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1. OZET

ERKEK INFERTILITESINDE REAKTIF OKSIiJEN TUREVLERINE BAGLI
NOX5’IN SPERM MOTILITESI ILE iLISKiSI

Infertilite (kisirlik) bir y1l korunmasiz cinsel birlesme sonrasinda gebelik elde
edememe olarak tanimlanmaktadir. Diinya genelinde infertilite her alt1 ¢iftten birini
ilgilendiren bir konudur ve vakalarin yarisinda erkek kaynakli problemler
bulunmaktadir. Erkek genital bezindeki enfeksiyon, varikosel, kullanilan ilaglar,
cevresel faktorler, sigara aligkanligi gibi ¢esitli kosullar erkek infertilitesi ile alakalidir.
Bununla beraber, genelde semen plazmasinda Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROT)
artmasi ve buna kars1 antioksidan savunma mekanizmalarinin yetersiz kalis1 infertilite
problemlerinin  temelini olusturmaktadir. ROT asir1  miktarda tretildiginde,
antioksidan savunma sistemi zayif diiser antioksidanlar ile oksidanlar arasindaki
dengeyi bozarak siire ve yapisia bagli oksidatif hasar olusur. Ozellikle DNA’y1 hedef
alan ROT, lipit, niikleik asid, protein gibi biyolojik makromolekiillerin fonksiyonlarini
bozarak, sperm islevini olumsuz etkiler. Spermatozoonlardaki artan ROT miktari ise
DNA hasar1 ve azalan motilite (hareketlilik) ile baglantilidir. Ayn1 zamanda ROT
sperm bas ve orta kismindaki coklu doymus yag asitlerinin ¢oklu doymus
peroksidasyonu sonucunda sperm morfolojisini bozar ve sperm motilitesinde
azalmaya yol agar. Buna bagl olarak artan ROT seviyesi sperm motilitesini
azaltmaktadir. Ote yandan memeli hiicrelerinde NADPH oksidazlar (Nox-1-5),
stiperoksit anyon (O2) ve hidrojen peroksit (H202) gibi ROT' larin temel kaynagi
olarak belirtilmektedir. Plazma membraninda yer alan Nox enzimleri O™ {iretimi i¢in
gerekli elektron donorii olarak NADPH'1 aktive etmektedirler. Bu O2” molekiilii, H20-
olusturmak ftizere kendiliginden ya da enzimatik olarak siiperoksit dismutaz (SOD)
araciligi ile indirgenebilir. Bu sebep ile Nox5 ekspresyonu arttiginda ROT seviyesinde
de artis olur ve bu da sperm motilitesini azaltmaktadir. Bu c¢alismada 30
Normozoospermik (NS) ve 30 oligoastenozoospermik (OAS) hastalarindan alinan
kullanilmayan ve tibbi atik olarak imha edilen semen 6rnekleri kullanilmistir. Semen
orneklerinde sperm motilite ve fonksiyonu tizerinde etkili olan Nox5’in protein
ekspresyon seviyesi belirlenmistir. Ayni1 zamanda bu proteinin oksidatif stres, sperm

motilitesi ve kromatin yapist ile iligkisi agiklanmigtir. Bu bilgiler 1s18inda ve daha
1



sonra yapacagimiz farkli molekiiler ¢aligmalarin destegi ile, bu proteinin sperm
fonksiyon analizlerinde bir test yontemi olarak kullanilmasma katki saglamay1

amaclamaktayiz.

Anahtar Kelimeler: Motilite, Nox5, NS, OAS, ROT, Sperm



2. ABSTRACT

ASSOCIATION OF NOX5 WITH THE SPERM MOTILITY DUE TO
REACTIVE OXYGEN SPECIES iN THE MALE INFERTILITY

Infertility is defined as not being able to get pregnant after one year of
unprotected sexual intercourse. One out of every six couple is infertile and most of the
cases are caused by male related factors. Various conditions such as infection of the
male genital tract, varicocele, drug usage, environmental factors and smoking are
related to male infertility. Nonetheless, increase of reactive oxygen species (ROS) and
inadequate antioxidative defense mechanisms are basic problems in the infertility. In
case of excess production of ROS, antioxidative defense mechanism become
inadequate and balance between antioxdatives and oxidative is abolished, as a result
oxidative damage may occur as dependent to ROS exposure time and structure.
Specifically, DNA targeting ROS negatively effects the sperm function by damaging
the macromolecules such as lipid, nucleic acid and protein. Increasing levels of ROS
is associated with DNA damage and decrease of motility. Nevertheless, ROS damage
the sperm morphology and decrease the sperm motility by poly-saturated peroxidation
of poly-unsaturated fatty acids. Moreover, NADPH oxidases (NOX-1-5), superoxide
anion (O2) and hydrogen peroxide (H202) are known as basic source of ROS. NOX
enzymes in the plasma membrane provide electron to activate the NADPH in order to
produce Oz. This Oz molecule is reducible by itself or enzymatically via
superoxidedismutase (SOD) to form H20.. Therefore, ROS increases as with the
expression of NOX5 and this decreases the sperm motility. In this study, disposable
semen samples from 30 normozoospermic (NS) and 30 oligozoospermic (OAS)
patients were used. NOX5 expression levels were detected in these samples which is
effective on sperm motility and function. Moreover, association of NOX5 with the
ROS, sperm motility and DNA fragmentation were investigated. Within this scope, we
are suggesting this molecule as marker to help the sperm function analyses and we aim
to support our result by further studies, this may help to further molecular studies about

sperm functions.

Key Words: Motility, NOX5, NS, OAS, ROS, Sperm



3. GIRIS VE AMAC

Infertilite (Kisirlik) bir y1l boyunca diizenli iliskiye girip gebelik elde edememe
durumudur. Bu tanima gore, infertilite toplumun %15’ini etkilemektedir. Erkek
infertilitesi ise; bir erkegin saglikli bir kadin partner varliginda korunma olmaksizin
cinsel iliski sonrasinda 12 ay sonunda c¢ocuk sahibi olamamasi olarak
tanimlanmaktadir [1]. Ciftlerin yaklasik %25’1 bir yil igerisinde gebelik elde
edememektedirler ve bunlarin da %15°1 infertilite i¢in tedavi olup, %5°1 istemelerine
ragmen cocuk sahibi olamamaktadir. Infertilite hem erkegi hem de kadini etkileyen bir
durumdur. Cocuk sahibi olamayan infertil ¢iftlerin %40°’i ise erkek infertilitesinden

kaynaklanmaktadir.

Erkek infertilitesine kronik stres, iirogenital anomaliler, metabolik hastaliklar,
reaktif oksijen tiirevleri (ROT) ve genetik bozukluklar, , sperm iiretim bozukluguna
bagli nedenler (non-obstriiktif) ve sperm tasiyici kanallarda olusan tikanikliklar gibi

cesitli faktorler neden olabilir [2].

Spermatozoon mitokondrisi tarafindan tretilen siiperoksit, hidrojen peroksit
(H202), nitrik oksit (NO), hidroksil radikalleri (HO) ve peroksinitrit gibi ROT'lar ve
bunlarin kombinasyonlarina ait asir1 miktarlar infertiliteye yol acabilmekte ve hiicresel
metabolizmay1 olumsuz sekilde hareket edebilmektedir [3]. Normalde somatik
hiicrelerdeki ROT'larin varligi birtakim antioksidanlar tarafindan engellenir [4].
Oksidatif stres (OS) ise ortamdaki ROT miktarinin artmasi, buna karsin
antioksidanlarin azalmast durumunda ortaya ¢ikmaktadir. Bu olay ¢ok ciddi hiicre
hasarina ve hatta hiicre 6liimiine bile sebep olabilmektedir [5]. Sperm hiicrelerinde ise
bu olay sperm motilitesi ve mitokondriyal aktiviteyi azaltabilir. Bunun sebebi sperm
hiicresi, motilite i¢in ihtiyac1t olan enerjiyi saglamak iizere bol miktarda
mitokondri icermektedir. Hiicredeki ROT ana kaynagmm mitokondri olmasi

sperm hiicresindeki ROT miktarin arttirmaktadir [6].

Semen plazmasinda ROT'larin yiiksek seviyelerde artmasi ve buna karsi
antioksidan savunma mekanizmalarin yetersiz kalis1 infertilite konusundaki
problemin temel kaynagini olusturabilir. ROT'a bagli olarak gelisen zarar, proteinleri,

lipidleri ve DNA'y1 hedef almakta, sonug olarak spermin islevini ve hiicresel hayatta



kalma oranin1 olumsuz etkileyebilmektedir. Spermatozoonlardaki artan ROT

miktarlart DNA hasar1 ve azalan motilite ile baglantilidir [7].

DNA’daki hasarlar c¢esitli nedenlerden dolayr meydana gelmektedir.
Spermatozoon DNA’sinda olugsan bu hasarlarin baglicalar; kromatin yapisinin
bozulmasi, DNA bazlarmin oksidasyonu, yanlis eslesmesi ve tubulin
polimerizasyonun baskilanmasi, bazlarin kimyasal olarak degismesi kromatin
yapisindaki anomaliler, DNA zincirinin kirilmasi, DNA-DNA ve DNA-protein
caprazlagsmalar, DNA’da mutasyonlar gibi bir takim yapisal bozulmalardir [8].
ROT’un sebep oldugu DNA hasar1 hiicrelerin programli hiicre 6limiini
hizlandirmakta ve bunun da infertiliteye sebep olan spermatozoon sayisinin azalmasi

ile ilgili olarak, iireme {izerine olumsuz bir etki yaptig1 diistiniilmektedir [9].

Memeli hiicrelerinde NADPH oksidazlar, siiperoksit anyon (O2) ve hidrojen
peroksit (H202) gibi ROT'larin temel kaynagi olarak belirtilmektedir [10]. Plazma
membraninda yer alan Nox enzimleri Oz liretimi i¢in gerekli elektron donorii olarak
NADPH"1 aktive etmektedirler. Bu O2 molekiilii, H2O2 olusturmak {izere
kendiliginden ya da enzimatik olarak siiperoksit dismutaz (SOD) araciligi ile
indirgenebilir [11]. Nox5, Nox ailesinin yeni kesfedilen bir {iyesi olup kalmodulin-
benzeri amino terminal domaini ve dort kalsiyum baglayici heliks-loop-heliks yapi
domainini (EF hand) icermektedir. Nox5 6zellikle testis, uterus, dalak, lenf nodiilleri

ve endotelyal hiicrelerde eksprese edilmektedir [12].

Bu ¢alismada amacimiz insan normozaaspermik (NS) ve oligoastenozoospermik
(OAS) hastalardan alinan kullanilmayan ve tibbi atik olarak imha edilecek semen
orneklerinde sperm motilite ve fonksiyonu iizerinde etkili olan, Nox5 protein
ekspresyon seviyesini belirlemek ve bu proteininin OS, sperm motilitesi ve kromatin

biitiinltigi ile iligkisini anlamaktir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. infertilite Nedir?

Diinya Saglik Orgiitii’ne (DSO) gore infertilite bir y1l boyunca diizenli bir
cinsel iliskiye ragmen gebelik elde edememe durumudur [13]. Infertilite toplumun
%15’1ni etkileyen ciddi bir problemdir ve infertil ¢iftlerin sayis1 artig gostermektedir.
Infertilite sadece erkege ya da sadece kadina bagl nedenlerle ortaya ¢ikabildigi gibi
hem erkek hem de kadina bagli nedenlerle de gériilebilir. Bunlarin disinda kadin ve
erkegin normal oldugu halde gebeligin gerceklesemedigi bir durum daha vardir.
Bunlar da agiklanamayan infertilite grubunu olusturmaktadir. Kadin kaynakli
infertilite %40-50, erkek kaynakli infertilite %30-40, hem kadin hem erkek kaynakli
infertilite %25, aciklanamayan infertilite ise %15 oraninda goriilmektedir[14].
Infertiliteye neden olan bircok faktér vardir. Bunlar arasinda biyolojik faktorler,
oksidatif stres,enfeksiyonlar, yasam tarzi ve ¢evresel faktorler sayilabilmektedir [2]
(Sekil 4.1.1).



infertilite Nedenleri

S

m erkek faktorl m kadin faktorl

= hem kadin hem erkek faktéri = agiklanamayan infertilite

Sekil 4.1.1. Ciftlerde infertilite dagilimlar: grafigi (Bayram H., 2019)

4.2. Erkek infertilitesi

Erkek infertilitesine erkek genital bezindeki enfeksiyon, varikosel, ilaglar,
cevresel faktorler, sperm atim bozuklugu, sigara aligkanligi ve ROT gibi cesitli

kosullar neden olur [15].

Infertilite erkeklerin yaklasik %7’sini etkilemektedir. Vakalarin %40’1inda
erkek infertilitesi anormal sperm parametreleriyle baglantilidir ve ayn1 zamanda diisiik

sperm sayis1 ve motilitedeki yetersizlik erkek infertilitesi nedenleri arasindadir [16].

Son zamanlarda yapilan bir¢ok arastirmada, erkek infertilitesine neden oldugu
diisiiniilen sebeplere yeni bir tanesi eklenmistir. Oksidatif Stres (OS) olarak bilinen bu
bozukluk spermde DNA hasar1 yaratarak infertiliteye neden olabilmektedir. Sperm

7



kalitesi diisiik olan hastalarda OS’a neden olan serbest radikallerin fazla oldugu

gosterilmistir [17].

4.3. Erkek Ureme Sistemi

Erkek iireme sistemi testisler, genital kanallar, yardimci bezler ve penisten
olusur (Tablo 4.3.1). Testisin spermatogenez (erkek gametleri olarak adlandirilan
spermin iiretimi) ve steroidogenez (seks hormonlar1 olarak da adlandirilan
androjenlerin sentezlenmesi) olmak tizere baslica iki gorevi vardir [18]. Genital
kanallar ve yardimci bezler sperm aktivitesi i¢in gerekli olan salgilart {iretmeden
sorumludur ayn1 zamanda spermatozoonlar1 ve salgilari penil iiretradan disar1 atmak
icin kasilirlar. Bu salgillar spermatozoonlara gerekli besinleri saglarlar.
Spermatozoonlar ile yardimci bezlerin salgilari, penis yoluyla disi iireme sistemine

birakilan semeni olusturur [19].

Her bir testis yaklasik olarak 250 lobguktan olusur ve her bir lobguk bir yada
daha fazla oldukg¢a uzun kivrintili seminifer tiibiil ve testesteron iireten interstisyel
(leyding) hiicreleri igeren vaskiiler stromadan olusur. Seminifer tiibiiller prizmatik
sertoli hiicrelerini icere spermatogenik epitelden olusur. Sertoli hiicreleri yiizeylerine
gomiilii olan birgok germ hiicresinin desteklenmesini ve beslenmesini saglar. Sertoli
hiicreleri arasinda siki baglantilar seminifer tiibiil i¢inde iki bdlme olugmasina sebep
olur. Spermatagonyumlari iceren bazal bolme ve spermatosit ve spermatitleri igeren
adluminal bolme. Sertoli hiicreleri adrojen-baglayici protein iretir. Bu protein
testesteronu daha yogun hale getirir ve sertoli hiicreleri ayn1 zamanda farklilagan
spermatitlerin sitoplazmik artiklarini fagositoz ile ortadan kaldirir ve spermi tiibiil
boyunca tastyan siviyi salgilar. Spermatagonyum olarak adlandirilan kok hiicreler
mitoz ile ¢cogalarak primer spermatositleri olusturur. Primer spermatosistler haploid
sekonder spematosit olusturmak iizere ilk mayoz boliinmeye girer. Kisa bir aradan
sonra sekonder spermatositler ikinci mayoz bdliinmeye girerek kiiclik yuvarlak
spermatidleri olusturur, spermatidler sertoli hiicrelerine gémiilii halde farklilasirlar.
Spermatid spermiyogenez asamasina geger, bu asamada ¢ekirdegin yogunlagsmasi, orta

parcada mitokondri ile sarilmis uzun flagella olusumu ve periniiklear akrozomal baslik



olusumu goézlenir. Seminifer tlibiillerden sperm kisa diiz tiibiillere girer, buradan
mediastinum testisteki rete testis kanallarina ulasir, sonrasinda sayilar1 15-20 arasinda
degisen ve sivi emiliminin gerceklestigi duktuli efferentes ile epididimise ulasir.
Duktuli efferentese gelen sperm epididimisin bag kisminda epididim kanalina girer ve
epididimisin gévde ve kuyruk kismindan gecer, bu bolgede sperm son olgunlagsmasini
gecirir ve ejakulasyon oncesinde kisa stireli depolanmasi yapilir. Epididimgs yabanci
cok katli prizmatik epitel ile ortiilmiistiir. Epitel uzun sterosilyalara sahip esas hiicreler
igerir. Epididimisin uzunlugu boyunca diiz kas hiicre katmani1 sayis1 artar.
Ejakulasyonda epididimisin govde ve kuyruk kisimlar1 duktus deferense agilir. Duktus
deferens de yalanci ¢ok katli prizmatik epitel ile ortiilmiistiir ve perisaltik hareket i¢in
tic kath kalin diiz kas tabakasi ile ¢cevrelenmistir. Semenin biiylik cogunlugu bir c¢ift
seminal vezikiil tarafindan iiretilir. Semine vezikiildeki salgilayict mukazonun yapmis
oldugu cok sayida ince katlanmalar ayirt edicidir. Seminal vezikiilden gelen her bir
kanal bir duktus deferense ejakulatuvar kanal olarak katilir. Medial prostat bez iginde,
iki ejakulatuvar kanal ve tiibiiloasinar prostatik bezlerden gelen diizinelerce kanal
tiretra ile bilesir ve {iretra semeni penis boyunca tasir. Seminal vezikiilden gelen semen
birlesenleri, spermi besler. Kadin iireme yolundaki silya ve kas etkinligini aktiflestirir
ve sperm atilmasi i¢in gerekli olan viskositeyi kontrol eder. Penis iki dorsal korpora
kavernoza ve periiiretral korpus spongiyozum igerir. Hepsi vaskiiler kavernéz dokudan
ve bu yapilari saran az miktarda diiz kas ve helisin arterlerinden olusur. Ereksiyon i¢in,
parasempatik uyari, kii¢lik helisin arterlerinin kaslarin1 ve komsu dokular1 gevsetir,
kaverndz doku damarlarinin kan ile dolmasina imkan tanir; genisleyen korpora venoz
kan bosalmay1 baskilar ve bu {i¢ korpora kitlesinin sertligini ve genislemesini daha da
arttirir. Ejakulasyon sirasinda, sempatik uyari, helisin arterleri boyunca kan akisin

baskilayarak, kaverndz dokulardan kanin ¢ikmasina izin verir[19].



Tablo 4.3.1 Erkek Ureme Sistemi

Epididims
Vas Deferans
Ejekiilatuar Kanal

Erkek Uretrasi

Erkek

Ureme

Seminal Vezikiil
Prostat Bezi
Bulbotiretral Bez

4.3.1 Spermatogenez

Spermatogonyumdan sperm gelisim siirecine spermatogenez denir. Ergenlik
caginda kok ve progenitor hiicre olan spermatogonyumlar yuvarlak, kii¢iik ve yaklasik
12 um capindaki hiicrelerdir. Bu hiicreler seminifer tiibiil bazal membranin hemen
istiinde yer alir ve aym1 zamanda Sertoli hiicrelerinin yiizeyleriyle yakin iliski
halindedirler. Fakat Sertoli hiicrelerinin arasinda bulunan tikayici baglantilarin altinda

yer aldig1 i¢in ‘kan-testis’ bariyerine katilmazlar.

Toplam 3 tip spermatogonyum vardir [20]. Bunlar histolojik preparatlardaki
niikkleus goriniimii esas almarak birbirlerinden ayrilmiglardir. Tip A koyu
spermatogonyumlar kromatinleri ince graniillere sahiptir. Ayni1 zamanda niikleuslari
oval ve yogun bazofilik yapidadir. Bu spermatogonyumlar ya kok hiicre olarak kalir
ya da bolinerek Tip A agik spermatogonyumlari olusturur. Tip A agik
spermatogonyumlar ise ince graniillii, agik renk boyanan ve oval niikleusa sahiptir.
Ayni zamanda mitoz béliinme sonucu sayilarini arttirp Tip B spermatogonyumlari
olustururlar. Tip B spermatogonyumlar yogunlagmis kromotin yapisinda ve yuvarlak

niikleuslara sahiptirler. Mitotik béliinmelerini ve DNA sentezini tamamlayan Tip B

10



spermatagonyumlar primer spermatositi olusturmak i¢in boliintirler (Sekil 4.3.1). Bu
olay yaklagik on giin siirmektedir. Birinci mayoz boliinmenin ‘Profaz’ asamasinda
leptoten, zigoten, pakiten, diploten ve diakinez evreleri goriiliir. Burada gergeklesen
olaylar sirastyla homolog kromozom eslesmesi i¢in gerekli sinaptonemal kompleks
olusumu, ‘homolog kromozomlarin eslesmesi’ (Sinaps), ‘crossing-over’ (homolog
kromozomlarda kardes olmayan kromatidler arasinda bilgi degisimi) ve son olarak
‘disjunction’ (homolog kromozomlarin ayrilma) olayidir. Profaz evresinden sonra
kardes kromatidler metefaz, anafaz ve telofaz evrelerinden gecerek sekonder

spermatositlere ayrilir. Ikinci mayoz boliinmenin tamamlamas ile spermatidler olusur
[21].

DNA sentezinin son fazlarinda primer spermatosit olustuktan sonra mayoz
baglamadan o6nce DNA’larmmi replike ederler. Bunun sonucunda her primer
spermatositte normal sayida kromozom (2n) bulunur. Her kromozom iki kardes
kromatidden olustugu i¢in DNA miktar1 4d’dir. Mayoz 1 kromozom sayisini yariya
(2n’den n’e) indirir. Boylece DNA miktarin1 haploid duruma getirir. Mayoz 2’den
once DNA replikasyonu olmadigi i¢in bu boliinmeden sonra her bir spermatid haploid

(n) sayida kromozoma sahiptir[22].

Spermatogenezin son evresi olan spermiyogenez spermatidlerin morfolojik
degisime ugrayarak sperm olusmasi siirecine denir. Bu siiregte hiicre boliinmesi
gerceklesmez. Haploid spermatidler yaklagik 7-8 pum ¢apindadir. Ayn1 zamanda
hiicreler seminifer tiibiil liimenine yakindirlar. Spermiyogenez ‘akrozom olusumu’,
‘cekirdek yogunlagsmasini ve uzamasimi’, ‘flagellum gelisimini’ ve ‘sitoplazmanin

kaybolmasi’ asamalarini bir siirectir. Spermiyogenez ti¢ 6nemli fazdan olusur.

I.  Kamg (flagellum) gelisimi: Kamegi, distal sentriyolden gelismeye baslar. Bu
gelisimden sentriyoller sorumludur. Aksonem yapist dis yogun fiberler ve
fibroz kilif ile ¢evrilidir. Dis yogun fiberlerin etrafim1 kilif gibi saran
mitokondriyonlar boyun kisminda yer alir. Ayni zamanda mitokondriyonlarin
bulundugu bu boliim kuyrugun ‘orta parcasi’ dir. ‘Esas par¢a’ ise kalin
fiberlerin ve aksonemal kompleksin disinda bulunan fibr6z kilifi icerir. ‘Son
parga’ ise kam¢inin sonunda bulunan 5 pm kismidir ve sadece aksonemal
kompleksi igerir[22].
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Akrozom gelisimi: Spermin kafasinda bulunan enzim igeren keseciklerdir. Bu
enzimler hiyaliironidaz, noéraminidaz, asit fosfataz ve tripsin etkisi gosteren
proteaz enzimleridir. Bu enzimler fertilizasyon (ddllenme) sirasinda agiga
cikar ve gorevleri yumurtay1 delmektir. Akrozomun gelisim siireci 4 fazdan
olusur. Bunlar; Golgi fazi, kep (sapka) fazi, akrozomal faz ve son olarak

maturasyon (olgunlasma) fazidir[22].

Golgi Fazi: Spermatidlerin sitoplazmasinda bulunan Golgi kompleksinde
proakrozomal graniiller birikir ve bu graniiller biraraya gelerek Golgiden
ayrilir. Akabinde ayrilan bu graniiller akrozomal graniilii olustururlar. Bu arada
sentriyoller akrozomun karsi tarafinda hiicre yiizeyine yakin bir konuma
gelirler. Boylelikle cekirdegin alt tarafinda kamc¢i aksonemi olusur ve
Sentriyoller tekrar nukleusa go¢ ederken aksonemal bilesenleri etrafina

sarar[22].

Kep (sapka) fazi1: Akrozomal vezikiil, niikkleusun 6n parcasinin iizerine yayilir.
Yeniden olugan bu yapiya ‘akrozomal kep’ denir. Akrozomal kepin altinda
kalan niikleer zarf porlarim1 kaybederek kalinlagir. Ayni zamanda niiklear

icerikde yogunlasir[22].

Akrozomal Faz: Akrozom apikal plazma membranina yaklasir. Boylelikle
cekirdegin ticte birlik kismini orter. Sitoplazmik mikrotiibiiller spermatidin
arka kutbuna dogru uzar ve silindirik bir kilif olan ‘manset’i olusturur. Distal
sentriyolden 9+2 mikrotiibiil yapisindaki aksonem olusur. Mitokondriyonlar

ise aksonem boyunca go¢ ederler[22].
Maturasyon (olgunlagsma) fazi: Spermin arta kalan sitoplazma kismi sertoli

hiicreleri tarafindan fagosite edilir. Daha sonra spermler seminifer tiibiiliin

limenine serbest birakilir[22].
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Sekil 4.3.1. Memeli spermatogenez asamalar: (Yaung G ve ark.)

4.3.2. Spermin Yapisi

Olgun insan spermi bas, boyun ve kuyruk olmak iizere ii¢ boliimden olusur ve
yaklagik 60 um uzunlugundadir. Sperm basi yassi, yaklagik 4,5 um uzunlugunda ve 3
um genisligindedir (Sekil 4.3.2.1). Bu kisimda niikleus bulunmaktadir ve niikleusun
icinde erkegin genetik Ozelliklerini tasiyan 23 kromozom bulunmaktadir. Ayrica
spermin bas kisminda golgi ve lizozom gibi organelleri barindiran akrozom yapisi
bulunmaktadir. Ayni zamanda bu yapi igerisinde sindirim enzimlerini igeren
kesecikler bulunmaktadir. En temel gorevi ise déllenme sirasinda yumurta hiicresinin

zarini delmektir.

Boyun kisminda ise mitokondri yer almaktadir. Bu organel iirettigi ATP

enerjisi ile kam¢inin yapisini olusturan mikrotiibiillerin hareketini saglamaktir.
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Kuyruk ise sperm hiicresinin yumurta hiicresine hareketini saglamaktadir.
Normal sartlar altinda bir sperm hiicresi dakikada 3 mm hizla ilerleyebilmektedir.

Ayrica kuyrugun korunmasini saglayan plazma zar1 bulunmaktadir.

Kuyl*uk Spermin yapisi

Sekil 4.3.2.1. Spermin yapisi
Sperm hiicresine ait ozellesmis yapilar gosterilmistir.

(https://www.biyolojidersim.com/gametogenez-1-spermatogenez/)

4.3.3. Sperm DNA Yapisi

Okaryotlarda bulunan sperm kromatin yapisi kendine o6zgiidiir ve siki
paketlenmis kompakt bir yapidadir. Bu 6zelliginden dolayr somatik hiicrelerden
oldukca farklidir. Somatik hiicrelerde, DNA histon proteinleri tarafindan paketlenir ve

histonlar kromatin hacmini arttirirlar [23]. Sperm bas kisminda ise sperm DNA’s1
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kisitlt bir hacme sigabilmek igin sikica paketlenmelidir [24]. Bu nedenle histonlara
kiyasla daha kiigiik molekiiler agirligi olan ve aym1 zamanda bazik ozellikteki
‘Protominler” DNA’nin sikica paketlenmesine yardimci olur [25]. Protaminler
arjininden zengin olup, biiytikliigii ise histonlarin yaklasik yarisi kadardir. Protaminler
tarafindan DNA ipgikleri yogunlagtirilir ve ayni zamanda sperm kromatinin temel
paketleme birimi olan toroid yapis1 olusur (Sekil 4.3.3.1). Toroidler ayrica, proteindeki
sistein kalintilar1 arasindaki disiilfit ¢capraz baglar1 ile daha siki bir yap1 haline gelir
[26]. Boylelikle bu sikilastirma baba genomunun tasidigi genetik bilginin dogru bir
sekilde aktarilmasini saglar. Spermde kromatin niikleer matrikse baglanacak sekilde
bir diiglim bdolgesi olusturulur. Boylece bu organizasyon, gen ifadesinin ve DNA
replikasyonunun diizenlenmesine yardimci olur. Her protamin toroidi arasinda
niikleaza hassas kromatin yapis1 vardir. Bu yapiya “toroid baglayici” adi1 verilmistir

ve DNA’nin niikleer matrikse baglanma bolgesidir (MAR) [27] (Sekil 4.3.3.1).

Insan spermi P1 ve P2 olmak iizere iki tiir protamin icerir ayn1 zamanda P1
protamini igerigi P2 protamini igerigine benzerdir ve bu yiizden P1/P2 oran1 yaklasik
1’dir [28]. Ancak buna ragmen fonksiyonlar1 birbirinden farklidir. Bu fonksiyonel

farkliliklar;

1. P1 proteinleri tim memelilerde mevcutken P2 sadece belli memelilerde
eksprese edilir. Bu da P1’in daha temel ve korunmus bir fonksiyonu oldugunu,
P2’nin ise baz tiirlerde yardimei fonksiyonu oldugunu gostermektedir.

2. P2 protaminler P1 protaminlerine daha az sistein grubu igerdikleri i¢in daha az
distilfit capraz baglantisi i¢erir. Bu durum ise DNA’y1 hasarlara kars1 daha agik
bir hale getirir [26].
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Sekil 4.3.3.1. Protamin-toroid yapis1 (Dominguez K., 2011)

4.3.4. Sperm DNA Hasari

Spermin gorevi babaya ait olan genetik bilgiyi yumurtaya tasimaktir.
Spermatozoondaki 23 kromozoma ait DNA hasarina yol agan mekanizma halen tam
olarak bilinmemektedir. Sperm DNA’sindaki hasarlar ve genomik kararsizlik sonucu
DNA fragmantasyonu olusur ve aynm1 zamanda infertil erkeklerin ejekiilatlarinda
bulunan tek ve ¢ift DNA kopmalari ile karakterizedir. Sperm kromatin anomalilerine
zincir kirikliklari, niiklear protein defektleri ayn1 zamanda etiyolojik faktor olarak da
sigara, radyasyon ve gevresel sartlar neden olabilir [29]. Sperm DNA hasar1 ve
kromatin anormallikleri dort ana baglik altinda toplanirsa; Kromatin paketleme

anomalileri, apoptozis, kromozomal hasarlar ve en 6nemlisi OS’tur.

4.4, Erkek Infertilitesi ve Reaktif Oksijen Tiirevleri (ROT)

Spermde olusan DNA hasar1 yiiksek seviyede artan ROT ile iliskilidir. Bununla
beraber, genelde semen plazmasinda ROT artmas1 ve buna kars1 antioksidan savunma

mekanizmalarinin yetersiz kalis1 infertilite problemlerinin temelini olusturmaktadir
[30].
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ROT asir1 miktarda iiretildiginde, antioksidan savunma sistemi yetersiz kalir
antioksidanlar ile oksidanlar arasindaki dengeyi bozarak siire ve yapisina bagh
oksidatif hasar olusturur. Ozellikle DNA’y1 hedef alan ROT; lipit, niikleik asid, protein
gibi biyolojik makromolekiillerin fonksiyonlarin1 bozarak, sperm islevini olumsuz
etkiler. Spermatozoonlardaki artan ROT miktari ise DNA hasar1 ve azalan motilite ile
baglantilidir. Ayn1 zamanda ROT sperm bas ve orta kismindaki ¢oklu doymus yag
asitlerinin  peroksidasyonu sonucunda sperm morfolojisini bozar ve sperm
motilitesinde azalmaya yol agar. Buna bagli olarak artan ROT seviyesi sperm
motilitesini azaltmaktadir [31]. Somatik hiicrelerdeki ROT'larin varlig1 ise birtakim
antioksidanlar tarafindan engellenir. Bunlardan bazilari; siiperoksitdismutaz (SOD),
katalaz, glutatyon peroksidaz (GPX) ve peroksiredoksin (PRDX)’lerdir [32]. Ote
yandan, spermatozoa mitokondrisi tarafindan iretilen siiperoksit (O2’), hidrojen
peroksit (H20>), nitrik oksit (NO), hidroksil radikalleri (HO) ve NADPH oksidaz
(Nox) gibi ROT'lar infertiliteye neden olmaktadir [33].

4.4.1. ROT'un Sperm islevi Bakimindan Onemi

Sperm hiperaktivasyonu, kapasitasyon, akrozom reaksiyonlari, zona pellusida
baglama ve sperm-00sit etkilesimi gibi dinamik fonksiyonlar i¢in optimal seviyede
ROT gereklidir [34]. ROT'larin kapasitasyon sirasinda diizenli salinimi siklik adenozin
3',5'-monofosfat (cAMP) ile baslayan cesitli molekiiler modifikasyonlar1 devreye
sokmaktadir. cAMP aktivasyonu, fibroz sperm kilifindaki tirozin fonksiyonel
pargalarinin fosforilasyonunu igermektedir. Ayni zamanda bu olay sperm motilitesi ve
hiperaktivitesinde artisa yol agmaktadir[35]. ROT'larin sperm hiperaktivasyonundaki
onemi, diisiik OH™ ortaminda inkiibe edilen spermatozonlar {izerinde de kanitlanmigtir

[36].

Hiperaktive sperm, protein tirozin fosforilasyonu, Ca*? girisi, cAMP'de ve
protein kinaz (PKA) seviyelerinde artis gibi birtakim olaylarda akrozom tepkimelerine
gidebilir. Akrozom reaksiyonlarindaki ROT islevi {i¢ plazma membran proteinin

fosforilasyonunu igermektedir [30]. Bunlar; O2", H202 ve NO’dur. Buna ek olarak,
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¢oklu dokosahekzaenoik asit (DHA) gibi doymamis yag asitleri de zona pellusida ve

fertilizasyon i¢in membran akiskanligini saglar.

4.4.2. Semendeki ROT'un Kaynagi

ROT'lar birgok radikal (6rn., hidroksil iyonu [OH], siiperoksit iyon [O2 ],
nitrik oksit [NO], peroksil [RO2], lipid peroksil [LOO] ve tilil [RS7]) ve radikal
olmayan molekiilii kapsamaktadir [37]. Semendeki ROT'larin kaynagi genellikle
notrofil ve makrofajlar gibi semen plazmasinda aktive olmus l6kositlerdir. Semen
lokositleri spermatozonlardan bin kat daha fazla ROT tiretmektedir [38]. Gelismemis
ve morfolojik olarak anormal spermatozonlar semendeki diger onemli ROT kaynagidir
[39]. Ancak, insan spermatozonlarindaki ana ROT kaynagi sperm mitokondrisindeki
oksidatif fosforilasyondur [40]. DHA gibi PUFA'lar1 (¢oklu doymamis yag asitleri)
hedef edinen ROT'lar sperm plazma membraninda yer almaktadir. PUFA'lar sperm
plazma membran akiskanligin1 ve fizyolojik homeostazi korumak i¢in gereklidir.
ROT, PUFA'lar ile tepkimeye girerek bir zinciri baslatirlar. Yiiksek enerji ihtiyaci
seviyeleri sebebiyle sperm mitokondrisi infertil erkekte baslica ROT kaynag:
olmaktadir[2].

4.4.3. Oksidatif Stres: Potansiyel Kokenleri

Oksidatif terimi 70'li yillarda kullanilmaya baslanilmistir ancak kavram olarak
ilk kez iyonize radyasyon, serbest radikaller, peroksidazlar ve molekiiler oksijenin

benzer toksik etkilerinin tanimlandig1 50'li yillarda karsimiza ¢ikmaktadir.

Oksijen yeryliziinde en yaygin bulunan elementlerden birisidir ve c¢esitli
metabolik yolaklar ile aerobik canlilarin ihtiyact olan enerjiyi karsilamada
kullanilmaktadir. Spermlerdeki OS testikiiler veya sperm gibi igsel kaynakli
olabilecegi gibi yasam bicimi ve ¢evresel faktorler gibi dis kaynakli da olabilmektedir
(sekil 4.4.3.1). ROT'un igsel kaynaklari; hasarli veya hatali sperm yapisi ve
enfeksiyon/inflamasyon, varikosel, kriptorsidizm ve yaslanma gibi gesitli diger

etiyolojiler olabilir [2].
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Varikosel, spermatik damarlarin pampiniform pleksus'undaki anormal biiyliime
olarak tanimlanan patolojik bir kosuldur ve infertil erkeklerde artan ROT miktarlar1 ile
bagmtilidir. Varikosel nedenli OS testikiiler 1siy1 yiikselten retrograd akisinin
artmasindan kaynaklanmaktadir [41]. Varikosel ayrica azalan seminal plazma

antioksidan aktivitesiyle de bagintilidir [42].

Genital bezlerde meydana gelen inflamasyon ve enfeksiyon sirasinda
lokositlerde artan ROT iiretimi spermatozonlarda OS'larin ortaya ¢ikmasina sebep
olmakta ve bu da spermde ¢esitli islevsel bozukluklara yol agmaktadir. 88 erkek birey
tizerinde yapilan bir calismada OS ve lokosipermi arasinda yiiksek bir pozitif
korelasyon oldugu ortaya konulmustur. Testikiiler inflamasyon sirasinda meydana
gelen agirt ROT iiretimi, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNos), siklooksijenaz-2 ve
interlokin-1b seviyelerinin seviyelerindeki artis ve buna paralel olarak azalan
antioksidan seviyesi ile aciklanmistir [43]. Yaslanmanin, o&zellikle Leydig
hiicrelerinde antioksidan verimliligini azaltarak testikiiler OS {iretiminde etkili oldugu

ortaya konmustur [44].

Tiim bunlara ek olarak iyonize radyasyon, toksinler ve kemoterapi gibi cesitli
dissal veya cevresel etmenler testikiiler ROT'u indiikleyebilir ve anormal
spermatogeneze yol agabilir [45]. Hidrolik yag ve boyalardan kaynaklanan
metoksietanol, toluen yan iriinleri, petrol kaynakl siilfiir dioksit, kadmiyum veya

kursun ve sigara gibi erkek fertilitesini etkileyen bu digsal faktorlerden bazilaridir[36].

19



ileri patamal vas Enfeksiyonlar

iyonize
Qbezite radyasyon ve
kimyasal

Genetikve \ < < B
epigenetik - .. <n"1lz { Fizyolojik stres
Pig AL 0, R Sxihs o
s 8 / /
Targets !

faktorler
Lipid, DNA, Protsin J

Lipid peroxidation

7S
[ |

Oxidative
stress

Cellular responses

Spermatezqz islev Bozukiugu

Sekil 4.4.3.1. Oksidatif stres ve erkek inferilitesine yol acan ROT iiretimi
(Bisht.,2017)

4.4. Nikotinamid Adenin Diniikleotit Fosfat (NADPH) Oksidaz (Nox), Reaktif

Oksijen Tiirleri, Proton Pompasi ve Intraseliiler pH

Nox'lar, ¢esitli hiicrelerde ve doku tiplerinde NADPH oksidazlar ve baglayici
proteinler tarafindan diizenlenen ayn1 zamanda ¢ok fonksiyonlu ve c¢esitli gruplara
baglanabilen enzimlerdir. Nox aktivasyonu sirasinda, elektron verici olarak NADPH,
membran iizerinde O2'yi O2'ye indirgeyerek iki elektron verir. Buradan yola ¢ikarak
Nox'larmn birincil gorevinin Oz tiretmek oldugu kanisina varilmistir[46]. Ancak, bu
islemde iki proton iretilir ve bu da intraseliiler pH’1 etkiler. Bu sebep ile Nox'larin iki

fonksiyonu su sekildedir;

1. ROT iiretmek iizere elektron tagima islemi,

2. Protonlarin membran boyunca taginmasi [47].
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Nox aktivasyonu 6zellikle fagositozda biiylik miktarda ROT iiretimine ve buna bagh

olarak depolarizasyona ve azalan pH'ye yol agar [48].

7 farkli memeli tiiriinde, Nox1-Nox2-Nox3-Nox4-Nox5, dual oksidaz 1
(duox1) ve dual oksidaz 2 (duox2) [49] gibi ¢esitli Nox'lar tespit edilmistir. Tiim bu
Nox iiyesi proteinlerin ortak bir yapisal homolojisi bulunmaktadir. Bahsedilen bu ortak
protein yapisi, histidin bakiyeleri ile iki adet hem-baglama boélgesini kapsayan 6
transmembran domaininden ve O iiretimini kolaylastirict C-terminal ugta yer alan bir
NADPH-baglayict bolgeden olusmaktadir (Sekil 4.5.1). Nox'lar kademeli bi¢cimde
diizenlenir, heterojen olarak eksprese edilir ve islevsel olarak farkliliklar gosterirler

[50].

NADPH oksidazlar membranda elektron alisverisini kontrol eden
transmembran protein ailesinin tiyesidirler ve NADPH 'a dayali tepkimede Nox5, Oz'yi
stiperoksit (O2), Uretmek tizere indirgenir. Ayni zamanda hidrojen peroksit iiretimi
icin gerekli olan dismutaz tepkimeleri gerceklesir. ikincil reaksiyon tiirlerinin aciga
¢ikmasini saglayan bu tiir reaksiyonlara 6rnek peroksinitrit {iretimini saglayan Oz 'in
niktrik oksit'le (NO) tepkimesi, hidroksil radikalleri (OH") iiretimini saglayan demir-
katalizli Fenton reaksiyonlar1 ve HOCI [46], peroksidazlardir.
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domain domain

Sekil 4.4.1 Nox5'in yapisimi gosteren diyagram (Touyz RM., 2019)

4.4.1. NADPH Oksidaz 5 (Nox5)

Nox5 yapisal olarak korunmus, ardisik hem-baglayici bolge igeren 6 adet
transmembran-helikslerine ve intraseliiler C-terminalinde FAD ve NADPH i¢in
baglanma bdlgesi olusturan flavoprotein homoloji domainine sahiptir [51]. Ancak,
kendisini diger Nox iiyesi molekiillerden ayiran bir¢ok karakteristik ozelligi de

mevcuttur [52]. Nox5'in bu ayirt edici karakteristik dzellikleri su sekilde siralanir:

1. Nox5 geni kemirgenlerde yoktur ancak memelilerin daha asagi formunda
bulunmaktadir.

2. Tek bir genden Oy iiretimi saglar.

3. Aktivasyonu i¢in herhangi bir NADPH oksidaz alt {initesine ihtiya¢ duymaz.

4. Ayirt edici N-terminal uzantis1 mevcutur ve bu uzant1 3 ya da 4 adet Ca*

baglayict EF hand igerir.
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5. Nox5 aktivasyonu intraseliiler serbest Ca*? derisimlerine kars1 son derece
hassastir, buna drnek olarak Nox5 in Ca*?un bulunmadigi kosullarda Oz
iiretemedigini ortaya koyan c¢alismalar gosterilebilir.

6. Noxb, fosforilasyon ve oksidasyon da dahil olmak tizere c¢esitli post-
translasyonel modifikasyonlarca diizenlenir ancak Nox2'nin tersine glikolize
olmadigi i¢in "bona fide non-glikoprotein olarak tanimlanmustir.

7. Nox5 kristalize edilmis ilk ve tek NADPH oksidaz molekiiliidiir.

Nox5, gesitli hiicre tiplerinin O {iretiminde énemli bir rol oynar. Bu yiizden
Nox5 aktivasyonu hiicresel indirgenmenin korunmasi i¢in kontrol edilir. Nox5
aktivasyonu genetik etmenler, Ca*2 degisimi, fosforilasyon ve diizenleyici proteinlerle
etkilesim de dahil ¢esitli diizenleyici islemleri igermektedir. Ancak buna zit olarak,
Nox5 inaktivasyonunun, oOzellikle oksidasyon, S-nitrosilasyon ve SUMO'lasyon
(small ubikutin-like modifier) gibi post-translasyonel modifikasyonlara dahil oldugu
diistiniilmektedir [48].

Nox5, Ca*? artisinda (kalmodulin), kinazlar (PKCo, ERK1/2, CAM kinase 11
ve C-Abl) gibi baz1 diizenleyici proteinlere yanit olusturdugunda veya post-
translasyonel modifikasyonlar (fosforilasyon) varliginda aktive olur. Nox5 yine,
diizenleyici proteinler [caveolin-1 (Cav-1)], saperon molekiilleri [heat shock protein
70 (Hsp70)] ve post-translasyonel (oksidasyon, nitrosilasyon ve SUMOIlasyon)
tarafindan inaktif hale getirilir [53,54] (Sekil 4.5.3.1).
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PKCa, ERK1/2, Hsp70, NO, Cav-1
c-Abl, c-Src Oxidation
Ca2+/Calmodulin Nitrosylation
Phosphorylation SUMOylation

Sekil 4.4.1.1. Nox5'in diizenleyici mekanizmalarin1 gosteren sematik diyagram

(Touyz RM., 2019)

Nox5 ile iliskili en ayirt edici 6zellik bu molekiiliin diizenlenmesi i¢in Ca*?a

bagh olarak ¢alismasidir [55]. Artan Ca*? da aktive olan Nox5, cok asamali bazi
islemlerden gegmektedir [56]. ilk asama Ca*?nin artisin1 takiben, Ca*?'nin N-terminal
bolgedeki "EF hand" domainine baglanmasidir. Bu durum, hidrofobik bdlgelerin
yapisal degisime ugramasina yol agmaktadir. Daha sonra, diizenleyici bolge, C-
terminustaki katalitik domaine baglanarak aktive olmasini saglar. Nox5'in
etkinlesmesi igin gerekli olan Ca*? seviyesi oldukca yiiksektir ve buna bagl olarak
Ca*?ye olan hassasiyetin belirlenmesinde baska baz diizenleyici sistemler bu olaylara
dahil olabilir. Boylelikle daha diisiik Ca*? seviyelerinde bile ROT iiretimi kolaylasmis
olur. Sonug olarak, Nox5 Ca*? tarafindan direkt olarak ya da diger protein ve Ca*?
baglayic1 kalmodulin ve PKC gibi kinazlarla etkilesime gecerek de dolayli yoldan
etkinlestirilmektedir [57].
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Nox'larin post-translasyonal degisimleri Nox ailesine 6zel degildir ¢linkii
Nox1, 2, 4 ve 5'in diger proteinler gibi fosforile ve okside oldugu ve nitrosilatlandigi

belirlenmistir. Nox1-Nox4, Nox5'ten farkli olarak glutasyonilasyona ugramaktadir.

Nox5 in C-terminal bolgesi, bir grup serin ve treonin igermektedir ve bunlar
PKC ERK1/2, ¢-Src, Abl1 ve Ca*2-kalmodulin-dependent protein kinaz 11 (CAM kinaz
II) gibi gesitli kinazlarin etkisinde fosforillenirler [58,59]. Bu islemler daha ¢ok
oksidazin fosforillenmesi igin kullanilmaktadir [60]. Nox5 fosforilasyonu, Ca*?'ye

olan hassasiyeti ve buna bagli olarak oksidaz aktivitesini artirmaktadir.

Nox5 oksidasyonu enzim inaktivasyonu ile baglantilidir. Nox5 sistein ve
ethionin icermekte ve oksidasyona karsi oldukca hassasiyet kazandirmaktadir [61].
Artan ROT durumunda, Nox5'in Ca*? baglayic1 EF hand domaininde yer alan sistein
ve methioni okside olur [62]. Bu durum bagli Ca*? seviyelerini azaltmaktadir. Aym

zamanda enzimatik aktivasyonun azalmasina da neden olmustur.

4.4.2. Nox5'in Intraseliiler Trafigi

Nox1, 2, 3 ve 4 hiicre membran-iligkili p22phox i¢in gerekli olduklarindan
dolay1 birincil olarak hiicre membraninda yer alirlar [46]. Ancak buna zit olarak Nox5
baslica, periniiklear alanda yer alan hiicre i¢i bolgelerde ve endoplazmik retikulum'da
(ER) eksprese edilmektedir [63]. Ayrica ER islevi redoksa karsi hassas olup, Nox5
i¢in gerekli olan Ca* bakimindan zengin bir ortam saglamaktadir. Bu sebepten dolayz,

ER- Nox5 iliskisi Nox5 regiilasyonunda 6nemlidir [64].

Hiicre i¢ginde Nox5 dinamiktir ve intraseliiler bolgelerden kolesterol zengini
mikrodomainler (caveolae/lipid yiginlari) igeren hiicre membranina dogru hareket
edebilir. Bu 6zelligi Nox5 1 PKC gibi diizenleyici proteinlerin yakinina getirerek
calisma mekanizmasini etkilemektedir [53]. Ayn1 zamanda Nox5-tiirevli ROT ko-
lokalizasyonu ve redox-duyarl molekiiller bu mikrodomain bolgelerde sinyal yolagini
verimli hale getirmektedir. Bu molekiiler mekanizmalarin Nox5 trafigini nasil
etkiledigi tam olarak bilinmemektedir ¢iinkii N-glikolizasyon ve Sar1/Stx5 sinyallerini
kullanarak ER plazma membranina hareket eden diger NoxX'larin tersine, Nox5

glikolize edilememektedir [65]. Ancak yinede, Nox5 trafigi glikolize edilmeden Sarl
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sinyalini igeriyor gibi goziikmektedir. Nox5 hareketliliginde yer alan diger
mekanizmalar, Nox5'in N-terminusunda bulunan ve fosfatidilinositol 4,5-bifosfat
grubuna baglanan polibazik domainler ile ilgili galismaktadir. Fosfatidilinositol 4,5-
bifosfat plazma membraninda yer alan ¢ok-islevli bir lipid molekiilidiir. Bu lipid
molekiili hiicreler arasi sinyal yolaklarinin ve vezikiiler ve hiicre-alti trafiginin,

temporal ve spatiyal 6zgiinliigiinii etkiler [66].

Nox5 Ca*? tarafindan ve diger diizenleyici mekanizmalar tarafindan aktive
edilir, buna ek olarak perinuklear alandan ve endoplazmik retikulum (ER) dan plazma
membranina dogru bir akis gergeklestirir [67]. Bu bolgede ise siiperoksit (O2) iiretmek
tizere O2'nin indirgenmesini katalizler. Sonug olarak hidrojen peroksit iiretecek sekilde
dismutasyon gergeklesir [H202; spontane olarak {iretilir ya da super oksit dismutaz
(SOD) tarafindan katalizlenir]. Pro-oksidant ROT normalde redoks dengesini
koruyacak sekilde ¢esitli antikosidan sistemler tarafindan kontrol edilir. Artan ROT
tiretimi, redoks sinyalini ve hiicre islevini etkileyecek oksidatif post-translasyonal
modifikasyonlara (OxPTM) yol agar (Sekil 4.4.2.1).

Ca*

NOX5
{ | Plasma Membrane
OOOGOOSOOE . ji‘,-‘(iflfflfl‘)’fil,‘lfl"(l‘l“l'(‘,l‘1 XOOOOOOEEOOSOOOOOCOOOEOOCO00000000
Cal‘ a!o
Channels Cal’ Regulatory proteins
Ca% PKCa, ERK1/2, c-Abl, c-Src
Ca2* Calmodulin, Hsp90
Cau
/ ROS Anti-oxidant systems
, 2 Nrf2, SOD, Catalase,
9(-’\ Peroxiredoxin,Thioredoxin,
Gluthathione Peroxidase
ER

Sulfenylation, Nitrosylation, Glutathionylation, disulfide
bond formation, Carbonylanon, SUMOylation

Transf:ription M:AP Ion Tyrolsine ' ' '
t ] ” Klnase ]‘ L MAPK ] GPCR] GFR ]

( Oxldaﬁve Postranslational Modification (OxPTM) 1

factors channels Kinases
\ Redoks bagimh sinvallesme ]

Hiicre fonksiyonu

Sekil 4.4.2.1. Nox5'in hiicre sinyali ve fonksiyonundaki roliinii gosteren diyagram
. (Touyz RM., 2019)
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Insanlarda, Nox5 geni, alt1 izoformu (Nox5 a, B, 8, v, € ve C) vardir ve
kromozom 15 de yer almaktadir[68]. Nox5 a, B ve y islevsel olarak aktif olup ROT
iiretiminde yer alirlar. a ve B izoformlar1 ana izoformlardir ve NoXe tarafindan negatif
diizenlenirler bu da Nox5 indiiklii ROT iiretimini inhibe eder [69]. Noxd, Noxe ve
NoxC izoformlarinin yeterli miktarda O liretme kapasiteleri olmadig: diistintilmekle
beraber islevsel Onemleri de heniiz ortaya konulamamistir. Vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde histon deasetilaz 2 gibi epigenetik faktorler, Nox5 geninin promotor
bolgesinin upregiile edilmesine yol agmaktadir [70]. insan Nox5 gen bélgesinin
kodlayici sekansinda yer alan bazi polimorfik yapilar da tanimlanmistir. Bu polimorfik
bolgerin enzim aktivitesi lizerindeki etkilerinin degerlendirilebilmesi igin Nox5
bolgesindeki single nucleotid polimorfizm (tek nukleotid polimorfizmi) (SNP) 'lerin
ROT {iretimini nasil etkiledigini Nox mutanti ¢esitli Cos hiicrelerinde aragtirmislardir
[71]. Buna gore Nox5 kodlayici bolgedeki ekzonik SNP'lerin oksidaz molekiiliiniin

enzimatik islevini artirmak yerine azalttigini bulmuslardir.

Nox5 aktivasyonu icin NADPH'a ihtiyag duymasa bile, ¢esitli diizenleyici
proteinlerce etkilenmektedir ayni zamanda protein kinaz C (PKC), kalmodulin,
kaveolin-1i, c-Abll ve saperon molekiilleri (Hsp90 ve HSp70) gibi bazilar1 direkt
olarak Nox5 ile etkilesime girebilir [67]. Bu etkilesimler Nox5 aktivitesini farkli bir
bigimde etkilemektedir ve ayn1 zamanda enzimi sabitlemektedirler. Ornegin, PKC ve
kalmodulin Nox5'i Ca™wun aktivasyon artiric1 etkisine karsi hassaslastirirken,

caveolin-1 ile Nox5 etkilesimi, Nox5'in inaktivasyonuna yol agar [54].
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5. MATERYAL VE METOT
5.1. Hasta Gruplan

Istanbul Medipol Universitesi MEGA Hastanesi Tiip Bebek Poliklinigi’nde
yapilan ¢alismada 20-45 yas araligindaki 60 kisiden alinan (normozoospermik n=30,
oligoastenozoospermik n=30) ve tibbi atik olarak imha edilecek semen ornekleri
kullanilmistir. istanbul Medipol Universitesi Girisimsel Olmayan Etik Kurul'undan
etik kurul onayr (10840098-604.01.01-E.16100) alinmis ve calisma kriterlerini

saglayan her hastadan 'Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu' doldurmalari istenmistir.

5.2. Hasta Dislanma Kriterleri

Fizik muayenelerinde varikosel ve iirogenital sistem enfeksiyonu bulgulari
olan hastalar, testis tiimori, radyoterapi/kemoterapi alan hastalar, 16kositospermi,
dogumsal ve endokrin hastalik hikayesi olan hastalar ve <20-45> yas erkek hastalar
caligmaya dahil edilmemistir[72]. Katilimcilar herhangi medikal hastaligi olmayan,

ilag kullanmayan hastalar arasindan se¢ilmistir.

5.3. Semen Analizi

DSO kriterleri g6z oniinde bulundurularak tiip bebek merkezindeki uzman bir
kisi tarafindan 3-5 giinliik cinsel perhiz sonrasi hastanin semen 6rnegi mastiirbasyon
yoluyla steril toplama kabina alinmigtir. Daha sonra ilk 5 dakika iginde hasta 6rnegi
likefaksiyon siiresi boyunca 37 °C’lik etiivde 15 dakika bekletilmistir. Likefaksiyon
isleminden sonra Ssemen o6rnegi 15 ml’lik falkon tiipiine aktarilmasinin ardindan 5
dakika boyunca 5.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra pastor
pipet ile pellet kismmin yarist alinarak -80 °C’ye, siipernatant kismi ise -20°C’de
muhafaza edilmistir. Kalan pellet kismmin {izerine 4 ml yikama medyumu
(HTF/HEPES, AR-1023) eklenerek tekrar 5 dakika boyunca 5.000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Daha sonra siipernatant kisim atilip pellet kismi pastor pipet ile alinip
pozitif sarjli lama damlatilmis ve yayma preprati olarak hazirlanmistir (Sekil 5.3.1).
Bir droplet lam iizerine konularak yayma preprat hazirlanirken bir baska droplet
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makler kameras1 {izerine damlatilarak motilite sayimi i¢in mikroskop altinda

incelenmistir.

=== == —
=== =
— e [

_ d k

Sekil 5.3.1. Yayma preprati hazirlama diagram

(https://munzur.edu.tr/birimler/akademik/yuksekokul/syo/bolumler/fizik/Pages/file/
Mikro06.pdf)

5.4. Motilite Degerlendirilmesi

Makler sayim kamerasi (Sefi Medical Instr) ile 10X10’luk alandaki spermler
sayilarak 1g1k mikroskobunda degerlendirilmistir. Sperm analiz sonuglar1 spermlerin
sayisina, motilitelerine gore siniflandirilmistir. Yayma preparatlart hazirlanarak

spermac ve diff-quic boyamalar1 ile morfolojileri degerlendirilmistir.

Spermatozoanin hareketlilik bakimindan derecelendirilmesi i¢in Faz kontrast
mikroskobunda 40X objektif altinda 100 sperm sayilmistir. Motilite orani belirlemek

tizere spermler 4 gruba ayrilmistir. Bunlar;

» A motilite, progresif motil (ileri hizli hareketli) spermler igin,

» B motilite, yavas hareketli spermler igin,

» C motilite, yerinde hareketli spermler i¢in ve

» D motilite, hareketsiz spermler i¢in olacak sekilde gruplanir ve sonuglar yiizde

(%) olarak verilir.
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» A, B ve C motilite oranlar1 toplami toplam motiliteyi, A motilite oran1 ise

progresif motil sperm orani olarak verilir.

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) Laboratuvar kriterlerine gére degerlendirilmis ve

>15x10° /ml sperm konsantrasyonunda, normal

morfoloji>%4 ve

toplam

hareketliligi>%40 sahip bireyler NS, sperm konsantrasyonu<15x10° /ml, normal

morfolojisi>%4 ve toplam hareketliligi<%40 sahip olanlar ise OAS olarak kabul

edilmistir.

Tablo 5.4.1. DSO Sperm Parametreleri, 2010

PARAMETRELER 2010 DUNYA SAGLIK
ORGUTU

Bas

Genislik 2.8 um

Uzunluk 4.1 um

Boy/En 1.5

Akrozomal bolge

Boyun ve orta parg¢a
Genislik

Uzunluk
Sitoplazmik atiklar

Kuyruk
Uzunluk
Genislik

Basin %40-70’ini
kaplamaldir.

0.6 um
4.0 um

< Normal bas alani 1/3’0.

45 pum
< orta parca
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Tablo 5.4.2. DSO Semen Parametreleri [73]

Parametre DSO 2010

Semen hacmi (mL) 1,5

Toplam sperm (10%ejakiilat) 39 (33-46)
Sperm sayisi/ ml (10%/ ml) 15 (12-16)
Total motilite (a+b) (%0) 40 (38-42)
Hazh ileri hareketli, % 32 (31-34)

Vitalite (canh spermatozoa, %) 58 (55-63)

Sperm morfoloji (normal form, 4 (3.00-4.00)
%)
pH >7.2

Peroxidaz-pozitif 16kosit (10%/ml)  <1.0

5.5. Morfolojik Degerlendirme

Spermac stain kit (FertiPro, SPS050) kullanilarak boyanan sperm hiicrelerinin bas,
boyun, kuyruk morfolojisi goézlemlenmis ve faz-kontrast mikroskobu (Olympus

BX51) ile degerlendirilmistir

1. Sperm drnekleri lam tizerine damlatilmistir ve diger bir lam ile 45°lik bir aciyla
sperm yaymasi yapilmistir.

2. Kuruduktan sonra sirast ile fiksatif ve ti¢ farkli boyama (A, B, C) soliisyonunda
her birinde birer dakika tutularak boyanmasi saglanmistir. Spermac stain Kit
bazik bir boyama oldugu ve niikleusta asidik bir yapiya sahip oldugu i¢in A
boyasi spermin bag bolgesini boyamistir. B ve C boyasi ise sirasiyla spermin
boyun ve kuyruk boélgelerini boyamuistir.

3. Preparatlar kuruduktan sonra faz-kontrast mikroskobunda 100X biiyiitme ile
Diinya Saglik Orgiitii (DSO) kriterlerine uygun olarak degerlendirilmistir.

4. Bas, boyun, kuyruk ve sitoplazma morfolojilerine bakilarak ‘1s1tk mikroskobu

(Nikon Eclipse Ni) altinda fotograf ¢ekilmistir.
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Sekil 5.5.1. Spermac stain kit

Diff-Quick kiti kullanilarak spermlerin bas, boyun, kuyruk morfolojileri 151k

mikroskobu (Nikon Eclipse Ni) ile degerlendirilmistir.

1.

o b~ w DN

Yayma prepratlar1 kuruduktan sonra sale igindeki fiksatifte (metil alkol iginde
tri-methan boyasi) 15 saniye tutulmustur.

Soliisyon 1 (ksantin boyasi) i¢inde 10 saniye tutulmustur.

Soliisyon 2 (azine A ve metilen mavisi) i¢inde 5 sn tutulmustur.

Preparat ¢esme suyu ile yikanmistir.

Daha sonra prepratlar 1s1tk  mikroskobunda 100X  objektifi ile

degerlendirilmistir
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Sekil 5.5.2. Sperm morfoloji analizlerinde kullanilan laboratuvar ekipmanlar

a) Etiv (Heraeus,Almanya), b) Santrifiij (Heraeus,Almanya), c¢) Makler Sayim
Kameras:1 (Sefi-Medical Instruments,israil), d) Faz-Kontrast Mikroskobuna
(Olympus, Japonya) ait goriintiiler.
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5.6. Sperm Kromatin Yapisi

Calisma hipotezi dogrultusunda hasta gruplarina ait sperm hiicrelerindeki kromatin

yapisini gostermek amaciyla toluidin blue ile boyama yapilmstir.

e Sperm yayma Ornekleri 4°C’de %96’lik etanol-aseton icerisinde fikse
edilmistir.

e Praparatlar 0.1 N HCI igerisinde hidroliz edildikten sonra distile su ile
yikanmuistir.

e Ardindan preparatlar 10 dakika %0,05 toluidin blue boyasi ile boyanmustir.

e Distile su ile yikama islemi gerceklestirilmistir.

e Preparatlar kuruduktan sonra immersiyon yagi damlatilarak 100X objektifinde
151k mikroskobu (Nikon Eclipse Ni) ile degerlendirilmistir.

5.7. Sperm Orneklerinden Total Oksidan ve Total Antioksidan Miktarlarmmn

Belirlenmesi
5.7.1 ROT ol¢iimii

ROT 6l¢iimii i¢in alinan semen Orneklerinin seminal plazmasi kullanilmistir. Semen
ornekleri santrifiij ile c¢oktiiriildiikten sonra siipernatant kismimnda ROT o6l¢iimii

gerceklestirilmistir.
e Total Antioksidan Tayini (TAS)

Total antioksidan seminal plazmada kolorimetrik olarak olgtilmistir. ABTS (2,2'-
azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)) reaktifi; tampon ¢o6zelti
varliginda ortamin pH’s1 sabit tutularak; hidrojen peroksit ile radikal hale getirilmistir.
Olusan ¢ozelti kendine 6zgii koyu yesil-lacivert arasi bir renge sahiptir. Seminal
plazma ilave edildiginde seminal plazma igerisindeki antioksidanlar mevcut ABTS
radikallerini noétralize etmistir. Notralizasyon gerceklestigi olclide c¢ozeltinin rengi
acilmistir. Dolayisiyla seminal plazma bulunan total antioksidan miktari ile ¢6zeltinin
renk siddeti orantilidir. 658 nm’de ¢6zeltinin absorbansi 6l¢iilmiistiir. Standart olarak
kullandigimiz ¢dzeltinin absorbans molarite verileri kullanilarak numunenin total

antioksidan molaritesi hesaplanmastir.
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e Total Oksidan Tayini (TOS)

Total oksidan seminal plazmada kolorimetrik olarak Olglilmistiir. Fe2SO4 suda
¢oziiniir ve Fe 2" agi1a ¢cikmistir. Seminal plazmada bulunan oksidanlar Fe?*nin Fe3* e
yiikseltgenmesini saglamistir. Kullanilan X-orange reaktifi Fe** ile renkli bir kompleks
vermistir. Olusan rengin siddeti; total oksidan miktart ile orantilidir. 658 nm’de
absorbans Ol¢iilmiistiir. Standart olarak kullandigimiz ¢ozeltinin absorbans degerleri

kullanilarak; numunenin total oksidan molaritesi hesaplanmaistir.

Oksidatif stres indeksi (OSI) is TOS/TAS X 10 formiilii ile hesaplanarak bulunmustur.

5.8. Sperm Hiicrelerinde Nox5 Proteininin immiinohistokimya Analizi

e Hastalardan alinan 6rnekler likefiye olduktan sonra yikanmistir ve pellet kismi
ayrilip pozitif sarjli lama yayma preparat olarak hazirlanmstir.

e Ornekleri fikse etmek amaciyla %4’liikk Notral Buffered Tamponlu Formalin
sollisyonunda oda sicakliginda 20 dakika bekletilmistir.

e Daha sonra sale igerisindeki PBS soliisyonunda 5 dakika olmak {izere 3 kez
yikanmustir.

e Hiicrelerdeki endojen peroksidaz aktivasyonunu doyurmak amaciyla
preparatlar %3’liik H2O; igerisinde 20 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

e Soliisyondan alinan ornekler 3 defa 5’er dakika olmak iizere PBS’te
yikanmustir.

e 10 ml Sitrat Buffer ve 90 ml distile su ile hazirlanan soliisyonda 800 Watt’ta
kaynama islemi gerceklesene kadar mikrodalgada kaynatilmistir. Kaynayan
sitrat buffer igerisine 6rnekler koyulup 200 watt’ta 10 dakika kaynatilmistir ve
daha sonra 30 dakika oda sicakligina gelene kadar sogutulmustur.

e Preparatlar sogutulduktan sonra 5’er dakika olmak tizere 3 kere PBS ile
yikanmaistir.

e Bloking soliisyonu 0&rnekleri kapatacak kadar damlatilarak 10 dakika
bekletilmistir.
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Primer antikor NOX5 (Abcam, cat no: ab191010, 1/50 diliisyon) preparat
tizerine damlatilmis ve 1 gece +4°’de nemli ortamda inkiibasyonu saglanmustir.
e  Ertesi giin inkiibasyondan alinan preparatlar 3 defa Ser dakika PBS soliisyonu

ile yikanmustir.

e Biotinlenmis soliisyonu orneklerin tizerini kapatacak kadar damlatilarak 10
dakika oda sicakliginda, nemli bir ortamda bekletilmistir.

e Daha sonra prepratlar 5’er dakika olmak iizere 3 kere PBS ile yikanmustir.

e Yikandiktan sonra iizerine HRP enzim soliisyonu damlatilarak 10 dakika
boyunca ayni sartlarda bekletilmistir.

e 1/50 oraninda DAB kromojen/substrat hazirlanmigtir ve boyanma
gozlemlenerek yaklagik 5 dakika bekletilmistir.

e Siire sonunda Mayer’s hematoksilen boyasi damlatilarak 3 dakika bekletilmig
ve ¢esme suyunda mordanlama islemi yapildiktan sonra preparatlar biomount
ile kapatilmistir.

e Preparatlar kuruduktan sonra Nox5 protein ekspresyonu gosteren bolgelerin

skorlamast yapilip 100X objektifinde 151k mikroskobu (Nikon Eclipse Ni)

altinda fotograflari ¢ekilmistir[74].

5.9. Western Blot Analizi

Alman semen o6rnekleri -80°C’de saklanarak, ayni gruba ait 6rneklerden esit
hacimde alinip birlestirilerek havuzlama (pooling) metodu ile analiz yapilmustir.
Gruplara ait semen Ornekleri 4 °C’ de 15 dakika 10,000 x g’ de santifuriij edilerek
stipernatant atilip hiicresel kisim elde edilmis ve RIPA lizis tamponu ile homojenize
edilmistir. Homojenat 4°C’ de 15 dakika 10,000 x g’ de santifuriij edilerek
siipernatant toplanmistir. Daha sonra NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific) cihazi
kullanilarak siipernatantlardaki total protein miktarlar1 spektrofotometrik olarak
hesaplanmistir. %1.25 2-merkaptoetanol ilave edilmis 6rnek tamponu ile karistirilan
protein 6rnekleri kuru blok 1sitict kullanilarak 70°C’ de 10 dakika denatiire edilmistir.
Ornekler ve protein standardi SURELOCK XCELL dikey jel sistemi (Invitrogen)
elektroforez diizeneginde hazir Bolt %4-12’lik Bis-Tris gradient jeline yiiklenerek
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ylirlitme ¢ozeltisi iginde, 160 volt' ta yiritilmiistiir. Elektroforezden sonra jeller
cikarilip iBlot 2 PVDF Regular Stack sandvig sistem (Invitrogen —IB24001) igerisine
yerlestirilip iBlot 2 Dry Blotting Sistem kullanilarak 7 dk’ da proteinlerin PVDF
membrana transferi gerceklestirilmistir. iBind soliisyon kiti ve kartlar1 kullanilarak
iBind deteksiyon cihazi (Invitrogen-SLF1000) ile membran deteksiyon islemi
uygulanmistir. Bu sistemle tayin edilecek protein miktarini saptamak i¢in proteinlerin
aktarildigit PVDF membran bloklama soliisyonu, Nox5 birincil antikor (Abcam, cat
no: ab191010, 1/400 diliisyon) ve HRP bagl ikincil antikor ile inkiibe edilmistir.
Deteksiyon isleminden sonra distile su ile yikanan membranlar ECL kemiluminesans
kit (Advansta, K-12045-D20) kullanilarak goriintiileme cihazi ile goriintiilenmistir.
Protein miktarlarinin normalizasyonu B-Aktin kullanilarak yapilmistir. Goriintiilenen
protein bandlar1 Image J programi kullanilarak dansitometrik olarak ol¢iiliip sayisal

veriler elde edilmistir.

5.10. istatiksel Analiz

Yapilan Ol¢timlerin istatistiksel analizi Graph-Pad Prism 5.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) programi kullanilarak yapilmistir. Istatistiksel
analizler i¢in Student t testi kullanilmistir. p <0.05 anlamli olarak kabul edilmistir. (*

p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001, **** p <0.0001).
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6. BULGULAR

6.1. Morfolojik Analiz

NS ve OAS hastalara ait spem hiicreleri ile yapilan morfolojik degerlendirme
Spermac boyama ve Diff-quick boyama yontemleriyle yapilmistir. NS hastalarda
normal morfolojide sperm gozlemlenirken, OAS hastalarda boyun kirigi, kivrik
kuyruk, sitoplazmik droplet gibi defektler gozlemlenmistir (Sekil 6.1.1, Sekil 6.1.2).

10 um 10 ym
EEa—— —_—

A B
Sekil 6.1.1. Spermac boyama
Spermac boyast ile boyanan sperm hiicrelerinin morfolojileri
gosterilmistir. OAS grubundaki normal bas morfolojisine sahip hiicreler
(siyah ok) ve uzun bas morfolojisine sahip hiicreler (beyaz ok)
gosterilmistir  (Sekil 6.1.1. A). NS grubuna ait sperm hiicreleri
gosterilmistir. (Sekil 6.1.1. B). Bar=10 pm.
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Sekil 6.1.2. Diff-quick boyama
Diff-quick boyasi ile boyanan OAS grubuna ait ¢ift kuyruk anomalisine sahip

sperm hiicreleri (beyaz ok basi) ve yuvarlak bas anomalisine sahip sperm

hiicreleri (yildiz) gosterilmistir (Sekil 6.1.3. A). NS grubuna ait sperm hiicreleri
(beyaz ok bast) gosterilmistir (Sekil6.1.3. B). Bar=50 pm.
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6.2. Sperm Kromatin Yapisinin Belirlenmesi

Sperm kromatin yapisinin belirlenmesi i¢in toluidin blue boyama yapilmistir
(6.2.1). NS ve OAS hastalarin kromatin yapisindaki biitiinliigiin bozulmasi
kiyaslandiginda OAS grubunun sperm basi daha koyu boyanmus ve istatistiksel olarak
NS grubuna gore anlamli bir artis gozlenmistir (p <0.001) (Sekil 6.2.1.1-A).

Sekil 6.2.1. NS ve OAS gruplarimin kromatin biitiinliigii analizi

Anormal kromatin biitiinligiine sahip olanlar koyu mavi olarak boyanmis ve TB (+)
(siyah ok basi) olarak belirtilmistir. Normal kromatin yapisina sahip sperm hiicreleri

acik mavi renge boyanmis ve TB (-) (beyaz ok bas1) olarak belirtilmistir. Bar:20 pm
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KOYU MAVI ACIK MAvi
100 100 -
Hm OAS Hl OAS
80 = NS 80 B3 NS
60 60
404 404
20 20} ]
0- 0 T
OAS NS OAS NS
Group Group
A B
Grup Mean=+Std. Deviation
Toluidin OAS 25,11 +£10,41
Blue Acik
NS 75,83+ 7,70
Toluidin OAS 74,88+10,41
Blue Koyu
NS 24,16+7,70

Sekil 6.2.1.1. NS ve OAS gruplarimin kromatin biitiinliigii analizi

6.3. Sperm Orneklerinden Oksidan ve Antioksidan Miktarlarinin Belirlenmesi

TOS ve TAS oranlar1 gruplar arasinda karsilastirildiginda; OAS grubundaki oksidan
diizeyi NS grubuna goére daha yiiksek olarak bulunmustur ve gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamlilik saptanmistir (p<0.001) (Sekil 6.4.1-B), Gruplar total
antioksidan diizeyleri bakimindan karsilastirildiginda ise NS grubunda OAS grubuna
gore daha yiiksek antioksidan seviyesi belirlenmis (p<0.05) (Sekil 6.4.1-A). Yine OAS
grubunda oksidatif stres NS grubundaki degere oranla anlamli derecede artmistir
(p<0.001) (Sekil 6.4.2). Oksidatif stres (OS) TOS/TAS X 10 formiilii ile hesaplanarak

bulunmustur.
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1.0
0.5
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OAS NS
Group
A
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80
Hl OAS
60— = NS
40
—
20
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OAS NS
Group
B

Sekil 6.4.1. NS ve OAS hasta gruplar arasinda total antioksidan ve total oksidan

seviyelerinin degerlendirilmesi

osl

OAS NS
Group

Hl OAS
= NS

Grup Mean+Std. Deviation
TAK | OAS 0,98 + 0,26
NS 1,16 £0,19
TOS | OAS 60,43 £20,53
NS 32,45+11,59
OSI |OAS 5,60 +£2,49
NS 3,36 £ 1,57

Sekil 6.4.2. NS ve OAS hasta gruplari arasinda oksitatif stres degerlendirilmesi
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OAS hastalarda oksidatif stres istatiksel olarak NS hastalara gére anlamli derecede
artmistir (p<0.001).

6.5. Immiinohistokimya Bulgulari

NS ve OAS hastalarina ait sperm hiicrelerindeki hasta Nox5 protein
lokalizasyonu immiinohistokimya ile belirlenmistir. OAS grubunda sperm plazma
membraninda ve kuyrukta boyanma gozlemlenirken (Sekil 6.5.2), NS grupta boyanma

gozlemlenmemistir (Sekil 6.5.1).

NS grubu ile OAS grubunun boyanma oranlarmin istatistiksel
degerlendirmesinde spermin plazma membrani (P.M.) (p<0.001), kuyruk (p<0.001)
ve plazma membrani+kuyruk (P.M.+kuyruk) (p<0.001) bolimlerinde Nox5 proteinin
anlamli derecede arttig1 gézlemlenmistir (p<0.001) (TABLO 6.6).

Sekil 6.5.1. NS Hastalarinda Nox5’in immiinohistokimya boyamasi
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Nox5 isaretlemesi yapilan sperm hiicresi (beyaz ok bas1). NS grupta

boyanma gozlemlenmemistir. Bar=10 pm

Sekil 6.5.2. OAS hastalarda Nox5’in immiinohistokimya boyamasi
OAS grubundaki hasta Orneklerinde IHC boyama sonucunda NOXS

proteininin plazma membraninda (beyaz ok bast) ve kuyruk (siyah ok basi)

bolgesinde eksprese oldugu gozlemlenmistir. Bar=10 pm
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Tablo 6.6. OAS ve NS Gruplarindaki NOX5 Proteininin Immiinohistokimyasal

Skorlama Sonuglarinin Degerlendirilmesi

GRUP Mean + Std. Deviation p
Plazma Membrani OAS

- 61,96 + 17,92 0<0,001

14,17 £ 9,31
KUYRUK OAS 45,30 + 17,57 p<0,001

NS 9,47 + 7,66

Plazma Membrani OAS 32.04+16.25
+KUYRUK NS ' ' p<0,001

7,63+6,45

Tablo 6.7. NOX5 Protein Ekspresyonunun Kromatin Yapisi, Oksitatif Stres ve
Motilite ile Korelasyonu. (P.M: Plazma Membrani; OS: Oksidatif Stres)

Desiskenler | Plazma P.M + Kromotin -

eoiyRente Membrani XIS Kuyruk = Yapi e

Plazma R=0.94 R=0.90 R=0.58 R=0.84 R=-0.64

Membrani p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01

Kuyruk | R=0.94 R=0.95 R=0.47 R=0.82 R=-0.62

p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01

P.M + R=0.90 R=0.95 R=0.47 R=0.74 R=-0.54

Kuyruk p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01

(OF] R=0.5 R=0.47 R=0.47 R=0.47 R=-0.27

p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.05

Kromotin R=0.84 R=0.82 R=0.74 R=0.47 R=-0.73

Yapi p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01
MOt | pog6s | R=062 | R=054 | K> | Re072
p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<b.05 p<0.01

Nox5 protein ekspresyonu kromatin yapisindaki bozukluklar ve oksitatif stres ile

pozitif korelasyon gostermistir (p <0.01). Ayn1 zamanda Nox5 protein ekspresyonu

pozitif yonde arttikga motilite oran1 azalarak negatif korelasyon gostermistir (p <0.01).
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6.8. Western Blot Bulgulari
NS ve OAS hasta gruplari karsilastirildiginda; OAS grubundaki Nox5 protein

ekspresyonu NS grubundaki Nox5 protein ekspresyonuna gore daha yiiksektir.

(p<0.0022)

Mean=£Std. Deviation
P value
Normozoospermik 0,8394 + 0,03803
0,0022
Oligoastenozoospermik 1,151 £ 0,05101

3 Normozoospermik
Bl Oligoasthenozoospermik

1.5
— %%

- 1
-"3
< 1.04
& —_
~—
7]
> 0.54
o
Z NOXS5 - sl - -86 kDa

0.0 B-Actin - s e -42 kDa

. L
A B

Sekil 6.8.1. Nox5’in protein ekspresyonu
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7.TARTISMA VE SONUC

Calismamizda, erkek infertilitesinde ROT’a bagli Nox5 proteinin; sperm

kromatin yapisi, oksidatif stres ve sperm motilitesi ile iligkisi arastirilmistir.

Nox5 ozellikle testis, uterus, dalak, lenf nodiilleri ve endotelyal hiicrelerde
eksprese edilmektedir[75]. Ek olarak, yeni yapilan calismalarda Nox5’in insan
spermlerinde de etkili oldugu saptanmistir [75]. Nox ailesi baglica ROT iligkili hiicre
ici sinyalinde kullanilan transmembran proteinleri icermektedir. Bu ailenin bir iiyesi
olan Nox5’ ¢, insanlara ve atlara ait pakiten ve round spermatidlerinin aktif redoks
sisteminde rastlanmistir [10]. Immiinofloresan yontemi ile Nox5 proteininin insan
spermatozoasinin plazma membram1 ve kuyruk bolgelerinde eksprese edildigi
gosterilmigtir [75]. Daha oOnceki ¢alismalara benzer olarak yaptigimiz caligma
kapsaminda da IHC yo6ntemi ile inceledigimiz Nox5 proteinin sperm hiicrelerinin

membrani ve kuyruk bolgelerinde eksprese edildigi gozlemlenmistir.

Yapilan bir caligmada Nox5 aktivasyonunun H2O2'ye bagli O iiretimini
tetikledigi ve bunun da sperm motilitesini azalttigr saptanmugtir. Ciinkii Nox5
ekspresyonu arttiginda ROT seviyesinde de artis olur ve bu da sperm motilitesini
azaltmaktadir [12]. Calismamizda da Nox5 miktarina bagli olarak ROT miktar1 artma
gdstermis ve bu artma oksidatif strese neden olmustur. Ote yandan sperm motilitesinde

de azalma oldugu saptanmustir.

Yapilan bir diger calismada da western blot sonuglarina goére NS ve
astenozoospermik gruplar1 arasinda Nox5 protein ekspresyonunun astenozoospermik
hasta grubunda anlaml bir artis gosterdigi ortaya konulmustur [12]. Calismamizda
Nox5 protein ekspresyonuna Western Blot ve THC yontemleriyle bakilmistir. Nox5
protein ekspresyonu NS ile OAS gruplar1 arasinda bakilmis ve OAS grubun Nox5

protein ekspresyonunda, NS gruba kiyasla anlaml1 bir artig oldugu saptanmuistir.

Yapilan bir baska calismada ise Nox5 protein ekspresyonunun artmast
sonucunda, kromatin yapisinda bozulmalar oldugu belirtilmistir [12]. Yaptigimiz

PR

calismada da Nox5 protein ekspresyonu arttifinda kromatin yapisinin degistigi
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gozlemlenmistir. Sperm kromatin yapist toluidin blue ile belirlenmistir. Bu yap1 NS
ve OAS gruplar arasinda degerlendirilmis ve arastirilan diger parametrelerle (Nox5

protein ekspresyonu, oksitatif stres ve motilite) iliskisi analiz edilmistir.

Katyonik bir boya olan toluidin blue boyamasi sperm DNA’sinda bulunan
fosfat gruplarma baglanir ve sperm kromatin yapisindaki bozulmalari ortaya
¢ikarir[76]. Bu boyama yontemi sperm kromatin Dbitiinligliindeki ve
paketlenmesindeki bozukluklar1 tespit etmek ic¢in kullanilir. Kromatin yapisi gevsek
bir sekilde paketlenmis olan sperm ¢ekirdegindeki fosfat gruplari, toluidin mavisi gibi
bazik boyalarla baglanirlar. Ote yandan koyu boyanan ya da diger bir deyisle
metakromatik boyanan hiicrelerde zayif bir kromatin biitiinliigiiniin oldugu kabul
edilir[77]. Yapilan bir ¢alismada NS grubu ile OAS grubu karsilastirildiginda; OAS
grubunda daha fazla kromatin anomalisi oldugu ve motilite ile arasinda negatif
korelasyon oldugu gozlemlenmistir[78]. Diger bir ¢alismada ise astenozoospermik
hastalarda artan OS s6z konusu iken, yiikselen ROT miktar1 antioksidan savunma
mekanizmasini baskilamis, plazma membran ve DNA hasarina sebep olarak sperm
islevini olumsuz etkilemistir. Buna ek olarak, artan OS miktar1 motilitenin
bozulmasina yol agmistir[76,77]. Calismamiz kapsaminda OAS grubunda kromatin

yapisinda anomali ve OS miktari ile pozitif korelasyon gosterdigi gézlemlenmistir.

Serbest radikallerin ilk tanimlaniginin iizerinden bir asirdan daha uzun bir
donem gegmistir ve organik molekiilleri kapsayan oksidasyon-rediiksiyon tepkimeleri
ilk kez ele alinmistir [36]. Serbest radikaller kisa-omiirlii kimyasal ara maddelerdir ve
bir ya da daha fazla eslenmemis elektron ciftleri barindirirlar. Ayni zamanda,
hormonlar da, ¢esitli metabolik yolaklar: diizenleyebilirler [81]. Biyolojik tepkimeler
cercevesinde, ROT'larn zararli olmasinin yani sira faydali oldugu durumlar da vardir.
Ornegin belli bir miktar ROT, sperm maturasyonu, kapasitasyonu, hiperaktivasyonu,
akrozom tepkimesi, zona pellusida baglanma 6zelligi ve sperm-00sit etkilesimleri i¢in
gereklidir [82]. OS’te hiicresel hasara ve temel metabolik islemlerde zarara yol agan
ROT'larin asir1 miktarda artmasi sonucunda antioksidanlar devreye girer, ancak
antioksidan molekiillerinin asir1 miktardaki ROT’lar1 ortamdan uzaklastiramamasi
sonucu antioksidan molekiiller ve reaktif oksijen tiirevleri arasindaki denge bozulur

[83]. Buna bagli olarak OS hasarli spermatogenezis igin potansiyel risk faktorii olarak
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ele alinmaktadir [84]. Bizim galismamizda da OAS grubunun NS grubuna kiyasla
oksidatif stresten etkilendigi gozlemlenmistir. Artan ROT miktarinin erkek lireme
islevleri tizerindeki etkisi iki mekanizma tizerinden agiklanmaktadir: ilk olarak sperm
membran yapisina zarar verebilir, motilitesini [85] ve dolleme potansiyelini
etkileyebilir. ikincisi ise germ hiicre DNA'sinda yol a¢ti§1 hasara bagli olarak apoptozu
arttirabilir ve apoptoz artis1 ise embriyo iizerinde paternal genomik katkinin
bozulmasina yol agabilir [86]. Bu sebepten dolayi, 6zellikle idiyopatik infertil, erkek
hastalarda erkek infertilite etiyolojisine etki eden birincil faktoérdiir [87]. Semen
plazmasinda ROT artmasina karsilik antioksidan savunma mekanizmalarinin yetersiz
kalis1, tireme problemlerinin temelini olusturmaktadir. Spermatozoonlarda artan ROT
miktar1 ise DNA hasar1 ve azalan motilite ile baglantilidir ve artan ROT seviyesi sperm
motilitesini azaltmaktadir [88]. Bizim ¢alismamizda da artan ROT miktar1 sonucu

olusan OS’in arttig1 ve motiliteyle arasinda negatif korelasyon oldugu saptanmustir.

Elde ettigimiz bulgular 1s181nda; OAS grubundaki Nox5 protein ekspresyonu
artisinin, NS grubundaki artisa oranla daha anlamli oldugu belirlenmistir. Ayrica Nox5
proteinin ekspresyonu artis1 oksidatif stres ve kromatin yapisi ile pozitif korelasyon,

motiliteyle ise negatif korelasyon gosterdigi ortaya konulmustur.

Bu sonuglar dogrultusunda Nox5 proteininin erkek infertilitesinde dnemli bir
etkisinin oldugu gozlenmistir. Nox5 protein ekspresyonu oksitatif stres ve kromatin
anomalisi ile pozitif korelasyon gosterirken bir diger taraftan motilite ile negatif
korelasyon gosterdigi goz Oniine alinarak, IVF (In-Vitro Fertilizasyon)
laboratuvarinda kullanilabilecek bir biyomarker olarak diisiinmekteyiz. Bu etkiyi
ayrintilariyla aciklayabilmek icin ileriye yonelik daha kapsamli ¢aligmalara ihtiyag

oldugunu diisiinmekteyiz.
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