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GIRIS VE AMAC

Erkeklerde kisirligin cok karmasik bir patoloji oldugu ve erkek kisirliginin
etiyolojisinde fizyolojik, biyokimyasal ve genetik siire¢ler hakkinda daha fazla arastirmaya
ihtiya¢ oldugu bildirilmistir. Birgok aragtirmada erkek kisirliginin genetik temelleri
incelenmis ancak bugiine kadar yapilan ¢alismalarda kisirlik vakalarinin sadece % 15°lik bir
kismi1 agiklanabilmistir. Bu noktada 6nemli oldugunu diisiindiigiimiiz arastirma konularindan
bir tanesi de epigenetik yeniden diizenlenmelerdir. Epigenetik, DNA dizisinde bir degisiklik
olmaksizin DNA ve histon yapisinin degistirilmesiyle gen ifadesinde elde edilen
modifikasyonlardan olusur. Epigenetik yeniden diizenlenmeler arasinda DNA metilasyonu,
cevrim sonrasi histon degisimleri ve kromatin sekillenmesi gibi uygulamalar vardir (1). CpG
dintikleotidleri ic¢indeki sitozin artiklarinin metilasyon yapilart gen ifadesine iliskin 6nemli
epigenetik bilgiler sunar. Bu diniikleotidler, guanine bir fosfodiester bagiyla bagli olan
sitozinden olusurlar. CpG diniikleotidleri CpG adalar1 olarak bilinen bolgelerde bulunurlar
(2). DNA metilasyonu, DNA metiltransferazlar (DNMT1, DNMT2, DNMT3A ve DNMT3B)
tarafindan diizenlenir (1). Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) folat metabolizmasinda,
DNA sentezinde ve remetilasyon tepkimelerinde temel diizenleyici olarak gorev yapan bir
enzimdir., MTHFR, 5,10-metiltetrahidrofolat’in  5-metiltetrahidrofolat’a  indirgendigi

tepkimeyi katalize eder (3).

Bu tez c¢alismasinda nedeni agiklanamayan erkek infertilitesi ile MTHFR geni

metilasyon diizeyi arasindaki iligkinin arastirilmasi amaclanmistir.



GENEL BIiLGILER

ERKEK UREME SiSTEMIi FiZYOLOJISi
Erkeklerde Ureme Sistemi

Erkek ireme fizyolojisi ii¢ bashikta incelenir; Ejakllasyon, spermatogenez,
kapasitasyon ve fertilizasyon (4). Erkek iireme sisteminin organlari ise; bir ¢ift testis, tasiyict
kanallar, bu kanallara acilan yardimeci lireme bezleri ve penistir. Sistemin ¢ift fonksiyonlu
organlar1 olan testisler, lireme hiicresi olan spermleri ve esey hormonu olan testosteronu

tiretirler (5).
Spermatagonez

Spermin oldukg¢a karmasik ve uzun bir siireci vardir (6). Insan spermatogenezi 70-72
giinlik sikluslar halinde pubertede baslar, yasam boyu devam eder. Spermatogenezin

baslatilmasi ve kontrolii hipotalamus-hipofiz isbirligi ile olmaktadir (6,7).

Sperm hiicreleri, seminifer tiibiillerde iiretilmektedir. Seminifer tiibiiller yapica iki esas
par¢adan olusmaktadir. Bunlardan birisi, tiibiiliin i¢ kisminda yer alan ve seminifer epitel
olarak adlandirilan kisim, digeri ise tiibiiliin ¢evresinde yer alan peritiibiilar dokudur (5).
Seminifer epitel hiicreleri esas olarak iki grup altinda toplanir; 1- Spermatogenik hiicreler, 2-
Destekleyici hiicreler (Sertoli hiicreleri). Sertoli hiicreleri, spermatogenik hiicreleri destekler,
korur ve gelismekte olan spermleri besler. Seminifer tiibiiliin igerdigi ikinci grup hiicreler olan
spermatogenik hiicreler, tiibiiliin cevresinden liimenine kadar olan bdlgeyi tamamiyla
doldururlar. Tiibiilde erken gelisme evresindeki hiicreler ¢evrede, ileri evredekiler daha icte

bulunmaktadir. En dista yer alan sperm ana hiicrelerinden (spermatogonyum) cogalma,
2



kromozom sayisini yariya indirme, farklilasma gibi birbirini izleyen bir seri olaylar dizisi
sonucu olgun spermler meydana gelmektedir. Bu siire¢ spermatogenez olarak

tanimlanmaktadir (5).

Bir bagka deyisle, "spermatogenez”, germ hiicrelerinin farklilasma asamalarindan
gecerek sperm hiicresi haline gelmesidir. Bu asamada germ hiicreleri 46 kromozom sayisina
sahip diploid (2n) durumdan, 23 kromozom sayisina sahip haploid (n) indirgenir ve yine 23
kromozom igeren haploid (n) yumurta hiicresi ile birleserek, 46 kromozom yapisina sahip

yeni bir bireyin olusmasina olanak saglarlar (6).

Spermatogenezin evreleri; spermatogonyumlar, primer ve sekonder spermatositler,

spermatidler ve olgun spermatozoadir (5,8).

Gegirdikleri mitoz boéliinmelerle bu hiicreler, primer spermatositleri ve yeni
spermatogonyumlart olustururlar. Mayoz boliinmenin I. evresini tamamlayan primer
spermatositler sekonder spermatositleri olustururlar. Ardindan II. evrenin sonunda goriilen
haploid hiicreler olan spermatidleri olustururlar. Spermiyogenezis ile sitoplazmalarinin
cogunu kaybeden haploid hiicreler, organellerini yeniden diizenleyip ve flagellalarini
olusturup, morfolojik olarak spermatozoa sekline doniisiirler (8). Sekil 1’de spermatogenezin

evreleri belirtilmistir (5).

Birgok c¢evresel faktdr oosit ile etkilesimini ve spermatozoanin kapasitasyonunu

negatif yonde etkileyebilmektedir (6).

Spermatogenezis siireci hipotalamik-hipofiz-gonadal eksen tarafindan diizenlenir ve
bu siiregte luteinize edici hormon (LH) ile folikiil stimiile edici hormon (FSH) da yer alir.
LH ve FSH reseptorleri germ hiicrelerinde bulunmamasina ragmen, hormonal sinyalleri
sertoli hiicrelerinden germ hiicrelerine dogru tasiyan yogun bir iletisim agi bulunur (8).
Hipotalamusta salgilanan ve kendi portal vendz sistemi araciligiyla tasinan gonadotropin
salict hormon (GnRH), FSH ve LH salgilanmasi i¢in 6n hipofizi uyarir. On hipofizden
salgilanan FSH seminifer tiibiillerdeki sertoli hiicrelerini uyararak sperm iiretimini saglar. LH
etkisiyle uyarilan leydig hiicreleri ise testosteron iiretir. Spermatogenezi ve germ hiicrelerinin

maturasyonunu FSH ve testosteron seminifer tiibiilleri uyararak stimiile eder (7).



Spermatogenez boyunca iiretilen germ hiicreleri sertoli hiicreleri tarafindan beslenir.
Seminifer tiibiillerin bazal kompartimaninda bulunan diploid kok hiicreleri “Koyu, Tip A
spermatogonialar” olarak bilinirler ve bunlardan “Berrak, Tip B spermatogonialar” gelisir. Bu

hiicreler laminal kompartmana gecerek mayoz boliinme evresine ulagirlar (7).

Tip B spermatogonialarin proliferasyonu sonucunda gelisen primer ve sekonder
spermatositlerden daha sonra haploid kromozom yapisinda spermatidler gelisir. Spermatidler
spermiogenez evresine gecerek sekil degistirirler. Once uzarlar, bas kisminda bir akrozomal
kep gelisir. Daha sonra da arka kisminda kuyruksu ¢ikinti kuyruga dontiserek, oval sekilli

olan spermatozoon gelisir (7).

Spermatozoonlar, spermiyolizis olarak bilinen bir islem sonrasinda seminifer
tiibiillerin i¢ine alimirlar. Sertoli hiicreleri mayoz bolinmeye yanit olarak glikoprotein
yapisinda inhibin A ve B tiplerini salgilar ve bu olay da FSH salgisin1 smirlandirir.

Spermatogenezin bozuldugu durumlarda FSH ve LH diizeyleri yiikselir (7).

Spermatogonium
Liimen
Primer Sperm
spermatosit hiicresi

L. Movaz
Sartoli bilinme 2. Maunz
hilcres| bilinme

@n) Sekonder  —3 Spermatid
spermatosit

Spermatogenez

Sekil 1. Spermatogenezin evreleri (5).
Ejakiilasyon

Spermatogenez lireme fizyolojisinin ilk basamaklarindandir ve kontrol eden genlerin

biiyiik ¢ogunlugu Y kromozomunda uzun kolun orta kisminda bulunur. Spermatogenezin
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olusmasit i¢in skrotum sicakliginin viicut 1sisindan 2°C daha diisiik olmasi, yeterince
testosteron konsantrasyonuna ve arteriyel kanda bulunan doku oksijen basincinin yarisina
gereksinim vardir. Leydig hiicrelerince LH etkisi altinda testesteron {iretilir. Testosteron
reseptorleri sertoli, leydig ve peritubuler hiicrelerde saptanmistir ancak germ hiicrelerinde
saptanmamustir. Normal seviyelerde sperm iiretimi i¢in yine normal seviyelerde LH ve FSH
iiretilmesi gerekir. Yaklasik olarak 70 giine varan spermatogenez siireci testislerde, seminifer
tubuluslar1  doseyen sertoli hiicrelerinde baglar. Bu siire¢ hipotalamik GnRH*nin
kontroliindedir ve 6n hipofiz bezinden gonadotropinleri salgilatir. LH — Leydig - Testosteron
ile FSH — Sertoli - Inhibin B negatif feed-back akslar1 vardir. Sertoli hiicresi icindeki
spermatogonya primer ve sekonder spermatosit basamaklariyla boliinerek mayoza girer.
Haploid yuvarlak spermatidler olusur, bu spermatidlerde baska boliinme olmadan
spermatozoaya farklilasirlar. Akrozomal baslik yogun DNA igeren sperm basini zarf gibi
sarar. Salinan spermatozoalar, epididimiste 2-14 giinliik siiregte olgunlasirlar. Epididimiste,

semen i¢ine, dollenme ve hareket potansiyeli kazandiran proteinler salgilanir (4).
Klasik Semen Analizi

Diinya ¢apinda 32 klinigi i¢eren ¢ok merkezli bir ¢calismada, infertil ¢iftlerin % 30-
40’1nda sadece erkek faktorii infertilite nedeni olarak rapor edilmistir (6). Erkek fertilizasyon
potansiyelinin arastirtlmasindaki ilk basamak klasik semen analizidir (4, 6, 9). Semenin
karakteristik Ozelliklerinin alt referans limitleri (5. ytlizdelikleri ve %95 giiven araliklari)

Tablo 1’ de verilmistir.



Tablo 1. Semenin karakteristik 6zelliklerinin alt referans limitleri (5. yiizdelikleri ve

%95 giiven araliklar (10)

Semen Hacmi (ml) 1.5 (1.4-1.7)
pH >7.2
Sperm Konsantrasyonu (106 /ml) 15 (12-16)
Toplam Sperm Sayis1 (10°/ejekiilat) 39 (33-46)
Toplam motilite (PR+NP,%) 40 (38-42)
Sperm Morfolojisi (Normal Formlar,%) 4 (3,0-4,0)

Saglikl1 bir erkekte, 1 ml semende en az 15 x10° spermatozoa bulunmalidir. Ejakiilatta,
bu saymnm altinda (oligozoospermi-sperm konsantrasyonu <15x10° spermatozoa/ml) veya hig
sperm bulunmamasi1 (azoospermi) spermin sayisal anomalileri olarak bilinir (5). Semen

analizinde normal ve patolojik bulgularin isimlendirilmesi Tablo 2’ de belirtilmistir.

Azoospermi infertil erkeklerin %8’inde goriilen ejakiilatta spermin hi¢ olmamasidir.
Azoospermi ya ekstra-testikuler duktal sistemin obstriiksiyonu (obstriiktif azoospermi) ile ya
da spermatogenez bozuklugundan (nonobstriiktif azoospermi) olabilir. Obstriiktif
azoospermisi olan hastalar, normal boyutta testis, normal epididimal olgunluk ve normal
serum FSH seviyesine sahiptir. Non-obstriiktif azoospermik hastalarda ¢ogunlukla testisler

kiigiik ve yumusak, FSH ise yliksektir (9).

Obstriiksiyonu olmayan ve rutin semen analizinde sperm goriilmeyen erkeklerin
yaklasik %?21.4’linde semende santrifiij sonrast sperm goriiliir, dolayisiyla bunlar

azoospermik degildir (9).




Tablo 2. Semen analizinde normal ve patolojik bulgularin isimlendirilmesi

(4,5,6,9,11,12)

Normospermi 15 (12-16) (10%/ml)

Oligozoospermi Sperm konsantrasyonu < 15 x 10°
spermatozoa/ml

Astenozoospermi <% 50 iken hareketli spermatozoa veya
<% 25 hizli hareketli spermatozoa

Teratozoospermi <% 30 normal sekilli spermatozoa

Oligostenoteratospermi Ug parametrenin (konsantrasyon, hareket,
sekil) de bozuk oldugunu gosterir.

Azoospermi Ejakiilatta spermatozoa yoklugu

Aspermi Ejakiilat yoklugu

Semen analizinin en O6nemli kismimi ise mikroskobik inceleme olusturmaktadir.
Mikroskobik  incelemede  spermin  hareketliligi, sayisi, agliitinasyonun  varsa
derecelendirilmesi, yuvarlak hiicre sayisi, morfolojisi ve yuvarlak hiicrelerin siniflandirilmasi

incelenir (4).

Diinya Saghk Orgiiti (DSO) tarafindan &nerilen ve hareketliligi 4 dereceyle
degerlendiren sistem, uygulamasinin kolay olmasi ve karmasik cihazlara ihtiya¢ gostermeden

gerekli kalitatif bilgiyi saglamasi nedeniyle rutin semen analizinde tercih edilmektedir:
a. Hizl1 dogrusal progresif hareket,
b. Yavas dogrusal ya da dogrusal olmayan hareket,
c. Progresif olmayan hareketlilik,

d. Hareketsiz (6).



UREME VE INFERTILITE

Ureme ve Infertilitenin Tanimi

Erkeklerde kisirligin ¢ok karmasik bir patoloji oldugu ve erkek kisirliginin
etiyolojisinde fizyolojik, biyokimyasal ve genetik siiregler hakkinda daha fazla arastirmaya
ihtiya¢ oldugu bildirilmistir (13). Bircok arastirmada erkek kisirliginin genetik temellerini
incelenmis ancak bugiine kadar yapilan ¢alismalarda kisirlik vakalarinin sadece % 15°lik bir

kismui agiklanabilmistir (1,13).

Fertil ciftleri de kapsayan ¢alismalarda, gebelik olusumunun c¢iftlerin %350’sinde
evliliklerinin ilk 6 ayinda, %90’1nda ilk bir y1l igerisinde ve %10 ¢iftte ise bu siirenin daha
uzun doneme yayildigr rapor edilmistir. Fertilitenin incelendigi istatistiksel ¢aligmalarda,

ciftlerin yaklasik %2-7’sinin infertil oldugunu bildirilmistir (14).

Tiim canlilarin en 6nemli ve temel iggilidiilerinden birisi de iireme ve nesli devam
ettirmektir. Infertilite ise kisileri sosyoekonomik acidan ilgilendiren, dolayisi ile toplumu da

ilgilendiren 6nemli bir saglik problemidir (15).

Infertilite; iireme yeteneginin istek disinda azalmasi veya kaybolmasi olarak da
tanimlanan, reproduktif c¢agdaki ciftlerin ortalama %15’ini etkileyen onemli bir saglik
sorunudur. DSO tarafindan infertilite “ciftlerin en az bir yil siire ile diizenli araliklarla

korunmasiz cinsel birliktelige ragmen bebek sahibi olamamas1” olarak tanimlanmustir (13,16).
Epidemiyoloji ve Prevalans

Bir iireme sagligi sorunu olan infertilite son yirmi yilda daha fazla tartisilir hale
gelmistir. DSO, diinyada 60-80 milyon infertil ¢ift oldugunu tahmin etmektedir (13).
Infertilitenin goriilme siklig1, bdlgeden bdlgeye, iilkeden iilkeye degismekle beraber, gelismis
iilkelerde ¢iftlerin yaklagik %8-10’unda (17) gelismekte olan {ilkelerde %15-20’sinde
infertilite goriilmektedir. Toplumlarin sosyokiiltiirel farkliliklarina bagli olarak infertilite

insidansi da farklilik gosterebilmektedir (13).

Tiirkiye’de infertilite sikiligi ile ilgili net bir bilgi bulunmamaktadir. Toplumdaki
ciftlerin yaklasik %15-20’sini etkileyen bu 6nemli saglik sorununda (18) erkek infertilitesinin

%40-50 oraninda oldugu 6ngoriilmektedir (11,13,16,19,20,21).



Yapilan caligmalar erkek infertilitesinin sonradan ortaya ¢ikabildigi gibi onemli bir

kisminin da genetik kokenli oldugunu géstermektedir (7,20,22).
Infertilite Nedenleri

Erkek infertilitesinin etiyolojisinde rol oynayan faktorler: Kromozomal bozukluklar ve
tek gen hastaliklari, diyabet, bobrek yetmezligi, hormonal bozukluklar gibi metabolik
hastaliklar, beslenme, c¢evre kirliliginin artmasi, inmemis testis gibi patolojiler, artmis sigara
tiikketimi ve bagimlilik yapict maddelerin kullanimi, kimyasal maddelere maruz kalma, alkol,
radyasyon gibi cevresel faktorler ile sik gegirilen lirogenital sistem infeksiyonlar1 olarak

siralanabilir (18,21).

Infertilite olgularinin yaklasik yaris1 erkek faktdrii oldugundan iyi bir semen analizi
kagmilmazdir (11). Infertil ¢iftlerin arastirmasinda 3 hafta araliklarla en az iki semen analizi
mutlaka yapilmalidir (9,16). Son 6 aydan daha eski analizler glincel durumu yansitmayabilir.
Semen analizi sperm ve seminal karakteristiklerin degerlendirilmesini kapsar. Semen
siniflandirilmasi asperminin en zayif ve antikor kapli spermatozoanin en iyi oldugu tanimlama
icinde ii¢ hafta arayla iki 6rnekle arasinda iyi sonug veren temel alinarak yapilir (9). En az iki
spermiyogram analizi sonucunun da anormal saptanmasi durumunda ileri androlojik

degerlendirme gerekir (16).

Nieschlag ve ark.’lar1 (1997) calismalarinda infertil erkeklerin %30’unun hormon
bozuklugu ve diger bilinen infertilite sebepleri olmamasina ragmen oligozoospermik veya
azoospermik oldugunu bildirmislerdir. Ma ve ark.’lar1 (2000) c¢alismalarinda, 25 iilke ve 33
merkezde yapilan c¢alismalarin sonuglarin1  degerlendirmisler ve 6682 bireyden 717
(%10.2)’sinin azoospermik veya oligozoospermik (<5x10 ml) oldugunu saptamiglardir (14).

Sebebi bilinmeyen oligozoospermik ve azoospermik olgularda sayisal ve yapisal
kromozomal diizensizliklere ve Y kromozomu mikrodelesyonlarina sik karsilasildigi
bilinmektedir. Yapilan ¢ok sayidaki c¢alismada azoospermik ve oligozoospermik olgularda
kromozomal diizensizlik oran1 %2,1-10,3 olarak rapor edilmistir. Kromozomal diizensizlik
oraninin oldukga yiiksek oldugu bu toplulukta spermatogenez sirasinda dengesiz kromozom
kuruluslarin olugmasi ihtimali yiiksektir (7).

Bir baska calismada non-obstriiktif azoospermik erkeklerin yaklasik % 12’sinde

kromozom anomali bulunmasinin, genetik etyolojinin erkek infertilitesinde belirgin rol
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oynadigini

desteklemektedir.

Ayn1  zamanda

non-obstruktif

azoospermik  veya

oligozoospermik erkeklerin % 6-18’inde Y kromozomu mikrodelesyonlar1 bulunmustur (23).

Erkek infertilitesini etkileyen faktorlerin bir kismi Tablo 3°de belirtilmistir.
Tablo 3. Erkek infertilitesini etkileyen faktorler (13)

INFERTILITEYi ETKILEYEN FAKTORLER

Erkek Genital Sperm Anomalileri ve Diger Faktorler
Organlarimin Anomalileri Fonksiyon Bozukluguna
Neden Olan Faktorler
Kriptorsidizm Sigara, alkol ve madde kullanimi Endokrin bozukluklar
Hipoplazik testis Yetersiz hormonal uyari Genetik bozukluklar
Testikiiler atrofi Toksinlere maruz kalma Psikolojik bozukluklar
Hipospadias Akut /kronik hastaliklar Cinsel yolla bulasan hastaliklar
Varikosel Genital organ enfeksiyonlar1 Toksik maddelere (kursun, civa)

Vasdeferens ve epididimisin

yoklugu ya da tikaniklig

Anatomik anormallikler
Kemoterapi ve Radyasyon
Ereksiyon bozukluklar1
Seminal s1v1 yapisina iliskin
bozukluklar

Retrograt ejakiilasyon

Spinal kort yaralanmalari
Stres/anksiyeteye bagli prematiir
ejakulasyon

Psikoterapik ve antihipertansif
ilaglar

Travma

maruz kalma

Skrotumun yiiksek 1siya maruz
kalmasi (sicak kuver banyolar1 ya
da sauna)

Kabakulagin neden oldugu orsit

Yetersiz beslenme

ESHRE (Avrupa Ureme ve Embriyoloji Dernegi) tarafindan infertil erkekler iizerinde

yapilan genis Olcekli bir caligmada, yapilan tiim degerlendirmelere ragmen hastalarin yaklagik

1/3’ iine tan1 konulamamustir.

Bu calismaya ait erkek infertilite nedenleri (4):

1 | Nedeni agiklanamayan grup % 31.1

2 Varikosel % 15.6
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3 | Endokrin hipogonadizm % 9.0
4 | Subklinik enfeksiyonlar % 8.0
5 | iInmemis testis % 7.8
6 | Erektil disfonksiyon, hipospadias % 6.0
7 | Immiinolojik % 4.5
8 | Genel ve sistemik hastaliklar % 3.1
9 | Obstriiktif patolojiler % 1.7
10 | Jinekomasti % 1.1
11 | Testis tiimorleri % 0.3
12 | Malign hastaliklarda semen dondurulmasi % 6.5
13 | Diger ¢esitli nedenler %35.5

Sedanter yasam, obezite, sigara, alkol, uyusturucu alimi1 ve cinsel iligki siklig1 gibi
faktorler sperm yiizdesi, hareketliligi ve normal morfolojisine tersine olarak etki etmektedir.
Cevresel tehlikelerin yani sira mesleki maruziyet de sperm kalitesinin diigmesine neden olan
onemli faktorler arasindadir. Varikosel ve kriptorsidizmin patolojik bulgulari biiyiik ihtimalle
anormal sperm parametreleri ile iligkili oldugu halde, erkek infertilitesine neden olan major
sebepler tam olarak agiklanamamustir (24).

Cogunlukla diizeltilebilir nedenler olarak bilinen faktorlerin haricinde erkek
infertilitesinin degerlendirilmesinde etiyolojik nedenler goz oOniinde bulunduruldugunda
infertilitenin yaklasik %23-76’sinin  idiyopatik oldugu bildirilmektedir (18). Kaynagi
bilinmeyen infertilite diger adiyla da idiyopatik infertilite, patofizyolojisi bilinmediginden
biiylik endise olusturmaktadir. Cogu olguda, infertilitenin tedavi edilecek bir nedeni olmadan
erkekler klinik olarak normal bulunur. Idiyopatik erkek infertilitesi g¢evresel, hormonal ve
genetik faktorler tarafindan etkilenen multifaktoriyel bir hastalik olarak kabul edilmektedir
(25).

Her ne kadar idiyopatik infertilitenin molekiiler temeli acik olarak belirtilmemis olsa da
oksidatif stres altta yatan sebeplerden biri olarak gosterilmektedir. Reaktif oksijen tiirleri
(ROS), akrozom reaksiyonu ve kapasitasyon gibi normal sperm fonksiyonlari i¢in gerekli
olmasina ragmen, onlarin asir1 olmasinin sperm biitlinliigii ve islevinin kaybina neden oldugu

bilinmektedir (25).
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infertilitenin Tamlanmasi

Erkek Infertilitesinde Genetik Degerlendirme

Erkek infertilitesinin olugsmasina yol agan nedenlerin bir kism1 sonradan olustugu gibi,
bir kismu da genetik kokenlidir. Ozellikle siddetli oligozoospermik ve azoospermik hastalarin
etiyolojilerinde genetik bozukluklar (hem otozomal kromozomlarda, hem de cinsiyet
kromozomlarinda meydana gelen yapisal ve sayisal bozukluklar) énemli bir yer tutmaktadir
(22).

Erkek Infertilitesinde Genetik Degerlendirmenin Amaglar:

1. Bir sonraki nesle aktarilabilecek genetik problemlerin 6ngoriilmesi
2. Etiyolojinin aydinlatilmasi
3. Testikiiler sperm yapiminin var olma olasiliginin degerlendirilmesi (20,26).

Erkek infertilitesine yol agcan sebeplerinin arastirilmasinda, genetik agidan risk tasiyan
hasta grubuna hangi genetik testin yapilacagi ve hasta gruplarinin 6zenle se¢ilmesi dikkat
edilmesi gereken hususlardandir.

Genetik agidan risk tasiyan gruplar:

1. Oligoastenoteratospermi ve tekrarlayan implantasyon basarisizligi
2. Siddetli oligoastenoteratospermi

3. Obstriiktif azoospermi

4. Nonobstriiktif azoospermi (26).

Infertilite ile baglantis1 olan genetik anormallikler farkli  yaklasimlarla
degerlendirilmektedir. Infertil bireylerde kromozomlardaki tiim yapisal ve sayisal
anormalliklerin tespit edilmesi ile karyotip analizler ¢ok yaygin olarak kullanilan
yontemlerdir. Son zamanlarda PCR (Polymerase Chain Reaction) metodu ile Y kromozomu
tizerindeki mikrodelesyonlar belirlenmektedir (27).

Genetik acidan risk tasiyan hasta grubu, mutlak gerekli ve Onerilebilir incelemeler

Tablo 4’ de ayrintil1 verilmistir.
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Tablo 4. Genetik acidan risk tasiyan hasta grubu, mutlak gerekli ve onerilebilir

incelemeler (26)

Hasta Grubu

Mutlak gerekli incelemeler

Onerilebilir incelemeler

Siddetli OAT

Periferik kandan kromozom

analizi

Y kromozom mikrodelesyonu

Kistik fibrozis mutasyonlari

Nonobstriiktif azoospermi

Periferik kandan kromozom

analizi

Y kromozom mikrodelesyonu

Obstriiktif azoospermi

Kistik fibrozis mutasyonlari

Periferik kandan kromozom

analizi

Oligoastenoteratospermi ve
tekrarlayan implantasyon

basarisizligi

Periferik kandan kromozom

analizi

Infertil hastalarin etyolojik degerlendirmesinde izlenecek genetik tetkik algoritmast ise

Sekil 2°de gosterilmistir (20).

Aile Oykiisii Fizik Muayene
Biyokimyasal Analiz

olmasi

Semen analizinde azoospermi
veya siddetli oligozoospermi

CBAVD veya renal anomali
olmaksizin CUAVD goériilmesi
Normal spermatogenez ile birlikte
obstriiktif azoospermi olmasi

Belli bir sendromdan
stiphelenilmesi (Kallman
Sendromu, Prader-Willi

Sendromu v.b)

Sitogenetik inceleme ve Y
kromozom mikrodelesyon analizi

CFTR geni mutasyon analizi

Ozel genetik analiz (FISH v.b.)

Sekil 2. infertil erkek hastalarin tam algoritmasi (26).
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Giliniimlizde hamileligin  dogal olarak basarilamayacag1 ¢iftlerde gelisen
intrasitoplazmik sperm injeksiyonu (ICSI) olarak adlandirilan yeni teknikler ile sperm
faktoriine dayanan infertilitenin listesinden gelinmektedir. Fakat her ¢ifte ICSI’den once,
ciftlerde mevcut olan infertilitenin, diger degisken fenotipik belirtilerin ve mevcut olan
genetik hasarin ¢gocuga gegcme riski hakkinda bilgi verilmelidir (22).

Siddetli oligozoospermi ve azoospermi ile birlikte goriilen genetik bozukluklar
spermin taginmasini engelleyerek ya da sperm yapimini bozarak erkekte infertiliteye neden

olabilir. Erkek infertilitesi ile ilgili dort genetik faktor bilinmektedir (22).
1- Konjenital vaz deferens agenezine neden olan kistik fibrozis gen mutasyonlari,
2- izole spermatogenez defekti yapabilen Y kromozom mikrodelesyonlari,
3- Sperm fonksiyonlarini direkt olarak etkileyen genetik sendromlar
4- Testis fonksiyonlarinit bozan kromozomal anomaliler,
1- Y Kromozom Mikrodelesyonlari

Kromozomlarin parca kaybetmesine delesyon adi verilmektedir. Bir kromozomun
tizerinde doniip ilmik olusturmayla baslayan delesyon olusumu ayrica birbiriyle temasta olan
iki kromozomun kesisme noktalarinda kirilmalar olan sinapsis evresinde ve ortaya ¢ikan bu

parcalarin farkli kromozomlara yapigmasiyla da meydana gelebilir (5).

Spermatogenetik yetmezligin en sik goriilen sebeplerinden biri de en dnemli erkek in-
fertilite nedenlerinden birisi olan Y kromozom mikrodelesyonlaridir (20). Ilk olarak
spermatogenezisteki bozukluklar ile genetik yapi arasindaki iligkinin temeli 1976 yilinda
Tiepolo ve Zufardi tarafindan yapilan infertil erkeklerdeki sitogenetik caligmalarla atilmistir.
Ayni arastiricilar, karyotip analizi ile azoospermik 6 hastada Y kromozomunun uzun kolunda
genis bir terminal delesyon bulmus ve bu bodlgenin spermatogenez i¢in gerekli oldugunu
bildirmislerdir (7,15,23,28). Y kromozomu {izerinde delesyonun bulundugu yer
spermatogenezi etkilemesi bakimindan 6nemlidir (28).

Tespit edilen bu bdlge AZF (Azoospermi Iliskili Faktor) olarak adlandirilir ve bu
delesyon bolgeleri spermatogenez ve germ hiicreleri gelisim ve degisimi igin kritik gen

ailelerini igermektedir (7,23). Bu bolgede meydana gelen delesyonlar fenotipik bozukluk
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yapmadan izole spermatogenez defektine (azoospermi ya da siddetli oligozoospermiye) sebep
olur (22).

Y kromozomu mikrodelesyonu, azoospermik ya da siddetli oligozoospermik olan
vakalarda %10-15 sikliginda goriilmektedir (28).

Bugiin Y kromozomunun uzun kolu iizerinde, infertil erkekte delesyona ugradigi ve
bunlardan her birinin spermatogenezin farkli asamalarinda etkili oldugu gdosterilen AZFa,

AZFb ve AZFc olmak tizere en az 3 bdlgenin varlig1 bilinmektedir (Sekil 3).
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Sekil 3.Y kromozomun uzun kolu (20)

Bu bolgelerin delesyonlari, AZFa, AZFb ve AZFc delesyonlar1 olarak adlandirilir
(23). Y kromozom mikrodelesyonlari spermatogenetik yetmezligin en sik goriilen
sebeplerinden biridir. Idiyopatik oligozoospermide %7-10, idiyopatik azoospermide %15-20
oraninda Y kromozom mikrodelesyonlarina rastlanmistir (20).

Bu nedenle siddetli oligozospermik veya nonobstruktif azoospermik hastalarin hepsine

ICSI isleminden 6nce Y kromozom mikrodelesyon testi yapilmalidir. Y mikrodelesyonuna
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sahip erkeklerin tiim erkek ¢ocuklar1 ayni patolojiye sahip olacagindan aile bu konuda genetik
danisma verilerek isleme baglanilmalidir (22).

Y kromozom mikrodelesyonlarint belirlemek amaci ile, STSs denilen Y
kromozomunun spesifik olarak isaretlenen bdlgelerin ¢ogaltilmasi i¢in PCR yontemi
kullanilabilir. STS genom iizerinde spesifik bir lokus i¢in (Y kromozomu i¢in 300 den fazla
vardir) marker olarak fonksiyon goren DNA’nin kisa segmentleridir. Analiz, diger 6zel
bolgeleri kapsayan STS’leri ve putative spermatogenezis genlerini kodladig1 diisiiniilen AZF
bolgeleri her zaman icermelidir. Ol¢iim negatif ve pozitif kontrollerle sirasi ile normal erkek
ve kadin DNA’s1 ile yapilmalidir ve Y kromozomu i¢in 6zellikle de SRY geni igin bir pozitif
marker icermelidir. Y kromozom bdlgeleri amplifiye edildikten sonra DNA fragmanlar jel
elektroforezi boyunca boyutlarina gore ayrilir. Silinen intervaller jel iizerinde band paterninde
bir bantta degisiklik meydana gelmesi ya da bandin yok olmasiyla belirlenir (22).

Azoospermik vakalarin %16'sinda, agir oligozoospermik vakalarin %5'inde AZFc
delesyonu saptanmaktadir. AZFc delesyonlarinin toplumdaki sikliginin 1/4000 oldugu
diistiniilmektedir. AZFb delesyonlar ise vakalarin %2'sinde goriilmektedir (28).

2- Konjenital Vaz Deferens Agenezisine Sebep Olan Kistik Fibrozis Gen

Mutasyonlari

Kistik fibrozis; Otozomal resesif gecisli genetik bir hastalik olarak goriilen bu
hastalik, kistik fibrozis transmembran regiilatér (CFTR) genindeki mutasyonlara bagl olarak
tanimlanmaktadir (20,22). CFTR geni, iyon kanali olarak fonksiyon gdren bir membran
proteinini kodlar ve seminal vezikiil, ejekiilatdr kanal, vas deferens ve epididimisin distal
2/3’linlin olusumunu da etkiler (20). Bu nedenle CFTR genindeki bazi mutasyonlar vaz

deferens agenezisi ile sonuclanir (22).

Infertilitenin genetik baglantisim gdsteren bir diger durum, obstruktif azoospermi ile
klinikte goriilen, hastalarin yaklasik %25’inde tespit edilen konjenital bilateral vaz deferens

agenezisi olgularidir (15).

Azoospermik olgularin  %1.4’linli olusturan konjenital vaz deferens agenezili
hastalarin %85’inde CFTR gen mutasyonlari tantmlanmistir. Bugiine kadar 1500’lin {izerinde
farklt mutasyon ve sayisiz polimorfizm kistik fibrozisli ya da bilateral vaz deferens agenezili

(BVDA) hastalarda rapor edilmistir (22). Kistik fibrozis hastalarinin %65-95’inde vaz
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deferens agenezisi bulunmus ve bu hastalarin sadece %?2-3’iiniin fertil oldugu saptanmistir

(20).
3- Kromozom Anomalileri

Normal insan somatik hiicrelerinde 1 ¢ift seks kromozomu ve 22 ¢ift otozom olmak
lizere toplam 46 kromozomlu diploid hiicrelerdir. Erkekler X ve Y olmak {izere 2 farkli

cinsiyet kromozomuna sahiptir (22).

Infertil ve subfertil erkeklerde kromozomal bozukluklar siklikla saptanmaktadir (5).
Kromozom anomaliler normal populasyonla (%0,5) karsilastirildiginda, infertil erkeklerde bu
oran (%5,8) ¢ok daha yiiksektir. Infertil bireylerde seks kromozom anomalileri otozomal
kromozom anomalilerinden daha siktir (%4.,2- %1,5) (22). Kromozom anomalileri tiim
infertil erkek hastalarda yaklagik %5,1 oraninda gozlenirken, bu oran oligozoospermik erkek

hastalarda %4,6 ve azoospermik erkek hastalarda %13,7 olarak saptanmistir (20).

Kromozom anomalileri yapisal ve sayisal anomaliler olmak tizere ikiye ayrilir. Yapisal
kromozom anomalileri inversiyon, delesyon, kromozomun bir pargasinin diger kromozoma
translokasyonu ya da kromozomun bir kisminin dublikasyonu seklinde gerceklesir (22).
Infertil erkeklerde translokasyonlarm normal populasyona gére 8,5 kat, inversiyonlarin ise 8
kat daha fazla goriildiigli bildirilmistir (20).

Sayisal kromozomal anomaliler tiim kromozomlarin multipl kopyalarini iceren
hiicreler poliploid ya da bir ya da daha fazla kromozomun bir ilavesini ya da delesyonunu
iceren hiicreler andploid olarak siniflandirilir (22).

Klinefelter Sendromu % 0,2 prevalansi ile erkek hipogonadizminin en sik goriilen
formudur (15). Klinefelter sendromu, XYY erkekler ve miks gonadal disgenezi bu grup
hastalardir. Klinefelter sendromu en sik goézlemlenen seks kromozom bozuklugudur (26) ve
infertil vakalarda 30 kat fazla rastlanir. Azoospermik vakalarda ise %14 oraninda rastlanir

(20).

4-Sperm Fonksiyonlarim Direkt Olarak Etkileyen Genetik Sendromlar
Erkek infertilitesini indirekt olarak degerlendiren sperm say1, morfoloji ve motilitesini
iceren testler fertilite kliniklerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Son yillarda anormal

semen parametrelerine sahip hastalarda sperm DNA hasarinin yiiksek oldugunun tespit
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edilmesi ile yeni yaklasimlar giindeme gelmistir. Sperm DNA hasar1 anormal kromatin
paketlenmesi, reaktif oksijen tiirevleri (ROS), sperm apoptozu gibi farkli mekanizmalar ile
olusabilmektedir (28).

Sperm aktivitesini dolayisiyla spermatogenezi etkileyen diger faktorler de; Noonan
Sendromu, Myotonik Distrofi, Androjen sentez ve fonksiyon bozukluklari, Genetik
Endokrinopatiler, Gonadotropin-Releasing Hormonun (GnRH) iiretim veya sekresyon
bozukluklari, Primer Silier Diskinezi, Prader-Willi Sendromu, LH ve FSH fonksiyon

bozukluklar1 ve Kallman Sendromu olarak siralanmaktadir (20).

ERKEK INFERTILITESINDE EPIGENETIK -EPIGENOM ROLU
Epigenetik

Erkek kisirliginda halen agiklanamayan bir¢cok nokta oldugu icin erkek kisirliginin
etiyolojisini tamamen anlayabilmek i¢in farkli yaklasimlar kullanilmasinin literatiire 6nemli
katkilar saglayacagi diisiiniilmektedir. Bu noktada onemli oldugu diisiiniilen arastirma

konularindan bir tanesi de epigenetik yeniden diizenlemelerdir (1).

Epigenetik terimi 1950 yilinda ilk olarak Conrad Waddington tarafindan onerilen ve
giiniimiizde de “DNA dizisindeki degisimlerle aciklanamayan, mitoz ve/veya mayoz bdliinme
ile kalitilabilinen, gen fonksiyonundaki degisiklikler” olarak adlandirilmaktadir (29).

Epigenetik Mekanizmalar

Epigenotip adi verilen profil cevresel etkenler, epigenetik mekanizmalar ve heniiz
tanimlanmamis bazi1 faktorlerin katkisi ile kurulmaktadir. Fenotipte genotipin bu profil

tizerindeki yansimasiyla ortaya ¢ikmaktadir (30).
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Sekil 4. A: Genetik etkilesimler.

B: Epigenetigin sematik gdsterimi: genotip, niikleotidlerin yan yana dizilisiyle
olugmakta, epigenotip ise bu dizilise anlam ve degisik ifade bigimleri
kazandirmaktadir (30)

Epigenetik modifikasyonlar c¢ok sayida hastaligin etiyolojisini kismen de olsa
aciklayabilme potansiyeline sahiptir (29). Ayrica epigenetik degisikliklerin en 6nemli 6zelligi
DNA dizinini (niikleotid sekansi; ACTG) degistirmemesidir. Buna ragmen genlerin promotor
bolgelerinde meydana gelen diizenleme ile ilgili genin transkripsiyonunda nicel degisikliklere
sebep olmaktadir. Bu iligkili genin transkripsiyonunu serbestlestirebilir veya baskilayabilir.
Epigenetik diizenlemeler sekansin degisime ugramamis olmasi nedeni ile dinamiktir. Ayrica
sekansa ait mutasyonlar gibi kalici degildir. Hiicrenin ihtiyacina gore artis gdsteren
transkripsiyon yeri geldiginde susturulabilir. Bu sebeple genetik kontroliin anlik ihtiyaglar1 da

saglanabilmektedir (31).

Epigenetik diizenlemenin bir bagka 6nemli 6zelligi, olusan degisikliklerin aktarilabilir
olmasidir. Son on yil igerisinde yapilan arastirmalar neticesinde, epigenetik olaylarin,
ozellikle yiiksek organizasyonlu canlilarda olduk¢a Onemli etkileri oldugunu ortaya
koymustur. Epigenetik fenomen, hiicre farklilagmalar1 sirasinda ortaya ¢ikan gen ifadesindeki
degisiklikler ve ozellikle canlilarin embriyodan yetiskin bireye dogru ilerleyen gelisim
siirecinde gozlemlenen degisiklikler de 6nemli bir rol oynamaktadir. Gen ifadesinde ortaya
cikan bu degisiklikler, DNA’nin segici olarak, farkli epigenetik durumlarda bulunan farkl

kromatin yapilarina paketlenmesiyle meydana gelmektedir (29).
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Genetik Kontrol ve Epigenetik Diizenleme

1958 yilinda ilk olarak Francis Crick’in soziinii ettigi molekiiler biyolojinin temel
dogmasi, niikleik asit ile kodlanan bilginin mRNA iizerinden proteine translasyonunun

oldugunu, bunun da tersinir bir iglev olmadigini iddia eder (31). (Sekil 5)

Iy
— f@j — i‘}r ™

Transkripsiyon Translasyon (M

ONA mRNA Protein

Sekil 5: Molekiiler biyolojinin temel dogmasi. DNA’daki bilgi mRNA iizerinden
(transkripsiyon) proteine (translasyon) aktarilmaktadir (31)

1980 yilindan sonra bulunan molekiiler kanitlar bunun belirli zaman araliklarinda da
tersi durumun s6z konusu oldugunu, sekans degisikligi ile sonlanmasa bile c¢evresel
faktorlerin DNA transkripsiyonunu, hem nitel hem de nicel olarak degistirebildigini ortaya
koymaktadir (31).

Epigenetik diizenlemeler bir¢ok farkli mekanizmayla gelismektedir; (31).

* Histon Metilasyonu

* DNA Metilasyonu

* Histon Ribozillenmesi
* Histon Fosforilasyonu

* Histon Asetilasyonu
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* Histon Sitrulinizasyonu
* Histon Ubikutinasyonu

Uzerinde en ¢ok ¢alisgima yapilmis olan epigenetik fenomenin 2 tipi Histon
modifikasyonlari ve DNA metillenmesidir (29). Bu iki olaym geri doniisiimlii ve birbiriyle
bagl oldugu diisiiniilmektedir (1).

DNA Metilasyonu ve Histon Modifikasyonlari

Niikleotid olarak adlandirilan kiigiik yap1 taglarinin birlesmesiyle kalitim materyali
olan DNA molekiilii olugsmaktadir. DNA’daki niikleotidlerin dizilisi ve yapist bir canlinin tiim
hiicrelerinde benzer olmakla birlikte, hiicreler arasi farkliliklar da gen ifadesindeki

degisikliklerden kaynaklanmaktadir (30).

Gen ifadesi temel olarak iki mekanizmayla diizenlenmektedir.
1. DNA ve kromatinde meydana gelen kovalent modifikasyonlar (epigenetik kontrol),
2. Transkripsiyonu aktive eden ve baskilayan proteinlerin aktivitelerinin diizenlenmesi (30).

Insan genomu igerisinde yer alan yaklasik 20.000 gen, belirli hiicrelerde ve belirli
zamanlarda ifade edilmelidir. Gen ifadesindeki bu kontrolii saglayabilmek icin hiicreler
DNA’larim1 globiiler histon protein oktomerleri etrafina sararak olusturduklari niikleozom
yapilarini kullanirlar. Histon proteinleri ve DNA’dan olusan bu niikleozomlar kromatin olarak
organize edilirler. Gen ifadesini kromatin yapisindaki degisikler kontrol eder; kromatin yap1
gevseyerek acildiginda genler aktive (aktif), kromatin yap1 sikilagip yogunlastiginda ise genler
inaktive (sessiz) olarak ifade edilir. Kromatin yapisindaki bu aktif durum ise, geri
doniistiiriilebilir olan ve DNA metilasyonu ya da histon modifikasyonlar1 ile saglanan
epigenetik paternler ile gergeklestirilir. Bu islemlerde gorevli olan enzimler arasinda, histon
asetilazlar, DNA metiltransferazlar (DNMT), histon metiltransferazlar, methyl-binding
protein MeCP2 ve histon deasetilazlar (HDAC) sayilabilir. Normal epigenetik paternlerden
bir sapma gerceklestiginde ortaya ¢ikan gen ifadesindeki anormallikler ¢esitli klinik sonuglara
neden olabilir (29).

Bir baska degisle, kromatinin belli bir bolgesindeki DNA sikilig1 epigenetik
degerlendirme ile belirlenir; bundan dolay1 epigenetik degisimler hangi genlerin ne zaman

okundugunun belirlenmesi acisindan 6nemli role sahiptirler (1).
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DNA Metilasyonu

En ¢ok calisilan epigenetik mekanizma DNA metilasyonu olup, gen ifadesinin
baskilanmasini saglamakta, kromatin yapisi, transkripsiyon, embriyonik gelisim,  X-
kromozom inaktivasyonu, kromatin kararliliginin korunmasinda ve genomik “imprinting”in
diizenlenmesi fonksiyonlarin1 gérmektedir (30).

DNA metilasyonu, DNA genellikle CpG (sitozinfosfoguanin) bolgelerindeki
sitozinden (C) metillenmekte ve DNA metil transferaz (DNMT) enzimleri tarafindan
katalizlenmektedir (31).

CpG diniikleotidleri igindeki sitozin artiklarinin metilasyon yapilart gen ifadesine
iliskin 6nemli epigenetik bilgiler sunar. Bu diniikleotidler, guanine bir fosfodiester bagiyla
bagli olan sitozinden olusurlar. CpG diniikleotidleri CpG adalar1 olarak bilinen bolgelerde
bulunurlar (2). Genlerin promotor bolgelerinde bulunan CpG adaciklari, %55°ten fazla CG
iceren, ortalama 500 baz cifti uzunlugunda ve diisiik metilasyon orani olan korunmus
dizilerdir (29,31).

Metillenme profillerinin fonksiyonel bir takim sonuglarin nedeniyle olacagi
diistiniilmektedir. Konuyla ilk olarak yapilan ¢aligmada gen ifadesi ile metillenme arasinda bir
iliski oldugu belirlenmistir. Metilasyon seviyesinin genlerin promotor bdolgelerinde diisiik
olmasi aktif gen ifadesiyle korelasyon oldugunu gostermektedir (29).

Tekrar dizilerinde olan CpG diniikleotidleri normal hiicrelerde metile iken, genlerin
%50'sinde promotor bolgelerinde olan CpG adaciklari ise demetiledir (1,2).

Transpozonlarin bulundugu heterokromatinin CpG bdélgelerinde ve genomda tekrar
dizilerinin metilasyon orani1 yiiksektir. Boylelikle transpozonlarin genom igindeki hareketi
kisitlanarak kromozomun kararli halde kalmasi ve transkripsiyonun da baskilanmasi ortaya
¢ikar (30). Omurgali DNA’sinda bulunan C-G baz giftlerinin %70’ten ¢ogu metillenmis
durumda bulunur. Bu metillenme durumunun tiirden tiire ve dokudan dokuya gore farkli
oldugu bilinmektedir (29).

DNA’da de novo metilasyonu ve bu durumun siirekliliginin saglanmasinda DNA-
metiltransferaz (DNMT)’lar gorevlidir. Bilinen 5 insan DNMT’si vardir. Bunlar; DNMTI,
DNMT2, DNMT3a, DNMT3b ve DNMT3L olarak isimlendirilmistir. Katalitik domeyni
olmayan DNMT3L ve animoterminal regiilatér domeyni bulunmayan DNMT2 haricinde
hepsinde enzimatik aktivite goriilir. DNMTI1, “maintenance methyltransferase” olarak da

bilinir ve yari-metillenmis olan DNA bdélgelerine baglanir. DNMT3a ve DNMT3b, “novo
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metiltransferazlar” olarak isimlendirilir ve hi¢ metillenmemis ve yari-metillenmis bolgelere
baglanarak metilasyonu gerceklestirirler. DNMT2 nin korunmus olan metiltransferaz motifini
tagidig1 gosterilmis ancak aktivitesi ise goriilmemistir (29).

Goll ve arkadaslar1 (2006) DNMT2’nin insan RNA’sin1 metilledigini rapor etmisler,
ancak fare RNA‘smin metillendigine dair heniiz kesin kanit elde edememislerdir. Sonug
olarak, DNMT3L’nin herhangi bir enzimatik faaliyeti yoktur ancak DNMT3a aktivitesi i¢in
gerekli bir transferazdir (1).

Yapilan genel genom aragtirmalar1 ve analizlerine gore; testisler DNA metilasyonunda
oldukga yiiksek derecede benzer yapilar ortaya koymaktadirlar. Gergekte somatik dokulardaki
DNA’ya nazaran testis DNA’lar1 8 kat daha fazla metillenmis bdlgeye sahiptirler. Bu
bolgelerin ¢ogu tekrarlanmayan ve CpG adasi icermeyen sekanslardir ve genellikle genlerin
5’ gen bolgesi uzaginda yer alirlar. Hipometilasyon gen diizenleme bolgelerinde bulunmadigi
icin gen ekspresyon kaliplart ve bu sekanslarin hipometilasyonu arasinda bir korelasyon
bulunmamistir. Ancak, CpG adas1 igermeyen sekanslarin hipometilasyonu ile kromozomal
bolgedeki GC igerigi arasinda bir korelasyon mevcuttur (1).

Marchal ve ark.’lar1 (2004) sertoli hiicrelerindeki kromozomlarin 6kromatinde diisiik
metilasyon seviyelerine sahipken, jukstasentromerik bolgelerde yiiksek metilasyon
derecelerine sahip olduklarini rapor etmislerdir (1).

Cesitli genlerin diizensiz bir sekilde metillenmesi anormal semen parametrelerinde
gosterildigi gibi baz1 erkek faktor infertilitesi 6rneklerinde de ortaya konmustur. Houshdaran
ve ark.’lar1 (2007) ¢aligmalarinda diigiik sperm yogunlugunun, motilitenin ve morfolojinin
baz1 lokuslarda goriilen biiylik DNA hipermetilasyonu ile iligkili oldugunu rapor etmislerdir.
Bu sekanslardan dordii — PAXS8, NTF3, SFN ve HRAS — sadece imprint olmayan genlere
0zgl kopya sekanslar olup, tekrarlayan element “Satellite 2 nin de hipermetilasyona tabi
oldugu goriilmistir. Houshdaran ve ark.’larina gore bu lokuslarin hipermetilasyonuna,
epigenetik programlamayr takip eden aberant metilasyon degil mevcut metilasyon
isaretlerinin diizensiz bir sekilde silinmesi neden olmus olup, bu calismada elde edilen
verilere gore; imprint lokusun disindaki metilasyon bozukluklarinin bazi durumlarda kisirliga

neden olabildigi rapor edilmistir (1,32).

Histon Modifikasyonlari
Epigenetik modifiye edici olarak bilinen histon modifikasyonlari, kromatin yap1 ve

fonksiyonun degistirmeleri nedeniyle bu ismi alirlar. (30).
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Histon proteinleri DNA’nin  paketlenmesinde gorevlidirler. Bir takim post-
translasyonel modifikasyonlara ugrayabilir ve bazik amino-terminal uglar1 niikleozomdan
cikintilar yapar. Asetilasyon iizerinde en ¢ok calisilan histon modifikasyonudur. Histonlarin
asetilasyonu histon deasetilaz (HDAC) enzim aileleri ve histon asetil transferaz (HAT)

tarafindan diizenlenmektedir (Sekil 6)

As
HAT ’rf

e — &

Deasetile histon proteinleri As

(inaktif) Asetile histon proteinleri
(aktif)

Sekil 6. Histon asetilasyonu ve deasetilasyonu
HAT: Histon asetil transferaz, HDAC: Histon deasetilaz (30)

Pozitif yiikli lizin aminoasiti yiikii, negatif yiikli asetil grubunun histon proteininin
amino ucuna takilmasiyla kismen azalmakta, kromatinde gevseme olugmakta, transkripsiyon
faktorler genlerin promotor bdlgelerine ulagsmasi kolaylasmakta ve transkripsiyon
olugmaktadir. Asetilasyon durumu geri doniisiimlii olarak ortaya ¢ikan bir durumdur (30).

Histonlar tizerinde olan bu degisiklikler, kromatinin yapisinin sik1 ya da gevsek olma
durumunu etkileyerek gen ifadesinde regulatdr rol oynar. Ornegin asetil gruplar1 histonlardaki
(+) yukii notralize ederek ve DNA arasindaki elektrostatik etkilesimleri zayiflatirlar (29).

Belirli bazi histon modifikasyonlari, heterokromatinin ve Okromatinin aktif ya da
inaktif markirlar1 olarak kullanilabilir. Aktif kromatinle H3 ve H4 histonlarinin lizin
rezidularindan asetillenmesinin korelasyon olusturdugu, deasetilasyon durumunun ise
kromatinin daha siki bir sekilde paketlenerek, genlerin inaktif duruma ge¢me durumuyla
olustugu bilinmektedir.

Asetilasyonun tersine histon lizin metilasyonu ise hangi rezidude olduguna gore inaktivasyon
yada aktivasyon ile sonuglanabilir. Histonlardaki spesifik modifikasyonlar, transkripsiyonel
olarak inaktif ve aktif kromatinin belirlenmesinde bir ¢esit “marker” olarak kullanilabilir.
DNA metilasyonunun ve histonlardaki modifikasyonlarin birlikte olarak gen ifadesinin

durumunu belirledigi ve hiicrenin yazgisinin belirlenmesinde rol oynadig: bilinmektedir. (29).
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RNA ile indiiklenen sessizlesme (RNA-induced silencing)

RNA’larin, DNA metilasyonunun baslamasi ve histon modifikasyonlari i¢in itici gii¢
olusturdugu bilinmektedir. Boylelikle heterokromatin bdlgenin olusumuna katkida bulunulur
ve kalitsal olarak sessizlestirilmesini sagladigi diistiniilmektedir (30).

Son zamanlarda, kodlamayan RNA (non-coding RNA) ismi olarak gegen bazi kiiclik
RNA molekiillerinin de epigenetik siiregte rol aldiklar1 belirlenmistir. Ornegin; RNA
interferans olarak tanimlanan, posttranslasyonel ve posttranskripsiyonel sessizlestirilmelerde
gorevli olan miRNA (micro RNA), siRNA (small-interfering RNA) ve X kromozom
inaktivasyonundan gorevli olan ise XIST RNA’dir (30).

EPIGENOMIK
Bir organizmanin niikleotid sekansinda kodlanan toplam bilgi miktarina genom ad1
verilir. Epigenom, DNA sekansinda bir degisiklik yapilmaksizin DNA ve histon yapisinin

degistirilmesiyle gen ifadesinde elde edilen modifikasyonlardan olusur (1).

Epigenomik, genom ve epigenetik bilimlerinin yeni bir alanmidir. Tek bir genden ¢ok
daha biiyiik bir alana dogru tiim genom ¢apinda olusan epigenetik modifikasyonlar1 arastirir
(29).

Epigenomik veriler, genomik bilimlerine katki saglamaya adaydir. Ozellikle
epigenetik bilgi, diizinelerce histon modifikasyonu tasiyabildigi ve tek bir gende yiizlerce
metilenmis sitozin igerdigi i¢in multiplekstir. Ayrica kesikli olan dizi bilgisinin tersine
epigenetik bilgi kantitatiftir. Kismi metilasyon dokulara 6zgii olarak belirli lokuslarda
goriilebilir ve goriilen metilasyonun yogunlugunda ise farkliliklar olusabilir. Memelilerin
genomunda regiilator dizilerinin fonksiyonu durumun anlasilmasinda yarar saglayabilir (29).

Bir¢ok kompleks organizmanin genomunda non-coding diziler, coding dizilerden ¢ok
daha biiyiik yer tutar ve bunlarin da regiilasyonda rol oynadig: diistiniiliir. DNA’nin niikleus
icindeki topolojik konformasyonunun epigenetik olarak kontrol edildigi bilinmektedir ve son
zamanlarda yapilan calismalar ile bu diizenlemenin gen regulasyonunda c¢ok onemli rolii
oldugunu gosterilmektedir. Biiyiik oOlcekli epigenomik yaklasimlar geg¢miste teknolojik
yetersizlikler nedeniyle gerceklestirilememistir ancak giinlimiizde kullanilan microarray

teknolojisi ile gerekli deneylerin yapilmasi i¢in zemin hazirlanmistir (29).
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Bir¢cok genin kontrol ettigi bir durum olan spermatogenez, karmasik olaylar
biitlintidiir. Bu karmasik olayda metabolizma seviyesinde folat metabolizmasi ve molekiiler
seviyede DNA metilasyonu rol oynayan 6nemli mekanizmalardir (33).

Folat; metilasyon reaksiyonlari, DNA sentezi ve protein sentezinde dnemli gorevleri
olan bir molekiildiir. Folat dongiisiinde dnemli enzimler bulunur. Bu enzimler igerisinde, 5-
metiltetrahidrofolat homosistein metiltransferaz rediiktaz (MTRR) ve 5-metiltetrahidrofolat-
homosistein  metiltransferaz (MTR) enzimini kodlayan genlerde goriilen bazi
polimorfizmlerin, homosistein ve hipometilasyon artigiyla, metilasyonunu ve DNA sentezini
etkileyerek anormal kromozomal segregasyona (ayrilma) ve mayotik non-disjunction neden
oldugu saptanmistir. Bu durum ile bazi hastaliklarin gelisiminde rol oynadigi belirlenmistir.
bu genlerde bulunan polimorfizmler, bireylerde homosistein diizeylerinin artisina ve
enzimlerin aktivitesinin degismesine de neden olabilmektedir (33).

MTR, spermatogenez olayini da metabolizma seviyesinde bir enzim olup, kobalamin
bagli, kromozom 1qg43’e lokalize olan metiyonin sentaz gen {iriinii olup (GenelD: 4548),
karbon metabolizmasinda da metiyonin aminoasidinin biyosentezinde katalizér rolii oynar.
MTRR enzimi de kromozom 5p15.3 - p15.2°de yerlesmis olan, MTRR geninin bir iirtintidiir
(Gene ID: 4552). Bu gen, DNA metilasyonunu azaltarak, fonksiyonel olan metiyonin
sentezini olusturmaktadir (33).

Metilentetrahidrofolat  rediiktaz (MTHFR), metilentetrahidrofolat (MTHF) in
tetrahidrofolata (THF)’a doniismesini uyaran, folat metabolizmasinda, DNA sentezinde ve
remetilasyon tepkimelerinde temel bir diizenleyici olarak gorev yapan bir enzimdir (3,34,
35,36,37). Bu reaksiyonun oldugu yer, folik asit, homosistein, DNA metilasyonu ve niikleotid
sentezini etkileyen dnemli bir alandir. Boylelikle gorevli metabolik yollar etkilenmekte ve bu
mekanizmalarda gorevli olan yolaklara da etki etmektedir (34).

Kromozom 1p36.3’de haritalandirilan insan MTHFR geni, 656 aminoasitten olusan
MTHFR enzimini kodlar. MTHFR, 5,10 metilentetrahidrofolat1 (5,10-metilenTHF) 5-metil
tetrahidrofolata (5- metil THF) doniistiiriir (3,35,36). 5-metil THF; metiyonin sentezi ve DNA
metilasyonu i¢in metil grubunu olusturur. 5,10-metilenTHF ise deoksiiiridilatin timidilata
donisiimiinde kullanilirken, diger yandan piirin sentezi i¢in 10-formil THF’a okside olur.
MTHFR geninde meydana gelen varyasyonlar, enzim aktivitesini azaltir. Azalan MTHFR
aktivitesi nedeniyle, 5-metil THF diizeyi azalir, 5,10- metilen THF miktar1 ve plazma

homosistein diizeyi ise artmaktadir (35,36).
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Dolayis1 ile MTHFR, 5,10-metiltetrahidrofolat’in 5-metiltetrahidrofolat’a indirgendigi
tepkimeyi katalize eder. 5-metiltetrahidrofolat, homosisteinin metionine remetile edildigi
tepkimenin metil vericisidir. Daha sonra metionin S-adenozilmetionine doniisiir. S-
adenozilmetionin DNA, RNA, hormonlar ve lipidler gibi bircok materyalin tepkimelerinde
kullanilan bir metil vericisidir. MTHFR eksikliginin ¢ok c¢esitli maddelerin (DNA, RNA ve
azalan metionin miktar1 nedeniyle histonlar) metilasyonunu engelledigi bildirilmistir (3).

MTHFR’in spermatogenez ve erkek fertilitesindeki roliinii daha 1yi bir sekilde ortaya
koymay1 amaclayan Khazamipour ve ark.’lar1 c¢aligmalarinda (2009) obstriiktif olmayan
azoospermik erkek testisindeki MTHFR gen promotoriiniin metilasyonu ile spermatogenez
bozuklugu olmayan obstriiktif azoospermik hastalarin gen promotoriiniin metilasyonunu
karsilagtirmistir. Elde edilen sonuglara gore obstriiktif olmayan azoospermik erkeklerin %
53’tinde MTHFR promotorii hiper-metillenirken, obstriiktif azoospermik erkeklerin higbirinde
bu bolgede hipermetilasyon saptanmamustir. Istatistiksel agidan anlamli olan bu verilere gére
MTHFR hipermetilasyonu 6zel bir epigenetik anomalidir ve erkek kisirliginda onemli
sonuglart vardir (1).

Wu ve ark’lant ¢aligmalarinda (2010) sperm MTHFR gen promotoriiniin
hipermetilasyonunun idiyopatik erkek infertilitesi ile iligkili oldugunu ortaya koymuslardir.
Bu calismada hipermetilasyonlu hastalarin sayisi kontrol grubundaki bireylerin {i¢ katiydi (1).

Imprint genlerin anormal bir sekilde DNA metilasyonuna maruz kalmalarinin
oligozoospermi ile iligkili oldugu gosterilmistir. Spermatogenez metil havuzunda MTHFR
eksikligi nedeniyle ortaya c¢ikan degisimlerden etkilenebilir. Kelly ve ark.’lar
caligmalarinda (2005) erkek farelerde, MTHFR’nin pasif hale getirilmesinin
hiperhomosistinemi’ye ve infertiliteye neden oldugunu rapor etmislerdir. Elde edilen bu
bulgular MTHFR’1n normal spermatogenezde 6nemli bir rolii oldugunu ve MTHFR
aktivitesinin azalmasinin erkek infertilitesine neden olabilecegini gostermistir (3).

Bununla birlikte MTHFR polimorfizmlerinin erkek infertilitesindeki rolii iizerine
yapilan bazi calismalarin sonuclar1 celigkildir. Bu ¢alismalarin bazilarinda MTHFR
polimorfizmleri ve erkek infertilitesi arasinda istatistiksel olarak anlamli korelasyonlar
bulunurken, bazi ¢alismalarda herhangi anlamli bir iliski elde edilememistir (3).

MTHFR mutasyonlar1 birgok durumda arastirilmis, ¢alismalarin bir kisminda giiclii
baglantilar oldugu saptanmustir. Ozellikle multifaktdryel etyolojisi bulunan bu hastaliklarda,

genetik durumun etkisinin altinda olmasi, popiilasyonlar arasinda biiyiik farkliliklar
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yapabilmektedir. Bundan dolayi, cografi bolgelerde gen havuzlar ile iliskili mutasyonlarin
degerlendirilmesi, bu hastaliklara dogru yapilan yaklasimlarda ozerklik kazanilmasina
yardimci olucaktir (36).

MTHEFR folat metabolizmasinda, DNA sentezinde ve remetilasyon tepkimelerinde temel
diizenleyici olarak gorev yapan bir enzimdir. Bu tez ¢aligmasinda nedeni agiklanamayan
erkek infertilitesi ile MTHFR geni metilasyon diizeyi arasindaki iligkinin arastirilmasi
amaglanmistir. Bu calisma Tiirkiye’de Trakya Bdlgesinde yasayan infertil erkek hastalarda
nedeni agiklanamayan erkek infertilitesi ile MTHFR geni metilasyon diizeyi arasindaki

iligkinin arastirildigs ilk literatiir calismasidir.
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GEREC VE YONTEMLER

GERECLER

Calismaya 102 hasta ve 90 kontrol grubu olmak iizere toplam 192 kisi dahil edildi. Hasta
grubunda yas ortalamasi (30.00+6.3), kontrol grubunda ise yas ortalamas1 (33.00+£5.9) olarak

belirlenmistir.

HASTA GRUBU

Hasta grubuna Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’na
15.06.2012-15.06.2013 tarihleri arasinda primer infertilite (nedeni agiklanamayan erkek
infertilitesi) sikdyeti ile miiracaat eden hastalardan, birbirileri ile akrabalik iligkisi
bulunmayan, 46,XY kromozom yapisina sahip, Y kromozom mikrodelesyonu tasimayan,
klinik muayene ve spermiyogram (Diinya Saglik Orgiitii standartlarma gére) sonucuna gore
non-obstruktif azoospermik 48 ve oligozoospermik 54 olmak iizere toplam 102 (yiiz iki)

infertil erkek hasta dahil edildi.

KONTROL GRUBU

Kontrol grubuna Tibbi Genetik Anabilim Dali laboratuarina HLA doku tiplemesi amaci
ile bagvuran erkek bireylerden son bir yil i¢erisinde yardimci tireme teknikleri kullanilmadan

en az bir tane saglikli bebek sahibi olan, birbirleri ile akrabalik iligkisi bulunmayan 90
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(doksan) kisi dahil edildi. Bu bireylerden HLA doku tiplemesi amaci ile EDTA’11 tiipe alinmis

olan 5 cc periferik vendz kandan 200 mikrolitre alinarak genomik DNA’lar1 ayristirildi.

Hasta ve kontrol grubunda metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) geni promoter
bolgesi metilasyon diizeyleri belirlendikten sonra istatistiksel olarak karsilastirildi. Ayrica
hasta grubunda (azoospermik ve oligozoospermik) rutin tetkikler icerisinde istenen FSH ve

total testosteron diizeyi sonuglari da ¢alismaya dahil edildi.

Caligmaya alinan hasta ve kontrol grubundaki bireylere onayimin alindigini belgeleyen

ve ¢alisma hakkinda bilgileri igeren “Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu” imzalatildi (Ek-

).

Yerel Etik Kurul onay1, “T.C. Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanligi Girisimsel
Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu, Edirne, Tiirkiye” tarafindan ¢alisma protokolii ve
bilgilendirilmis yazili olur formu incelenerek 31.05.2012 tarih ve 15/11 karar numarali yazisi
ile almmistir. Calismanin laboratuar asamalari Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi

Genetik Anabilim Dali’nda yapilmistir.
KULLANILAN KiMYASAL MALEMELER VE CiHAZLAR

Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dalinda mevcut olan

laboratuarlar:
1- Molekiiler Genetik Laboratuvari:

- Pre PCR Laboratuari: 1 adet vortex (yellowline), 1 adet Sogutmal1 santrifiij (Hettich), 1
adet alt1 kanalli otomatik DNA izolasyon robotu (Qiagen), 1 adet termomikser (Eppendorf),
iki adet pipet seti (Eppendorf),

- PCR Laboratuari: Dort adet PCR cihazi (1 adet ABI 9700 marka, 1 adet ABI 2700

marka, iki adet Sensequest marka)
2- PyroSekans Laboratuari:
2 adet PyroSekans cihazi (Qiagen),

2 adet pipet seti (eppendorf)
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2 adet -20 °C derin dondurucu (Kitleri saklamak tizere)
1 adet -86 °C derin dondurucu

2 adet +4 °C buzdolabi (Kitleri ve kan 6rneklerini saklamak iizere)

YONTEMLER
KARYOTIP ANALIZi

Hastalara ait kromozom analizleri hastalardan alinan periferik vendz kan 6rneklerinden,
72 saatlik yiiksek ¢oziiniirliiklii kromozom bantlama [HRB, 550 bant diizeyinde] yontemi ile
elde edilen preparasyonlarin, Giemsa yontemi ile boyanmasi ve en az 20 metafaz analiz

edilmesi seklinde yapildi.

PERIFERIK VENOZ KANDAN GENOMIK DNA iZOLASYONU

Calismaya dahil edilen hasta ve saglikli kontrollerden 2 cc periferik vendz kan, 5 cc’lik
EDTA’l1 tiipe alind1 ve DNA izolasyonu yapilana kadar +4 °C’de saklandi. Genomik DNA
eldesi, periferik kan lokositlerinden Qiagen DNA izolasyon kiti (EZ1® DNA Blood 200 pl
Kit, Qiagen, Hilden, Germany) kullanilarak EZ1 Advanced XL niikleik asit izolasyon sistemi
(Qiagen, Hilden, Germany) ile kitin protokoliine uygun olarak yapildi. 200 ul kan 6rnegi ile
izolasyona baglanmis ve izolasyonun son hacmi 100 pl olacak sekilde DNA izolasyonu
yapilmistir. DNA 6rnekleri izolasyondan sonra ¢alisma zamanina kadar -20 °C’de

saklanmiglardir.

GENOMIK DNA’LARIN SPEKTROFOTOMETRIK OLCUMLERI

Genomik DNA’lar NanoDrop ile 260-280 nm dalga boylarinda olgiilerek, dalga boyu
oran1 1.4-1.8 arasinda olan genomik DNA ornekleri ¢aligmaya dahil edildi. Olgiimler

sonucunda c¢aligmaya alinan genomik DNA degerlerinin pl’de 15-75 ng arasinda degistigi

tespit edildi [Nanodrop 2000C, Thermo Scientific, USA]
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Y KROMOZOM MiKRODELESYON ANALIZi

Calismaya dahil edilen non-obstriiktif azoospermik infertil erkek hastalarda Y
kromozom mikrodelesyon analizi, Y kromozomu lizerinde 13 STS [Sequence Targed Site]
bolgesini [ZFX, ZFY, SRY, AZFa: sY84, sY86, DFFRY, DBY, AZFb: sY117, sY125,
sY127, sY134, AZFc: DAZ gene- sY254, sY255] kapsayan in-vitro diagnostik onayli kit
kullanilarak yapildi [Geneqality AZF MX, AB-Analitica].

Izole edilen genomik DNA orneklerinden kitin protokoliine uygun olarak ii¢
multipleks polimeraz zincir reaksiyonu [PZR] yapildi. Elde edilen PZR iiriinlerine % 3’liik
nusive agaroz jelde, 85 V.’da, 2 saat 30 dakika elektroforez uygulandi. Elektroforez sonuglari

UV transilluminatdrde bant paternlerine gore degerlendirildi (Sekil 7).

DBY {AZFa, 689 bp)
ZFX/ZFY (495hp) ZFHiZFY (455 bp)
soone IR ZEX/ZEY (495 bp) p P -
E SRY (472bp) SRY (472 bp) SRYH?Ebp)
" p Tah 1
150bp s¥84 (AZFa, 326 bp) s¥95 {AZFa, 303 bp) ¥ Fe, 380bp) 250bp
5Y134 (AZFb, 301 bp) SYILE (b As rhy) s196(A7Es, 320bp)
prre Oz 13 [l 1125 e o) (R o127 0z e

LASEC 1200p)
DMA ladder 2 I DMA ladder

Sekil 7. AZFa, b, ¢ lokuslarina 6zgii 13 STS’in % 3 nusive agaroz jelde UV
transilluminator goriintiisii

Bant paternlerine gére Y kromozom mikrodelesyonu saptanan hastalar ¢calismaya dahil

edilmedi (Sekil 8).
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DMA ladder

DEY (AZFa, 689 bp)
ZFH/ZFY (455 bp)
SEY (472bp)

5754 (AZFa, 326 bp)
5134 (AZFb, 301 bp)
DFFRY [AZFa, 155 bp)

ZFXJZFY (495 bp)
B R (472bp)

5795 (AZFa, 303 bp)
sY117 (AZFb, 262 bp) §Y86 (AZFa, 320 bp)
sY125 (AZFb, 200bp) SY127 (AZFb, 274 bp)

ZFKIZFY (495 bp)
BN SRV (472 bp)

Sekil 8. A, D, G: AZFa, AZFb ve AZFc mikrodelesyonu saptanmamis olan hasta,
B ve C: sY134 [-], AZFb mikrodelesyonu saptanmis olan hastalar,
E ve F: sY117 [-], sY125 [-], AZFb mikrodelesyonu saptanmis olan hastalar,
H ve I: sY127 [-], AZFb mikrodelesyonu ve sY254 [-], sY255 [-], AZFc

mikrodelesyon saptanmis olan hastalar

BiSULFIT DNA ELDESI

85 ul Bisulfite Mix [Bisulfite mix 800 ul distile su ile sulandirilir ve alikotlanip -20 °C
saklanir] (+) 35 ul Bisulfite Buffer her bir reaksiyon i¢in 120 ul olacak sekilde hazirlanir.

Buffer BW =30 ml etanol ile sulandirilir.
Carier RNA - 310 pl distile su ile sulandirilir.

Buffer BL - ul’sinde 100ng’dan az DNA igeren Ornekler igin carierRNA eklenmis BL
buffer, 100 ng iizerindeki 6rnekler i¢in sade BL buffer kullanilir.

Buffer BD-> 27 ml etanol ile sulandirilir.
Caligma dncesinde kolon ve kitler oda sicakligina gelmesi beklenmelidir.
Kolonlar maksimum 700 ul alir.

1. PCR iiriinleri 1,5 ml ependorfa aktarilir ve iizerine 560 pl BL Buffer eklenir,

vorteklenip spin attirilir.
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2. BL buffer eklenen 6rnekler Epitect spin kolona aktarilir en yiiksek devirde 1 dakika

santrifiij edilir alt kistm bosaltilir kolon tutulur.

3. Kolona 500 pul BW buffer konulur ve en yiiksek devirde 1 dakika santriflij edilir alt

kisim bosaltilir kolon tutulur.

4. Kolona 500 pl BD buffer konulur ve 15 dakika oda 1sisinda beklendikten sonra en

yiiksek devirde 1 dakika santrifiij edilir alt kisim bosaltilir kolon tutulur.

5. Kolona 500 pl BW buffer konulur ve en yiiksek devirde 1 dakika santrifiij edilir alt

kisim bosaltilir kolon tutulur.

6. Tekrar kolona 500 pul BW buffer konulur ve en yiiksek devirde 1 dakika santrifiij
edilir alt kisim bosaltilir kolon tutulur

7. En yiiksek devirde 1 dakika bos olarak santrifiij edilir.

8. Kolonlar 1,5 ml ependorflara aktarilir ve agz1 agik sekilde 56°C de 5 dakika

bekletilerek etanollden kurtarilir.

9. 20 ul EB Buffer eklenir ve en yiiksek devirde 1 dakika santrifiij edilirek kolondan
Bisiilfit DNAlarin ependorfa gegmesi sagiamir. Bisiilfit DNA’lar (-)20°C’de

saklanirlar.

PCR REAKSIiYONU

PCR reaksiyonu kullanilan kitin [Hs CLCN6 PM PyroMark CpG Assay (200)
(PM00000091) MTHFR, Qiagen] protokoliine uygun olarak her bir 6rnek i¢in tablo 5’de
belirtilen sekilde hazirlandi:
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Tablo 5. PCR reaksiyonu

Pyromark PCR Master Mix | 12,5 ul

(turuncu kapak)

Primer 2,5 ul

Distile Su (Kit ici Sulardan) S5ul

Bisiilfit DNA S5ul
SEKANS PCR

95°C 15 Dakika
94°C 30 Saniye
0 . 45 Dongii
56°C 30 Saniye
72°9C 30 Saniye
72 °C 10 Dakika

+4°C o0

PYRO SEKANS
Washing buffer 10x = 1x’ e distiriilerek kullanildi. %70 Etanol hazirlandi.
Sekans Primeri 1175 ul Annealing Buffer ile sulandirildi.

Pyro Sekansda her bir reaksiyon Tablo 6’da belirtilen degerler dikkate alinarak miks

hazirlandi.
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Tablo 6. Pyro sekans reaksiyonu

Binding Buffer 40 ul
Streptovidin 2 ul

Su 28 ul
Toplam 70 pl

Streptovidin ¢abuk ¢okmesi nedeni ile elle karistirlarak hizli kondu. 96’lik pleytten 3 sira
kesildi ve hazirlanan mix 70 pl dagitilirak tizerine 10 pul PCR iiriinii koyularak iizeri bantlandi.
1400 devirde 10 dakika T-Shakker da inkiibe edildi. Costar plate i¢ine 6rnek basina 2,5 ul
primer ve 22,5 ul Annealing Buffer ile hazirlanan miks konarak hazirlandi. Fazla
bekletmeden vakuma c¢ektirildi. Vakum 5 saniye %70 alkol cekilir yukariya kaldirilarak tam
cekis saglanir. Vakum 5 saniye denatiirasyon cekilir yukartya kaldirilarak tam ¢ekis saglanir.
Vakum 10 saniye washing buffer da bekletilir yukariya kaldirilarak tam c¢ekis saglanir.
Vakum uglar1 yukariya bakarken vakum pompasinin iizerinden ve pompanin motorundan
diigmeler kapatilarak cihaz kapatilir ve Costar plate iizerine vakum konur 1 dakika boyunca
orneklerin sekans primeri i¢ine aktarimi saglanir. Costar plate 2 dk 80°C inkiibe edilir. Vakum
pompast ilk distile suda yikandiktan sonra ikinci suda vakumla su ¢ekilirek temizlenir. Costar
plate 15 dakika oda 1sinda karanlikta inkiibe edilir. Kartus yazilar1 bize bakacak sekilde
hazirlanir bilgisayar ¢iktisina gére enzim substrat ve bazlar olmasi gereken kuyucuga aktarilir

miimkiinse filtresiz pipet ucu kullanilir. Kartus alt kapak cikartilarak cihaza yerlestirildi.

BILGISAYARDA PROGRAM HAZIRLIGI

Masa iistiinde pyromark Q24 programi agilip, yesil isaretli new run tiklanmigtir.
Instrument metodtan kartus numarast se¢ilmistir. Calisma kuyucuklar1 isaretlenmistir.
Example Files cift tiklanarak MTHFR metilasyon siiriiklenerek calisma kuyucuklarinin
tizerine birakilmistir. Kuyucuklarda ikinci siraya 6rnek adlar girilerek flasta calisilacaklara
kaydedilmistir. Cikti alma igin tools segeneginde prerun information tiklanir ve printer

isaretinden ¢ikt1 alinmustir.
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ISTATISTIK

Hasta ve kontrol grubu verileri SPSS 16.0 programina girilerek veriler analiz edilmis
olup, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik Anabilim Dali’nda gorevli Ogretim Uyesi
ile birlikte calisilarak bulgular degerlendirilmistir. Hasta ve kontrol grubunun demografik
verileri; say1 (n), %, %2, mean, min, max degerler ve ortalama verilerek agiklanmustir.
Calismada hasta ve kontrol grubunun arasinda MTHFR geni iizerinde ¢alisilan bdlgeye 6zgii
metilasyon diizeylerinin anlamli diizeyde farklilagip farklilagmadigini belirlemek amaciyla,
orneklem grubumuz normal dagilima uygun olmadigindan dolayi, niteliksel olcekli
gbzlemleri verilen iki 6rneklemi karsilastirmak amaciyla non paremetrik bir test olan Mann-
Whitney U kullanilanilarak (n, mean, std deviation, U Degeri, z ve p) degerlendirilmistir.
Ayrica FSH ve total testosteron diizeyleri de (n,Mean,std deviation, U, s,p) istatiksel olarak

degerlendirildi.
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BULGULAR

Calismaya 102 hasta (azoospermik ve oligozoospermik) ve 90 kontrol olmak iizere,
toplam 192 kisi dahil edildi. Hasta grubu (azoospermik+oligozoospermik) yas ortalamasi ise
30.00+£6.3 (min:19, max:64), kontrol grubu yas ortalamasi 33.00+5 (yas araligi 24 ile 63)
olarak belirlendi.Azoospermik hasta grubu (n=48) yas ortalamasi 31.54£5.6 (min:23,
max:51), oligozoospermik hasta grubu (n=54) yas ortalamasi ise 31.39+7.0 (min:19, max:64)
olarak belirlendi (Tablo.7)

Tablo 7.Hasta ve kontrol grubunun yas demografik 6zelligine gore dagilim

Yas demografik Ortalama Standart Sapma Min Max n
ozelligine gore
dagilimi
Azoospermik Hasta
31.54 5.608 23 51 48
Grubu
Oligozoospermik
31.39 7.051 19 64 54
Hasta Grubu
Azoospermik+
Oligozoospermik 30.00 6.382 19 64 102
Hasta Grubu
Kontrol Grubu 33.57 5.910 24 63 90

Calismaya dahil edilen hasta ve kontrol grubunda kullanilan kitin igerigine uygun
olarak MTHFR geni promotor bolgesinde bisiilfit uygulamasindan sonra sekans dizisinde de
[GGTTATTGAGTTATYGATGGGGGYGAGGATAYGGGT] belirtildigi iizere ii¢c CpG
adaciginin metilasyon diizeyleri degerlendirildi. Hasta ve kontrol grubunda MTHFR geni

promotor bolgesine 6zgii lic CpG adagig1 metilasyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
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anlaml1 olup olmadigim belirlemek amaciyla, Mann-Whitney U Test kullanilmistir. U¢ CpG

adaciginin metilasyon diizeyleri ortalamasi Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. Hasta (azoospermik+oligozoospermik) ve kontrol grubunda MTHFR geni ii¢

CpG adacigimin metilasyon diizeylerinin dagilim

MTHFR geni iic CpG (Azoospermik+ n Ortalama | Standart U degeri z p
adaciginin metilasyon Oligozoospermik) Sapma
diizeyleri (nmol) hasta ve kontrol
grubu
1. CpG Adacig Azoospermik+ 102 6,47 1,902
Oligozoospermik
Hasta Grubu 3772.000 | -2,153 .031
Kontrol Grubu 90 6,01 2,291
2. CpG Adacig Azoospermik+ 102 2,12 0,679
Oligozoospermik
Hasta Grubu 3730.500 | -2,487 .013
Kontrol Grubu 90 1,86 0,787
3. CpG Adacigr Azoospermik+ 102 4,28 1,230
Oligozoospermik
Hasta Grubu 3555.500 | -2,756 .006
Kontrol Grubu 90 3,80 1,530
Ue CpG Azoospermik+ 102 12,87 3,483
adacigimin Oligozoospermik
metilasyon Hasta Grubu 3558.000 | -2,696 007
diizeylerinin
Kontrol Grubu 90 11,67 4,399
toplam

Tablo 8’de MTHFR geni promotor bdlgesine 06zgii metilasyon diizeyleri

incelendiginde, hasta grubu (azoospermik + oligozoospermik) ve kontrol grubu arasinda hem
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3. CpG adaciginda hem de iic CpG adaciginin metilasyon diizeylerinin toplamlar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmistir (p <0.05).

Azoospermik hasta ve kontrol grubu arasinda MTHFR geni promotor bolgesine 6zgii
metilasyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olup olmadigini belirlemek

amactyla Mann-Whitney U Testi ile karsilagtirildi, bulgular ise Tablo 9°da verildi.

Tablo 9. Azoospermik hasta ve kontrol grubunda MTHFR geni ii¢ CpG adacigimin

metilasyon diizeylerinin dagilim

MTHFR geni ii¢ Azoospermik N | Ortalama | Standart U degeri z p
CpG adaciginin Hasta ve Sapma
metilasyon Kontrol
diizeyleri (nmol) grubu
1. CpG Adacig: Azoospermik | 48 6,65 1.995
Hasta Grubu
1675.500 | -2,189 .029
Kontrol 90 6,01 2.291
Grubu
2. CpG Adacig1 Azoospermik | 48 2,23 0,751
Hasta Grubu
1604.500 | -2,715 007
Kontrol 90 1,86 0.787
Grubu

3. CpG Adacigr Azoospermik 48

1,270
Hasta Grubu 4,44
1557.000 | -2,751 .006
Kontrol
90 3,80 1,530
Grubu
Uc CpG Azoospermik | 48 13,31 3,556
adacigimin Hasta Grubu
metilasyon 1536.500 | -2,797 .005
. L. Kontrol 90 11,67 4,399
diizeylerinin
Grubu
toplami
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Tablo 9’da MTHFR geni

promotor bdlgesine 06zgli metilasyon diizeyleri

incelendiginde, hasta grubu (azoospermik) ve kontrol grubu arasinda hem 2. ve 3. CpG

adaciginda hem de li¢ CpG adaciginin metilasyon diizeylerinin toplami arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark belirlendi (p <0.05).

Oligozoospermik hasta ve kontrol grubu arasinda MTHFR geni promotor bdlgesine

0zgii metilasyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olup olmadigini

belirlemek amaciyla Mann-Whitney U Testi ile karsilagtirildi, buna iliskin bulgular ise Tablo

10°da verildi.

Tablo 10. Oligozoospermik hasta ve kontrol grubunda MTHFR geni ii¢ CpG adaciginin

metilasyon diizeylerinin dagilimi

MTHEFR geni ii¢ Oligozoospermik n Ortalama | Standart | U degeri z p
CpG adaciginin hasta ve kontrol Sapma
metilasyon grubu
diizeyleri (nmol)
1. CpG Adacig Oligozoospermik 54 6,31 1.820
Hasta Grubu
2096.500 | -1,394 .163
Kontrol Grubu 90 6,01 2,291
2. CpG Adacig Oligozoospermik 54 2,02 0,598
Hasta Grubu
2126.000 | -1,382 167
Kontrol Grubu 90 1,86 0,787
3. CpG Adacigr Oligozoospermik 54 4,15 1,188
Hasta Grubu
1998.500 | -1,825 .068
Kontrol Grubu 90 3,80 1,530
U¢ CpG Oligozoospermik 54 12,48 3,402
adaciginin Hasta Grubu
metilasyon 2021.500 -1,693 .091
diizeylerinin Kontrol Grubu 90 11,67 4,399
toplam
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Tablo

10’da  MTHFR geni

promotor bdlgesine 0zgii metilasyon diizeyleri

incelendiginde, hasta (oligozoospermik) ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark saptanmadi (p >0.05).

Azoospermik ve oligozoospermik hasta gruplari arasinda MTHFR geni promotor

bolgesine O6zgli metilasyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olup

olmadigini belirlemek amaciyla Mann-Whitney U Testi ile karsilastirildi ve buna iliskin

bulgular Tablo 11°de verildi.

Tablo 11. Azoospermik ve oligozoospermik hasta gruplarinda MTHFR geni ii¢c CpG

adacigimin metilasyon diizeylerinin dagilim

MTHFR geni ii¢ Azospermik ve n Ortalama Standart U degeri z p
CpG adaciginin Oligozoospermik Sapma
metilasyon hasta grubu
diizeyleri (nmol)
1. CpG Adacig1 Azoospermik 48 6,65 1,995
Hasta Grubu
1152.500 | -,974 .330
Oligozoospermik | 54 6,31 1,820
hasta grubu
2. CpG Adacig1 Azoospermik 48 2,23 0,751
Hasta Grubu
1092.500 | -1,599 110
Oligozoospermik | 54 2,02 0,598
hasta grubu
3. CpG Adacig1 Azoospermik 48 4,44 1,270
Hasta Grubu
1102.000 | -1,343 179
Oligozoospermik | 54 4,15 1,188
hasta grubu
Uc CpG Azoospermik 48 13,31 3,556
adacigimin Hasta Grubu
metilasyon 1080.500 | -1,452 .146
. . Oligozoospermik | 54 12,48 3,402
diizeylerinin
hasta grubu
toplam
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Tablo 11’de  MTHFR geni promotor bdlgesine 0zgli metilasyon diizeyleri
incelendiginde, azoospermik ve oligozoospermik hasta gruplar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanmadi (p >0.05).

Infertil erkek hastalarda, FSH ve total testosteron diizeyleri infertilitenin hem
prognozu hem de tedavisi agisindan Onem tasir. Spermiyogram sonucu ml’deki sperm sayisi
10 milyon/ml’den az olan infertil erkekler hastalarda FSH ve serum testosteron diizeylerine
bakilmasi klinik acidan 6nem tasir. Calismamizda hasta grubunda rutin tetkik amaci ile
istenmis olan FSH diizeyi sonuglar1 da degerlendirildi. FSH’in hipotalamus-hipofiz-testis
aksindaki gorevi, spermatogenezis i¢in serum belirteci olarak kullanilmasidir. Yetiskin
erkeklerdeki FSH diizeyi 1.5-12.4 IU/L referans araligindadir. Azoospermik hasta grubunda
FSH diizeyi ortalamasi1 21.22+16.78 ITU/L (min:2.00, max:91.70) olarak saptandi (Sekil 9).

Sekil 9.Azoospermik hasta grubunun FSH ((IU/L)) diizeyine gore dagilim

Oligozoospermik hasta grubunda ise FSH diizeyi ortalamasi 12.30+8.08 IU/L (min:2.10,
max:39.10) olarak belirlendi (Sekil 10).

Sekil 10. Oligozoospermik hasta grubunun FSH diizeyine gore dagilimi
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Azoospermik ve oligozoospermik hasta gruplarinin FSH diizeyine gore dagilimi Mann-

Whitney U Testi ile karsilastirildi ve buna iligkin bulgular Tablo 12°de verildi.

Tablo 12. Oligozoospermik ve azoospermik hasta gruplarinin FSH diizeylerine gore

dagilimi
Azoospermik hasta Azoospermik n Ortalama Standart | U degeri z p
ve Oligozoospermik hasta ve Sapma

hasta grubu ile FSH | Oligozoospermik

diizeyleri hasta grubu

Azoospermik 48 21,228 16,780
FSH diizeyleri Hasta Grubu

(IU/L) 879.000 [ -2,796 005
Oligozoospermik | 54 12,303 8,089

hasta grubu

Tablo 12°de azoospermik hasta grubu ile oligozoospermik hasta grubu arasinda FSH
diizeyleri karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi (p <0.05).
Calismamizda azoospermik ve oligozoospermik hasta grubunun total testosteron diizeyleri
degerlendirildi. Azoospermik hasta grubunun total testosteron diizeyi ortalamasi 3.88+1.61

pg/ml (min:0.46, max:7.14) olarak saptandi (Sekil 11).

Sekil 11. Azoospermik hasta grubunun total testosteron diizeyine gore dagilimi
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Oligozoospermik hasta grubunun total testosteron diizeyi ortalamasi 4.56+1.73 pg/ml

(min:1.90, max:10.69) olarak saptandi (Sekil 12).

Sekil 12. Oligozoospermik hasta grubunun total testosteron diizeyine gore dagilimi

Azoospermik ve oligozoospermik hasta grubunun total testosteron diizeyine gore dagilimi

Mann-Whitney U Testi ile karsilastirildi ve buna iliskin bulgular Tablo 13°de verildi.

Tablo 13. Oligozoospermik ve azoospermik hasta gruplarinin total testosteron

diizeylerine gore dagilimi

Azoospermik hasta Azoospermik n Ortalama Standart U degeri z p
ve Oligozoospermik hasta ve Sapma
hasta grubu ile Oligozoospermik
total testosteron hasta grubu
diizeyi
Azoospermik 48 3,884 1,619
total testosteron | Hasta Grubu
diizeyl (pg/ml) =G ospermik | 54 | 4,566 1,739
1026.000 | -1,810 .070
Hasta Grubu
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Azoospermik ve oligozoospermik hasta gruplari arasinda total testosteron diizeyleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi, (p >0.05).

46



TARTISMA

Giiniimiizde insan yasamini tehdit eden bir hastalik olarak siniflandirilmayan infertilite

durumu, toplumu, aileyi ve bireyi etkileyen sosyal bir problemin basinda gelmektedir (13).

Erkek faktor iliskili infertilite, infertil ¢iftler arasinda yiiksek dneme sahip bir durumdur.
Diinya Saglik Orgiitiiniin tanimladig1 standart sperm analizindeki sperm kalitesine etki eden
faktorleri anlamak i¢in son zamanlarda ¢ok ¢aba harcanmakta ve goriiniise gore sperm
analizindeki degisiklikler 1k, mevsim hatta gece giindiize gore bile degiskenlik
gosterebilmektedir (24). 3956 infertil ¢iftin degerlendirildigi, 1962-1983 yillar1 arasinda
yapilan bir ¢aligmada, erkeklerin infertilite durumunun yaklasik olarak %40’mda sorumlu
oldugunu belirlenmistir (14). Ciftlerdeki infertilitenin % 25-40’1nin oligozoospermi ve/veya
astenospermi gibi erkek faktoriine bagli oldugu tahmin edilirken, daha giincel yayinlarda
erkek faktorii oraninin %50’lerde oldugu, her 20 erkekten birinin subfertiliteden

etkilenebilecegi vurgulanmaktadir (38).

Gilintimiizde pretestikiiler (hormonal), testikiiler (genetik anomaliler) ve posttestikiiler
(antisperm antikor, obstriiksiyonel) faktorlerin erkek infertilitesi iizerinde etkili oldugu kabul
edilmektedir. Erkek infertilitesine sebep olan genetik nedenler arasinda, sayisal ve yapisal
kromozomal anomaliler, CFTR geni mutasyonlari, hormonal bozukluklara yol acan genetik

sendromlar, Y kromozomu mikrodelesyonlar:i ve mtDNA mutasyonlar1 sayilabilir (5).

Semen siniflandirilmasinda oligozoospermi referans degerinden daha az sperm
konsantrasyonu (<15milyon spermatozoa/mL) , azoospermi santrifiij (standart mikroskobik

incelemede) sonrasinda hi¢ sperm bulunamamasini tanimlamaktadir (9,11,16).
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Spermatogenez ¢ok siki bir gen ekspresyon olaylar1 dizisidir. Y kromozomu ve
otozomal genler, spermatogenezi degisik adimlarda kontrol ederler ve bu genlerin anormal

ekspresyonlari infertiliteye sebep olabilir (39).

Ozellikle siddetli oligozoospermik ve azoospermik hastalarm etyolojisinde genetik

bozukluklarin 6nemli bir yer aldig1 belirtilmistir (14,22).

1998-Haziran ve 2001-Mart tarihleri arasinda yapilmis olan bir aragtirmada, hastaneye
basvuran azoospermik ve ciddi oligozoospermik hastalardan, oligozoospermik hastalarin yas
ortalamasi 29.5 oldugu belirlenmistir (14). Bizim c¢alismamizda da oligozoospermik hasta

grubunun yas ortalamasi ise 31.39+7.0 olarak saptanmustir.

Y kromozom mikrodelesyonlarinin analizi amaci ile azoospermik, oligozoospermik

infetil olgular ve saglikli kontrol grubunun (51 oligozoospermik, 64 azoospermik ve 70

saglikli olgu) dahil edildigi ¢alismada; yas ortalamalarinin sirasiyla, (36,80%5,39),

(40,48*£8,38) ve (35,46+£4,82) oldugu belirlenmistir (40). Bizim c¢alismamizda da
azoospermik hasta grubunun (n=48) yas ortalamasi 31.5445.6 olarak saptandi.

Spermatogenezde basarisizliga genetik yatkinlik icin olas1 aday genlerden birisi de 5,10-

metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) genidir. MTHFR polimorfizmleri nedeniyle
azalmis enzimatik aktivite, infertilite dahil olmak {izere hiperhomosisteinemi ile iliskili olan
pek ¢ok hastalik i¢in bir risk faktorii olarak kabul edilmektedir. Erigkin fare testislerinde
MTHEFR aktivitesinin diger biiyiik organlara gore daha yiiksek saptanmasi, bu enzimin testis

fonksiyonlarinda 6nemli bir rol oynayabilecegini diistindliirmiistiir (41).

DNA ve histon metilasyonu, spermatogenez siirecinde gorevli genlerin ifade edilmesini
(ekspresyonunu) diizenleyen DNA’daki 6nemli bir epigenetik mekanizmadir. Bu genlerin
anormal ekspresyonlar1 hipometilasyon kaynakli olabilir ve bu da MTHFR hasarindan
kaynaklantyor olabilir. MTHFR’nin inaktivasyonu germinal hiicrelerin eksikligine neden
olarak spermatogenezi geciktirir. Literatiirde MTHFR nin spermatogenezdeki roliine dikkat
ceken ve MTHFR geni ekspresyonu eksikliginin erkek infertilitesinin etiyolojisinde dnemli

role sahip oldugunu rapor eden ¢aligmalar mevcuttur (42).

MTHFR polimorfizmlerinin erkek infertilitesindeki rolii iizerine yapilan caligmalarin
sonuclar1 birbirileri ile g¢eligkilidir. Yapilan c¢alismalarin bir kisminda MTHFR geni

polimorfizmleri ile erkek infertilitesi arasinda istatistiksel olarak belirlenmis anlamli bir iliski
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durumu belirlenirken, diger yapilmis calismalarda bu iki parametre arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir iligki saptanamamustir (3).

Hindistan, Italya ve Bati Avrupada yapilan ¢alisma gruplarinda MTHFR polimorfizmi
ve erkek infertilitesi arasindaki iligki analiz edilmis ve MTHFR 677TT genotipinin erkek
infertilitesinde risk faktorii oldugu bildirilmistir. Bezold ve ark.’lar1, bu gruplar arasindan Bati
Avrupa grubunu aragtirmis olup, infertilite i¢in risk faktorii olarak, homozigot MTHFR

677TT nin olabilecegini rapor etmislerdir (33).

Giirkan ve ark.’larmin (2014) Tiirkiye’de Trakya Bdlgesi’nde yasayan nonobstriiktif
azoospermik ve oligozoospermik infertil erkek hastalarda MTHFR ¢.677C>T ve ¢.1298A>C
polimorfizmlerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, oligozoospermik infertil erkek hasta grubunda

MTHEFR ¢.677TT genotipinin risk faktorii olabilecegini rapor etmislerdir (43).

Literatiirde Tiirkiye’de azoospermik ve/veya oligozoospermik infertil erkek hastalarda
MTHFR geni metilasyon diizeylerini arastiran calisma bulunmamaktadir. Calismamizda
azoospermik, oligozoospermik hasta grubu ile kontrol grubu arasinda MTHFR geni promotor
bolgesindeki 3 CpG adaciginin metilasyon diizeyleri arasindaki iligkiyi degerlendirdik.
Calismamizin 6nemli sonuglarindan biri hasta grubu (azoospermik + oligozoospermik) ile
kontrol grubu arasinda MTHFR geni promotor bolgesine 6zgii metilasyon diizeyleri (3 CpG
adaciginin metilasyon diizeyleri toplami) arasinda, istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmis
olmasidir (p<0,05). Calismamizdaki bir diger 6nemli sonug ise azoospermik hasta grubu ile
kontrol grubu arasinda MTHFR geni promotor bdlgesine 6zgii metilasyon diizeyleri arasinda

istatiksel olarak anlamli bir farkin belirlenmis olmasidir (p<0,05).

Khazamipour ve arkadaslarinin ¢alismalarinda nonobstriiktif azoospermik 50 hasta ile
fertil 50 kontrolde periferik ven6z kan DNA’larinda, non obstriiktif azoospermik 32 hasta ve
normal spermatogeneze sahip obstriiktif azoospermik 5 hastanin testis biyopsi DNA’larinda
MTHFR geni promotor bdlgesinin metilasyon diizeylerini arastirmiglardir. Arastirmacilar
periferik kan DNA’larinda hasta ve kontrol grubu arasinda MTHFR promotor bdolgesi
metilasyon profilleri arasinda anlaml bir fark saptamadiklarini, testis biyopsi 0rneklerine ait
DNA’larda non obstriiktif azoospermik erkek hastalarin % 53’iinde MTHFR promotor
bolgesinin hipermetile, obstriiktif azoospermik erkeklerin hi¢birinde MTHFR promotor

bolgesinde hipermetilasyon saptamadiklarini bildirmislerdir (39).
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Bizim c¢alismamizda da azoospermik hasta grubu (n=48) ile saglikli kontrol grubunun
(n=90) MTHFR geni promotor bolgesine 6zgii metilasyon diizeyleri arasinda istatiksel olarak
anlamhi bir fark saptanmistir (p<0,05). Oligozoospermik hasta (n=54) grubu ile kontrol
grubunun MTHFR geni promotor bolgesine 6zgii metilasyon diizeyleri arasinda ise istatiksel

olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05).

Wu ve arkadaslarinin caligmalarinda sperm MTHFR geni promotor bdlgesinin
hipermetilasyonunun nedeni agiklanamayan erkek infertilitesi ile iliskili oldugunu ve MTHFR
promotor gen bolgesinin hipermetilasyonunun hasta grubunda kontrol grubuna gore ii¢ kat

daha fazla oldugunu rapor edilmistir (3).

Rotondo ve ark.’larmin sperm MTHFR geni promotor bolgesi hipermetilasyonu ile
tekrarlayan gebelik kaybi iligkisini aragtirdiklar1 ¢aligmalarinda, RSA etiyolojisinde MTHFR
geni promotor bolgesi hipermetilasyonunun yeni varsayilan risk faktori oldugunu

bildirmisleridir (44).

Testikiiler bag dokusunda artis, Leydig hiicre say1 ve fonksiyonunda azalma, azalan
testikiiler perfiizyon ve azalan sertoli hiicre fonksiyonu, yasla iliskili olarak goriilebilecek
degisiklikler olup spermatogenezi silirecini bozabilir ve FSH ve luteinizan hormon (LH)
artisina neden olabilir. Ancak Hellstrom ve arkadaslarinin ¢alismasinda, serum total
testosteron diizeyleri ile sperm parametreleri arasinda anlamli bir iliski durumu

saptanmamustir (45).

Calismamizda azoospermik (n=48) ve oligozoospermik (n=54) hasta grubunun FSH

diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi (p <0,05).

Soydan ve arkadaglarinin (2003) c¢alismasinda idiyopatik infertil erkek hastalarda
(ciddi oligozoospermisi veya azoospermisi olan) Y kromozomu mikrodelesyonlart ile diger
parametreler arasindaki iligki arastirilmis ve delesyon olan azoospermik hastalarin besinde
serum FSH degerleri normalden yiiksek, serum testosteron degerleri ise normal olarak rapor
edilmistir (14). Calismamizda da azoospermik ve oligozoospermik hasta gruplar1 arasinda
total testosteron seviyelerini arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p
>0.05). Soydan’in ¢alismasinda delesyon durumu saptanmayan azoospermik hastalarin serum

FSH degeri 20.613+ 9.919 (IU/L) iken, delesyon belirlenenlerin ise 13.580+ 1.441 (IU/L)
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olarak belirlenmistir. Delesyon olan ve olmayan azoospermik erkeklerin serum FSH degerleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p=0.813) (14).
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SONUCLAR

Calismaya 102 hasta ve 90 kontrol grubu olarak toplam 192 birey dahil edildi. Hasta
grubuna Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’na 15.06.2012-
15.06.2013 tarihleri arasinda primer infertilite (nedeni aciklanamayan erkek infertilitesi)
sikayeti nedeni ile miiracaat eden hastalardan, birbirileri ile akrabalik iligkisi bulunmayan,
46,XY kromozom yapisina sahip, Y kromozom mikrodelesyonu tagimayan, klinik muayene
ve spermiyogram (Diinya Saglik Orgiitii standartlarina gdre) sonucuna gore non-obstruktif
azoospermik 48 ve oligozoospermik 54 olmak tizere toplam 102 (yiiz iki) infertil erkek hasta
dahil edildi. Kontrol grubuna ise Tibbi Genetik Anabilim Dali laboratuarina HLA doku
tiplemesi amaci ile bagvuran erkek bireylerden son bir yil igerisinde yardimci tireme teknikleri
kullanilmadan en az bir tane saglikli bebek sahibi olan, birbirileri ile akrabalik iligkisi
bulunmayan 90 (doksan) kisi dahil edildi. Hasta ve kontrol grubunda metilentetrahidrofolat
rediiktaz (MTHFR) geni promoter bdlgesi metilasyon diizeyleri belirlendikten sonra
istatistiksel olarak karsilastirildi. Hasta ve kontrol grubunun demografik verileri; say1 (n), %,
¥2 , mean, min, max degerler ve ortalama verilerek aciklanmistir. Calismamizda ayrica hasta
ve kontrol grubu arasinda MTHFR geni tizerinde caligilan bolgeye 6zgii metilasyon diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli farkin belirlenmesi amaciyla, 6érneklem grubu normal
dagilima uygun olmadigindan dolayi, niteliksel Olgekli gozlemleri verilen iki 6rneklemi
karsilagtirmak amaciyla non paremetrik bir test olan Mann-Whitney U kullanilanilarak (n,

mean, std deviation, U Degeri, z ve p) degerlendirilmistir.

Hasta grubu (azoospermik+oligozoospermik) yas ortalamasi 30.00+6.3 (min:19,
max:64), kontrol grubu yas ortalamasi 33.00+5 (yas araligi 24 ile 63) olarak belirlendi.
Azoospermik hasta grubu (n=48) yas ortalamast 31.54+5.6 (min:23, max:51),

oligozoospermik hasta grubu (n=54) yas ortalamasi ise 31.39+£7.0 (min:19, max:64) olarak
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saptandi. Calismaya dahil edilen hasta ve kontrol grubunda kullanilan kitin i¢erigine uygun
olarak MTHFR geni promotor bdlgesinde bisiilfit uygulamasindan sonra sekans dizisinde de
[GGTTATTGAGTTATYGATGGGGGYGAGGATAYGGGT] belirtildigi iizere ii¢c CpG
adaci@inin metilasyon diizeyleri degerlendirildi. MTHFR geni promotor bdlgesine 06zgii
metilasyon diizeyleri incelendiginde, MTHFR geni promotor bdlgesine 6zgii 1. CpG Adacigi,
2. CpG Adacigy, 3. CpG Adacigr ve 3 CpG adaciginin metilasyon diizeyleri toplam ile hasta
grubu (Azoospermik+Oligozoospermik)-kontrol grubu arasinda degerlendirildi. Azoospermik
Hasta grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu belirlendi (p
<0.05). Yine, Azoospermik hasta grubu ile kontrol grubu arasinda ise MTHFR geni promotor
bolgesine 6zgl 2. CpG Adacigl, 3. CpG Adacigi ve 3 CpG adaciginin metilasyon diizeyleri
toplami arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu saptanmaistir (p <0.05).

Calismamizda azoospermik ve oligozoospermik hasta grubunda FSH diizeyleri
degerlendirildi. Azoospermik hasta grubunun FSH diizeyi ortalamasi1 21.22+16.78 (IU/L)
(min:2.00, max:91.70) olarak saptandi. Oligozoospermik hasta grubunun FSH diizeyi
ortalamasi ise 12.30+8.08 (IU/L) (min:2.10, max:39.10) olarak belirlendi. Azoospermik hasta
grubu ile oligozoospermik hasta grubu arasinda FSH diizeyleri karsilagtirildiginda da
istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu saptanmistir (p <0.05).

Calismamizda azoospermik ve oligozoospermik hasta grubunun total testosteron
diizeyleri degerlendirildi. Azoospermik hasta grubunun total testosteron diizeyi ortalamasi
3.88+1.61 pg/ml (min:0.46, max:7.14) olarak belirlendi. Oligozoospermik hasta grubunun
total testosteron diizeyi ortalamasi 4.56£1.73 pg/ml (min:1.90,max:10.69) olarak belirlendi.
Azoospermik ve oligozoospermik hasta gruplari arasinda total testosteron diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p >0.05).

Sonug olarak hasta grubu-kontrol grubu arasinda, MTHFR geni promotor bolgesine
ozgli 1. CpG Adacigi, 2. CpG Adacigl, 3. CpG Adacigi ve 3 CpG adacigmin metilasyon
diizeyleri toplami degerlendirildiginde, azoospermik hasta grubu ile kontrol grubu arasinda
MTHFR geni promotor bdlgesine 6zgii 2. CpG Adacigi, 3. CpG Adacigl ve 3 CpG adaciginin
metilasyon diizeyleri toplami arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmigtir
(p<0.05). Buna ek olarak ¢alismamizda, azoospermik hasta grubu ile oligozoospermik hasta
grubu arasinda FSH diizeyleri karsilastirilmis ve istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanmustir (p <0.05).
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Genetik c¢alisma sonuglar1 arasindaki farkliliklar populasyonlar arasindaki etnik
farkliliklardan, c¢alismalarda kullanilan materyal-metodlar arasindaki farkliliklardan
kaynaklanabilmektedir. Bu baglamda ¢alismamizin sonuclarinin, orneklem sayisinin
arttirtlarak Tiirkiye’de farkli merkezlerde yapilacak yeni calismalar ile destenmesi gerektigi

Ongoriisiindeyiz.
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INFERTIL ERKEK HASTALARDA 5,10 METILENTETRAHIDROFOLAT
REDUKTAZ (MTHFR) GEN METILASYONUNUN ARASTIRILMASI

OZET

Epigenetik, DNA dizisinde bir degisiklik yapilmaksizin DNA ve histon yapisinin
degistirilmesiyle gen ifadesinde elde edilen modifikasyonlardan olusur. Epigenetik islemler
arasinda DNA metilasyonu, ¢evrim sonrasi histon degisimleri ve kromatin sekillenmesi gibi
uygulamalar vardir. CpG diniikleotidleri i¢indeki sitozin artiklarinin metilasyon yapilar1 gen
ifadesine iliskin 6nemli epigenetik bilgiler sunar. Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR)
folat metabolizmasinda, DNA sentezinde ve remetilasyon tepkimelerinde temel diizenleyici
olarak  gbérev  yapan bir enzimdir. MTHFR, 5,10-metiltetrahidrofolat’in  5-

metiltetrahidrofolat’a indirgendigi tepkimeyi katalize eder.

Bu calismada nedeni agiklanamayan erkek infertilitesi ile MTHFR geni metilasyon
diizeyi arasindaki iligkinin arastirilmasi amacglanmistir. Hasta ve kontrol grubunun demografik
verileri; sayt (n), %, %2, mean, min, max degerler ve ortalama verilerek agiklanirken,
MTHFR geni iizerinde c¢alisilan bolgeye 6zgii metilasyon diizeylerinin anlamli diizeyde
farklilasip farklilasmadigini belirlemek amaciyla Mann-Whitney U kullanilmistir (n, mean,

std deviation, U Degeri, z ve p).

Hasta grubu (azoospermik+oligozoospermik) yas ortalamasi 30.00+6.3, kontrol grubu
yas ortalamas1 33.00+5 olarak belirlenirken, Azoospermik hasta grubunun yas ortalamasi
31.54+5.6, oligozoospermik hasta grubunun yas ortalamasi ise 31.39+7.0 olarak saptanmustir.
Calismaya dahil edilen hasta ve kontrol grubunda kullanilan kitin igerigine uygun olarak
MTHFR geni promotor bolgesinde bisiilfit uygulamasindan sonra sekans dizisinde de
[GGTTATTGAGTTATYGATGGGGGYGAGGATAYGGGT] belirtildigi iizere ii¢c CpG
adacigiin metilasyon diizeyleri de degerlendirilmistir. MTHFR geni promotor bolgesine

ozgii 1. CpG Adacigl, 2. CpG Adacigi, 3. CpG Adacigi ve 3 CpG adacigimin metilasyon
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diizeyleri toplami degerlendirildi. Hasta Grubu (Azoospermik+Oligozoospermik) ile kontrol
grubu arasinda ve azoospermik hasta grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptandi (p <0.05). Calismada azoospermik hasta grubu ile oligozoospermik
hasta grubu arasinda total testosteron ve FSH diizeyleri karsilastirilmis olup, FSH diizeyleri
arasinda anlaml bir fark oldugu (p <0.05), total testosteron diizeyleri arasinda ise istatistiksel

olarak anlamli bir fark olmadigi saptand1 (p >0.05).

Anahtar Kelimeler: Azoospermi, oligozoospermi, MTHFR, erkek infertilitesi
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A STUDY OF 5,10-METHYLENETETRAHYDROFOLATE REDUCTASE (MTHFR)
GENE METHYLATION IN INFERTILE MALE PATIENTS

SUMMARY

Epigenetics is characterized with modificiations in gene expressions through changes
in DNA and histone structure without changing DNA lineage. Epigenetic procedures include
DNA methylation, posttranslational modification, and chromatine formation. Methylation
patterns of cytosine residues in CpG dinucleotides provide substantial data about gene
expression. methy-lenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) is a basic regulatory enzyme in
DNA synthesis, remetyhlation reactions, and folate metabolism. MTHFR catalyzes the
reaction which reduces 5,10-methyltetrahydrofolate to 5- methyltetrahydrofolate.

This study was conducted to investigate the correlation between unexplained male
infertility and MTHFR gene methylation levels. The demographic data of the patients and the
control group were analyzed with number (n), %, %2, mean, min, max values and median
values. Mann-Whitney U test was used to determine whether or not MTHFR gene

methylation levels significantly differ (n, mean, std deviation, U values, z and p).

The average age of the patient group (azoospermic+oligozoospermic) was 30.00+6.3
while that of the control group was noted to be 33.00+5. The average age was found to be
31.5445.6 for the former and 31.39+7.0 for the latter. Methylation levels of CpG islands were
also evaluated following bisulfite sequencing
[GGTTATTGAGTTATYGATGGGGGYGAGGATAYGGGT] in MTHFR gene promotor
region in the patient group and the control group zone. The results indicated that there was a
statistically significant difference between the MTHFR gene promotor region methylation

levels of 1. CgG Island, 2. CgG Island, 3. CgG Island and the total meythlation levels of three
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groups in the patient group (Azoospermict+Oligozoospermikc) and the control group
(Azoospermic) (p <0.05). total testosteron and FSH levels were also compared in azoospermic
patient group and oligozoospermic patient group and a significant difference was reported in
relation to FSH levels (p <0.05) while no difference was noted in regard to total testesteron

levels (p >0.05).

Keywords: Azoospermia, oligozoospermia, MTHFR, male infertility
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EK-1
BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

Bir arastirma projesine davet edilmektesiniz. Bu arastirmanin yiiriitiilmesi, Trakya

Universitesi Girisimsel olmayan klinik arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onaylanmustir.

Arastirmaya katilmaya karar vermeden once aragtirmanin neden ve nasil yapilacagini
anlamaniz ¢ok onemlidir.

Aragtirmaya katilim tamamen goniilliiliik ilkesine bagli olup katilmay1 reddetmeniz
herhangi bir cezaya ya da elde edilecek herhangi bir yararin kaybedilmesine kesinlikle yol
acmayacaktir.

Ayni sekilde arastirmaya katilmay1 kabul ettikten sonra da arastirmanin herhangi bir
yerinde hi¢bir neden géstermeksizin herhangi bir zarar ya da elde edilmesi beklenen bir yarar
kaybina yol agmadan arastirmadan ¢ekilebilirsiniz.

Arastirma kapsaminda yapilan islemlerin mali giderleri aragtirmacilar ya da destekleyici
(Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi-TUBAP) tarafindan karsilanacak olup
size ya da sosyal giivenlik kurumunuza hi¢bir mali yiik getirmeyecektir.

Asagidaki bilgileri dikkatlice okuyun ve arastirmaya katilmak isteyip istemediginize
karar vermek i¢in liitfen biraz diisiiniin. A¢ik olmayan bir bolim varsa ya da daha ayrintili
bilgiye ihtiya¢ duyuyorsaniz ya da arastirmaya katilmaya goniillii oluktan sonra soracaginiz
sorular varsa 0-533-2188005 numarali cep telefonundan Yrd. Dog. Dr. Hakan GURKAN’a
bagvurabilirsiniz.

1. Arastirmayla Ilgili Bilgiler:
a.Arastirmanin bilimsel adi: Infertil Erkek Hastalarda 5,10 Metilentetrahidrofolat Rediiktaz
(MTHFR) Gen Metilasyonunun Arastirilmasi
b.Arastirmanin anlasilabilir basit adi: Nedeni aciklanamayan erkek kisirhiginin genetik
olarak aragtirilmasi.
c.Sorumlu Arastirmacinin adi ve gérev yeri: Yrd. Dog. Dr. Hakan GURKAN, Trakya Univ.
Tip Fak. Tibbi Genetik A.D. Balkan Yerleskesi 22030 EDIRNE
Arastirmanin icerigi: Nedeni aciklanamamis, mililitredeki sperm sayisi 15 milyonun altinda
ve/veya hi¢ spermi olmayan bebek sahibi olamayan (kisir) erkek hastalarda
Metilentetrahidrofolat Rediiktaz (MTHFR) geni ifade diizeylerinin sperm {iretimi iizerine etkisi

aragtirilacaktir.



d.Arastirmanin amaci: Arastirmada nedeni acgiklanamayan erkek kisirlig
[tikayic1 olmayan ve mililitredeki sperm sayist 15 milyonun altinda ve/veya hig

spermi olmayan] ile DNA yapimini ve yapisint diizenleyen metilentetrahidrofolat rediiktaz

(MTHFR) enzimi geni ifade farkliliklari iligkisinin arastirilmast amaglanmaistir.
e.Arastirmanin niteligi (Klinik, Laboratuvar, Epidemiyolojik - Tez ¢calismasi
vb....): Yiiksek Lisans Tez ¢alismasi

f.Arastirmanin baslama tarihi ve éngoriilen siiresi: 01.09.2012. Ongériilen
stre 12 ay

g.Arastirmaya katilmasi1 beklenen goniillii sayisi: 100 (yiiz) goniillii dahil edilmesi
planlanmaktadir. Bunlarin 100 (yiiz)’linlin hasta grubu, 100 (yiiz)’linlin Tibbi Genetik
laboratuaria farkli genetik analizler i¢in bagvuran erkek bireylerden son bir yil igerisinde
yardime1 tireme teknikleri kullanilmadan saglikli bebek sahibi olanlar tarafindan olusturulmasi

planlanmaktadir.
i. Katimcinin arastirmaya dahil edilme nedeni:

-Nedeni aciklanamamis erkek kisirligi birden fazla genetik nedene baglhdir. Bu ¢alismada
katilimcilar (hasta grubuna dahil olanlar) bugiine kadar kendilerindeki nedeni agiklanamamis
olan sperm sayis1 diigiikliiglinlin veya sperm yoklugunun olas1 nedeninin arastirilmasina katki

saglayacaklardir.

-Arastirmada uygulanacak yontemler: Hasta grubuna nedeni agiklanamamis erkek kisirligi
(bebek sahibi olamayan) nedeni ile Tibbi Genetik A.D. poliklinigine sitogenetik analiz ve/veya
Y kromozom mikrodelesyon analizi amaci ile miiracaat eden hastalar icerisinden: mililitredeki
sperm sayist 15 milyonun altinda ve/veya hi¢ spermi olmayan hastalar dahil edilecektir. Bu
hastalardan sitogenetik analiz ve/veya Y kromozom mikrodelesyon analizi amaci ile EDTA’l1
tiipe alimacak olan 5 cc periferik venoz kandan 200 mikrolitre alinarak genomik DNA
ayristirilacaktir. Genomik DNA’dan metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) enzimi geni
birinci kodlayict bolgeden oOnce yer alan bolgedeki (promotor bdlge) metillenme

durumlari/diizeyleri belirlenecektir.

-Kontrol grubuna Tibbi Genetik laboratuarina HLA doku tiplemesi analizi i¢in bagvuran erkek
bireylerden son bir yil igerisinde yardime1 tireme teknikleri kullanilmadan saglikli bebek sahibi
olanlar dahil edilecektir. Bu bireylerden HLA doku tiplemesi analizi i¢in EDTA’11 tiipe alinmig
olan 5 cc periferik vendz kandan 200 mikrolitre alinarak genomik DNA ayristirilacaktir

Genomik DNA’dan metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) enzimi geni birinci kodlayict



bolgeden oOnce yer alan bolgedeki (promotor bodlge) metillenme durumlari/diizeyleri
belirlenecektir. Hasta ve kontrol grubunda metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) enzimi
geni metillenme durumlari/diizeyleri karsilastirilarak olasi farkliliklar belirlendikten sonra

istatistiksel analiz yapilacaktir.
2.Uygulama Sirasinda Karsilasabileceginiz Riskler ve Rahatsizhiklar:

Hasta ve kontrol grubuna dahil olan kisilerde periferik venoz kan alinirken enjektor ignesinin
battig1 noktada duyulabilecek olan agri hissi, kan alinan bolgedeki doku hassasiyetine bagl
olarak gelisebilecek morarma olas1 risklerdir. Goniillillere olast morarma gelisimini en aza

indirgemek i¢in kan alinan bolgeye pamukla tampon uygulamasi (en az 5 dakika) onerilecektir.
3.Goniillii icin Arastirmadan Beklenen Yarar:

-Calisma sonucunda MTHFR geni metilasyon durumlari/diizeyleri ile nedeni agiklanamayan
erkek kisirlig1 (bebek sahibi olamayan) arasinda anlaml bir iligki saptanmasi durumunda erkek

kisirliginin bilinmeyen bir nedeni agiklanmis olacaktir.

-Saglikli goniilliiler bilimsel ¢caligmaya ve evrensel bilime katki saglamis olacaklardir.
4.Arastirmaya Secenek Olan Diger Girisimler: Yok.

5.Zararlarin Tazmini ve Arastirma Konusundaki Diger Sorularin Cevaplandirilmasi:

a.Arastirmanin yiriitilmesi sirasinda olasi yan etkiler, riskler ve zararlar ile bir hasta olarak
haklar1 konusunda bilgi almak i¢in baglant1 kurulacak kisinin adi-soyadi, iinvani, gérev yeri ve
telefon numarasi. Hakan GURKAN, Yrd. Dog. Dr., Trakya Univ. Tip Fak. Tibbi Genetik A.D.
22030 EDIRNE, 0-284-2357642-1442/1449, 0-533-2188005

6.Arastirma Giderleri ve Biitgesi: 10.000,00 TL

7.Goniilliiliikk, Cahsmayr Reddetme ve Cahismadan Cekilme Hakki, Cahsmadan

Cikarilma: Var

8.Kimlik bilgilerinin ve elde edilen verilerin gizliligi nasil saglanacak? Kimlik bilgileri ve
elde edilen veriler bilgisayar ortaminda depolanarak ve sifre ile korunacaktir.

9.Arastirma sonunda goniilliilere bilgi verilecek mi? Evet verilecek



GONULLUNUN CALISMAYA KATILMA ONAYI

Yukarida acik¢a tanimlanan ¢alismanin ne amacla, kimler tarafindan ve nasil gerceklestirilecegi

anlayabilecegim bir ifade ile bana anlatildu.

Bu arastirmadan elde edilen bilgilerin bana ve bagka insanlara saglayacagi yararlar bana

anlatildi.

Arastirma sirasinda meydana gelebilecek riskler ve rahatsizliklar bana anlayabilecegim bir dille

anlatildu.
Arastirma sirasinda olusabilecek zarar durumunda gergeklestirilecek islemler bana anlatildi.

Aragtirmanin yiirlitiilmesi sirasinda olas1 yan etkiler, riskler ve zararlar ve haklarim konusunda

24 saat bilgi alabilecegim bir yetkilinin ad1 ve telefonu bana verildi.

Arastirma kapsamindaki biitiin muayene, tetkik ve testler ile tibbi bakim hizmetleri i¢in benden
ya da bagh bulundugum sosyal giivenlik kurulusundan higbir iicret istenmeyecegi bana

anlatildi.
Arastirmaya higbir baski ve zorlama altinda olmaksizin goniillii olarak katiliyorum.
Arastirmaya katilmay1 reddetme hakkina sahip oldugum bana bildirildi.

Sorumlu aragtirmaci / hekime haber vermek kaydiyla, hi¢bir gerekce gostermeksizin istedigim

anda bu ¢alismadan gekilebilecegimin bilincindeyim.

Bu caligsmaya katilmay1 reddetmem ya da sonradan ¢ekilmem halinde hi¢bir sorumluluk altina
girmedigimi ve bu durumun simdi ya da gelecekte gereksinim duydugum tibbi bakimi higbir

bicimde etkilemeyecegini biliyorum.

Calismanin yiiriitiicisii olan arastirmact / hekim ya da destekleyen kurulus, c¢alisma
programinin gereklerini yerine getirmedeki ihmalim nedeniyle, benim onayimi almadan beni

calisma kapsamindan ¢ikarabilir.

Calismanin sonuglar1 bilimsel toplantilar ya da yayinlarda sunulabilir. Ancak, bu tiir

durumlarda kimligim kesin olarak gizli tutulacaktir.

Yukarida yer alan ve aragtirmadan 6nce goniilliiye verilmesi gereken bilgileri gosteren Goniillii

Bilgilendirme Formu adli metni kendi anadilimde okudum.

Bu bilgilerin igerigi ve anlami, yazili ve sozlii olarak aciklandi.



Aklima gelen biitiin sorular1 sorma olanagi tanind1 ve sorularima doyurucu cevaplar aldim.

Bu kosullarla, s6z konusu arastirmaya hicbir baski ve zorlama olmaksizin goniillii olarak

katilmay1 kabul ediyorum.

Bu metnin imzal bir kopyasini aldim.
Goniilliiniin; (El yazisi ile)

Adi- Soyadi:

Imzasu:

Adresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):

Velayet ya da vesayet altinda bulunanlar icin; (El yazisi ile)
Veli ya da Vasinin Adi- Soyadi:
Imzasi:

Adresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):

Aciklamalar: Yapan Arastirmacnin Adi- Soyadi: (El yazist ile)
Imzasu:

Tarih:



ETiK KURUL FORMU




EK-3

T.C.
TRAKYA UNIVERISTESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
YUKSEK LiSANS/DOKTORA TEZ CALISMASI
ORIJINALLIK RAPORU

Ogrencinin Adi Soyadi:  Fatrily Didigen

Numaras:: 1043141510\

Anabilim Dal:  T\bbi Riasta))

Programu: @ Yiiksek Lisans O Doktora
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Trakya Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Miidiirliigiine

Yukarida agik adi bulunan tezimin “Kapak Sayfasi, Giris ve Amag, Genel Bilgiler, Bulgular, Tartisma,
Sciuglar, Ozet ve Summary” bélimlerinden olusan toplam ....67... sayfalik kismma iliskin
A2 /.82 /.2016. .. Tarihinde tez danismanim tarafindan furnitin adli intihal tespit programindan
asagida belirtilen filtrelemeler uygulanmis olan orijinallik raporuna gore tezimin benzerlik oram % 2L
olarak belirlenmistir.

Uygulanan filtrelemeler:

1-Kabul ve Onay Sayfasi hari¢ 6-Kaynaklar harig
2-Tesekkdir hari¢ 7-Sekiller Listesi harig
3-Igindekiler harig 8-Ozgeemis harig
4-Simge ve Kisaltmalar harig 9-Ekler harig

5-Gere¢ ve Yontemler Harig
Trakya Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tez ¢alismasi Orijinallik Raporu Uygulama Esaslarin inceledim
ve bu uygulama esaslarinda belirtilen maksimum benzerlik oranlarina gore tez ¢alismamin herhangi bir intihal
icermedigini, aksinin ispat edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii sorumlulugu kabul ettigimi ve
yukarida vermis oldugum bilgilerin dogrulugunu beyan ederim. 24./02/201 .6
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