormal spermatozoa -0.036 0.810 -0.002 0.988
orani
Seminal Plazma SOD aktivitesi 0.054 0.713 0.100 0.533

&: korelasyon katsayis1 Spearman correlation testi kullanilarak hesapland.

P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

5.5. Seminal Plazma SOD Aktivitesinin Sperm Kalitesi Arasindaki

Korelasyonu

Spearman korelasyon analizi sonucunda Seminal plazma SOD aktivitesinin

konsantrasyon, canlilik, progresif ve non-progresif hareketlilik, hareketsiz sperm

oran1 gibi temel semen parametreleri ile aralarinda bir iliski olmadig1 (P>0.05) (tablo

11), fakat seminal plazma SOD aktivitesinin ¢aligma grubunda anormal spermatozoa
orant ile iliskili oldugu saptandi (P=0.041) (tablo 11). Anlamlilik degeri 0.041 olan

bu negatif iliski zayif diizeyde (%32) oldugundan istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmedi.

Tablo 11. Seminal Plazma SOD Aktivitesinin Sperm Kalitesi Arasindaki

Korelasyonu

Kontrol Grubu Calisma Grubu
(n: 48) (n: 41)

Korelasyon P Korelasyon P
katsayisi® Degeri katsayisi® Degeri
Sperm konsantrasyonu 0.125 0.399 0.262 0.097
Sperm canlilig -0.188 0.200 0.051 0.753
Sperm progresif hareketlilik 0.093 0.531 -0.029 0.858
Sperm non-progresif hareketlilik 0.094 0.524 -0.012 0.941
Sperm hareketsiz sperm orani -0.174 0.237 0.051 0.749
Sperm anormal spermatozoa 0.221 0.132 -0.325 0.041

orani

&: korelasyon katsayis1 Spearman correlation testi kullanilarak hesaplandi.

P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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6. TARTISMA VE SONUC

Sperm hareketliliginde bozulma, yiiksek seviyelerde sperm canliliginda
azalma ve diisiik spermatogenezis ile iliskili olan oksidatif stress erkek infertilitesinin
en yaygin sebeplerinden biri sayilmaktadir (16,22). NRF2, ROT’a kars1 koruma igin
onemli olan antioksidan enzimleri kodlayan genlerin bazal ve indiiklenebilir
transkripsiyonunu diizenlemektedir (14,24). Yapilan calismalarda insan ejakulat
spermatozoasinda mRNA’nin varligi belirlenerek (120,121,122) olgun spermatozoa
mRNA’larinin  spermatogenez sirasinda transkribe edildigi ve teshis amach
kullanilabilecegi  bildirilmistir ~ (123).  Genel olarak, bu transkriptlerin
spermiyogenezisin kalintis1 oldugu kabul edilmekte (122,124,125) iken, heniiz bu
transkriptlerin fonksiyonu veya amaci hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur (121,122).
Olgun insan spermatozoasinda tespit edilen bu mRNA'lar insan testislerinde eksprese
edilenler ile uyumlu bulunmustur (121,122). Bu nedenle ejakulat spermatozoadaki
mRNA’lar  spermatogenezisteki  olaylarin  anlasilmasini  saglayabilmektedir
(122,124). Sigirlarin  spermatozoalarinda  bulunan mRNA  transkriptlerinin
fonksiyonel roliinii belirlemeyi amag¢ edinen bir ¢alismada, bu tiir sperm RNA
profillerinin erkek gamet kalitesinin molekiiler teshisi i¢in uygun oldugu sonucunu

desteklemektedir (125).

Bu ¢alismaya yas ortalamasi 32.8+4.7 (26-43) yil olan, asthenozoospermik ve
oligoasthenozoospermik 41 hastadan olusan ¢alisma grubu ile yas ortalamasi
29.844.0 (26-41) yil olan, normozoospermik 48 saglikli bireyden olusan kontrol
grubu dahil edildi. Sperm hareketliligi farkli olan bu erkek olgularin
spermatozoalarinda NRF2 antioksidan genin  mRNA ekspresyon diizeyinin
konsantrasyon, canlilik, progresif ve non-progresif hareketlilik, hareketsiz sperm
orani, anormal spermatozoa orani gibi temel semen parametreleri ile aralarinda bir
iliski olmadig1 saptand1 (P>0.05) (tablo 10). Ayrica NRF2 mRNA ekspresyon
diizeyinin seminal plazma SOD aktivitesi ile de aralarinda bir iliski olmadig
belirlendi (P=0.533) (tablo 10). Bu veriler NRF2’nin, erkek infertilitesi ile iligkili
ROT’un tahmin edilmesinde tek basina bir belirte¢ olarak kullanilmasinin uygun

olmadigini diisiindiirmektedir.

Spermatozoanin niikleer kondensasyonunu, kapasitasyonunu ve sperm

fonksiyonunu iceren molekiilleri kodlayan farkli mRNA transkriptlerinin seviyelerini
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degerlendiren bazi1 ¢alismalar mevcuttur. Bu ¢aligsmalarda proto-onkoproteinlerin ve
nitrik oksitin hareketlilik, kapasitasyon, akrozom reaksiyonu, sperm hiicre
fonksiyonu, sperm fizyolojisi ve fertilizasyon i¢in hayati 6nem tasiyan bazi

asamalarda gorev aldig: bildirilmistir (126,127).

Bu caligmalarda sperm kalitesinin sperm mRNA dagilimu ile ilgili olabilecegi
ileri siiriilmiistiir. Bu hipotezi test etmek i¢in Lambard ve arkadaglart ayni semen
orneginden yiiksek ve diisiik hareketli spermleri izole ederek bu iki populasyonda
niikleer kondensasyon (protamines 1 ve 2) ve kapasitasyonu [endotelyal nitrik oksit
sentaz (eNOS), noronal nitrik oksit sentaz (nNOS) ve c-myc ] igeren molekiilleri
kodlayan farkli mRNA transkriptlerini degerlendirmislerdir. Diisiik hareketli
spermlerde Prm-1 mRNA miktarinin yiiksek oldugu, yiiksek hareketli sperm
orneklerinin ¢ogunda eNOS ve nNOS transkriptlerinin tespit edilemedigi, fakat
diisiik hareketli spermlerde tespit edildigi bildirilmistir (122). Bu nedenle sperm
mRNA profillerinin analiz edilmesi, bir tant aract ve prognoz degeri olarak
fertilizasyon i¢in yararli olabilecegi gibi normal fertil erkeklerin genetik yapisinin

anlagilmasinda da kullanilabilecegi gosterilmistir (122).

Steger grubu da infertil erkekler ve kontrol grubu arasinda hem testikular
biopsi hem de ejakulat spermatozoada protamin-1/protamin-2 orani ve Bcl2 mRNA
ekspresyon igerigi arasinda anlamli farkliliklar bildirmistir. Kontrol grubuna gore
infertil erkeklerde onemli 6lgiide anormal protamin oranlart ve Bcl2 mRNA
ekspresyon igerigi bulunmustur. Bu veriler bu molekiillerin erkek infertilitesini

tahmin etmede yararli bir biomarkir olabilecegini diisiindiirmiistiir (128).

Voltaj bagimli anyon kanal (voltage-dependent anion channel=VVDAC)
genlerinin mRNA diizeyindeki farkliliklar normozoospermili fertil kontrol grubu ile
idiyopatik asthenozoospermili infertil hastalarin yiiksek hareketli ve diisiik hareketli
spermatozoalarinda rapor edilmistir (129). Bu c¢alismalarin neticesinde, diisiik
kalitede insan sperminin, belirli genlerin anormal sperm mRNA igerikleri ile iligkili

oldugu sonucuna varilmigtir (122,128,129).

Bu c¢alisgmamizda NRF2 mRNA ekspresyon diizeyinin temel sperm Kalite
parametreleri ile iliskili olmadig: saptandi (tablo 10). Bu veriler NRF2’nin tek basina

hem erkek infertilitesinin etyolojisinin  belirlenmesinde hem de sperm
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fonksiyonlarinda ROT ile iligkili defektlerin belirlenmesinde bir belirte¢ olarak

kullanilmasinin uygun olmadigini diisiindiirmektedir.

NRF2 genindeki bozukluklara ve insan hastaliklar1 arasindaki iliskiye 151k
tutmak i¢cin NRF2 geninde polimorfizmler arastirilmistir. Bu sonuglar, NRF2 geninin
genetik analizi i¢in molekiiler bir temel olusturmasi yaninda polimorfizmler ile bu
hastaliklarin iligkisine dair kanitlar sunmustur. Ayrica mevcut deliller diger oksidatif
stres iligkili hastalik siireclerinde NRF2’nin roliinii arastirmanin etkili olacagini da
bildirmistir. Fakat NRF2’nin erkek {ireme fonksiyonu tizerindeki etkileri

arastirilamamistir (130,131).

Nakamura ve arkadaglarinin yaptig1 calisma erkek fertilitesinde NRF2’nin
roliinii gosteren ilk caligmadir. Bu c¢alismada NRF2 knockout erkek farelerde
testikiiler spermatogenezisin kronik oksidatif stress ile bozulmaya son derece duyarh
oldugunu ve spermatogenezisin oksidatif bozulmasini Onlemede transkripsiyon
faktorii NRF2’nin kritik bir rol oynadigini gdstermektedir (14). Insanlarda erkek
fertilitesi ile NRF2-ARE sinyal yolagi arasindaki iligki biiyik 0lgiide
bilinmemektedir. Bu sonuglara dayanarak, erkeklerde diisiik sperm Kkalitesi ve
infertilite ile NRF2’nin iliskisi arastirilmahidir (5). NRF2 ekspresyonundaki
azalmanin regiilatdr genlerin anormal fonksiyonu veya NRF2’deki genetik
varyasyonlardan kaynaklanabilecegi ileri siiriilmektedir (81). NRF2 geni apoptozis,
antioksidan savunma ve hiicre sag kalimi esnasinda transkripsiyon genlerinin anahtar
regiilatorii oldugundan (62,81), NRF2’nin anormal ekspresyonu erkek iireme
sisteminde sadece ROT seviyesini degil, spermatogenezde gorevli genlerin genis bir
kismin1 etkileyebilecegi, bu nedenle anormal NRF2 diizeyinin defektif sperm
fonksiyonlarmin anlagilmasinda molekiiler mekanizmalardan biri olabilecegi
diistiniilmektedir (81). Calismamizda diisiik sperm hareketliligi olan erkek olgularin
spermatozoalarinda NRF2 antioksidan genin mRNA ekspresyon diizeyi kontrol
grubu ile karsilastirildiginda anlaml bir fark saptanmadi (P=0.633) (tablo 8) (sekil
7). Bu veriler NRF2 geninin insan spermatogenezinde onemli rol oynadigini ileri
siiren diger c¢alismalar ile uyumlu degildir (81). Ancak, bu ¢alismada calisma ve
kontrol grubu sinirh sayida ele alindigindan daha genis bir populasyonda daha fazla

arastirma yapilmasinin uygun olacag diisiiniildii.
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NRF2 geninin promotor bolgesindeki polimorfizimlerin NRF2 mRNA
ekspresyonunu etkileyebilecegi ve bu polimorfizimlerin insanlarda spermatogenez
defektleri ile iliskili oldugu bir diger ¢alismada bildirilmistir. Bu ¢alisma insanlarda
defektif spermatogenez ile NRF2 promotorundaki fonksiyonel polimorfizmler

arasinda kuvvetli bir iligki oldugunu gosteren ilk ¢aligma olmaktadir (5).

Calisma grubumuzun seminal plazma SOD aktivitesi kontrol grubu ile
kiyaslandiginda anlamli bir fark saptanmadigini gézlemledik (P=0.502) (tablo 9)
(sekil 8). Insan seminal plazmada ve spermatozoada SOD izoenzimleri en dnemli
antioksidan enzimlerden biri olarak kabul edilmektedir (5,20). Spermatozoa,
oksidatif saldiridan bir¢ok somatik hiicreyi koruyan SOD gibi savunma enzimlerini
iceren kiigiik sitoplazmaya sahiptir (49,54) ve spermatozoal SOD aktivitesinin,
oksidatif strese karsi spermatozoal hiicrelerin korunmasinda onemli rolii oldugu
ayrica SOD aktivitesinin oksidatif strese karsi birincil enzimik savunma oldugu
bildirilmistir (27,54,59). SOD, ‘O, ve H,0, arasindaki dengenin saglanmasinda
fizyolojik bir rol oynarken, bu enzimin yiiksek seviyesi bozulmus sperm fonksiyonu

ile iligkili oldugu diistiniilmektedir (59).

Kobayashi ve arkadaslarinin insan seminal plazma ve spermatozoada
yaptiklar1 bir ¢alismada seminal plazmanin SOD aktivitesi igerdigi bildirilmis ve
insan spermatozoasinin SOD aktivitesi ile hareketli spermatozoalar arasinda anlamh
bir korelasyonun oldugu gosterilmistir. Fakat seminal plazmanin SOD aktivitesi ile
sperm konsantrasyonu ve hareketliligi arasinda bir iligki gosterilememistir (33).
Fakat bir diger calismada seminal plazma SOD aktivitesi ile spermatozoal progresif

hareketlilik arasinda pozitif korelasyon bildirilmistir (60).

Yapilan diger bazi ¢aligmalarda da seminal plazmanin SOD aktivitesinin hem
hareketli spermatozoalar arasinda (132) hem de sperm sayis1 ve progresif hareketlilik

arasinda anlamli bir korelasyon oldugu gosterilmistir (133).

Buna karsilik fertil ve infertil erkek seminal plazmalarinda SOD enzim
aktivitesi kiyaslandiginda anlamli bir fark gdzlenmemistir. Fakat Infertil grubun
SOD enzim aktivitesi ile sperm hareketliligi arasinda negatif anlamli bir korelasyon

saptanmustir (134).
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Buna ragmen Sanocka ve arkadaslar infertil erkeklerin seminal plazma SOD

aktivitelerinin fertil bireylere goére anlamli olarak arttigin1 gostermistir (135).

Yapilan bir diger ¢alismada elde edilen veriler oligoasthenozoospermik
hastalarda total seminal SOD aktivitesinin kontrol grubuna gore belirgin olarak

azaldig1 gosterilmistir (5).

Spermatozoa ve seminal plazma SOD aktivitelerinin sperm kalitesine olan
etkilerini belirlemeyi amacglayan bir diger calismada fertil ve infertil grupta
spermatozoa ve/veya seminal plazmanin SOD aktivitesi arasinda anlamli bir farklilik
belirlenememistir. Spermatozoa ve/veya seminal plazma SOD aktivitesi ile sperm
hareketliligi ve konsantrasyon arasinda anlamli bir iligki saptanmamistir (136). Bu
farkli sonuglarin kullanilan metotlarin farkli olmasindan kaynaklanabilecegi 6ne

stirilmektedir (134).

Calismamizda seminal plazma SOD aktivitesinin konsantrasyon, canlilik,
progresif ve non-progresif hareketlilik, hareketsiz sperm orani, anormal spermatozoa
orani gibi temel semen kalite parametreleri ile aralarinda bir iliski olmadig1 saptandi
(P>0.05) (tablo 11). Bu veriler dogrultusunda seminal plazma SOD aktivitesinin
sperm kalitesi ile aralarinda anlamli bir iliskinin olmadig1 sonucuna varildi. Ayrica
bu calismada yapilan SOD arastirmasinin sperm fertilizasyon potansiyelini

belirlemek i¢in bir belirteg olarak kullanilmasinin uygun olmadig1 sonucuna varildi.

Sigaranin fertilite iizerine olan etkileri genellikle temel semen parametreleri
kullanilarak yapilmistir. Sigara kullanimi ile temel semen parametreleri arasindaki
iliskiyi arastiran ¢ok sayida caligma bulunmaktadir. Sperm kalitesi iizerine sigaranin
olast etkilerinin arastirildigl bir calismada sigara igen, hi¢ igmeyen ve sigarayi
birakmis goniillii erkeklerde sperm yogunlugu, hareketlilik ve morfolojik 6zellikleri
tizerinde sigara kullaniminin istatistiksel olarak anlamli etkisinin olmadig1 tespit

edilmistir (137).

Diger taraftan infertil erkek populasyonunda sigara kullaniminin semen
kalitesi lizerine olas1 etkilerinin arastirildigi ¢alismalarda sigaranin semen miktart,
sperm yogunlugu, total sperm sayisi, hareketlilik ve canlilik {izerine olumsuz etkileri

rapor edilmistir (138,139,140).
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Calismamizda kontrol grubunda sigara icen 30 olgu (yas ortalamasi
29.543.9), sigara igmeyen 18 olgu (yas ortalamast 30.34+4.2) bulunur iken ¢alisma
grubunda sigara igen 25 olgu (yas ortalamasi1 32.7+4.3), sigara icmeyen 16 olgu (yas
ortalamast 32.9+5.5) bulunmaktadir (tablo 4) (tablo 5). Sigara kullaniminin
konsantrasyon, canlilik, progresif hareketlilik, non-progresif hareketlilik, hareketsiz
sperm orani, anormal spermatozoa orani gibi temel semen kalite parametrelerine olan
etkilerine baktigimizda; ¢alisma grubunun sigara i¢en olgularinin temel semen kalite
parametreleri sigara igmeyen olgular1 ile istatistiksel olarak karsilastirildiginda
anlaml bir fark saptanmadi (P>0.05) (tablo 6). Benzer sekilde kontrol grubunun
sigara icen olgularinin temel semen kalite parametreleri sigara icmeyen olgulari ile
istatistiksel olarak karsilagtirildiginda da anlamli bir fark saptanmadi (P>0.05) (tablo
7). Bu veriler dogrultusunda sigaranin semen Kkalitesini etkilemedigi sonucuna
varild. Sigaranin fertilite iizerine olan etkileriyle ilgili yapilan c¢alismalarda
birbirinden farkli sonuglarin elde edildigi goriilmektedir. Caligmalardaki bu farkli
sonuclarin  tiiketilen  sigaranin  i¢cim  sliresi, miktar1 gibi  etkenlerden

kaynaklanabilecegi de diisiiniilmelidir.

Sonug¢ olarak bu c¢alisma ile diisiik sperm hareketliligi olan erkeklerin
spermatozoalarinda NRF2 antioksidan genin mRNA ekspresyon diizeyi ve seminal
plazma SOD aktivitesi, kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli bir fark olmadig:
belirlendi. Ayrica NRF2 antioksidan genin mRNA ekspresyon diizeyinin sperm
kalite parametreleri ile iligkili olmadig1 saptandi. Bu bulgular NRF2 antioksidan
diizeyin defektif sperm fonksiyonlar: ile iliskili olmadigim1 gostermektedir. Ayrica
NRF2’nin tek bagina hem erkek infertilitesinin etyolojisinin belirlenmesinde hem de
sperm fonksiyonlarinda ROT ile iligkili defektlerin belirlenmesinde bir belirte¢
olarak kullanilmasinin uygun olmadigini 6nermektedir. Ancak, bu ¢aligmada ¢alisma
ve kontrol grubu sinirl sayida ele alindi. Daha genis bir populasyonda daha fazla

arastirma yapilmasinin uygun olacag diisiiniildii.
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