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OZET

IDIYOPATIK ERKEK INFERTILITESINDE XRCCI VE ERCC2 GENLERI
PROMOTOR METILASYONLARI iLE SPERM DNA FRAGMANTASYONU
ARASINDAKI ILISKININ ARASTIRILMASI

Amac: Idiyopatik infertilite olgularinda baz ve niikleotit kesip ¢ikarma onariminda rol
oynayan XRCC! ve ERCC2 genlerinin promotor metilasyonu ile sperm DNA
fragmantasyonu (SDF) ve kromatin kondensasyonu arasindaki iliskinin belirlenmesi
amagclandi.

Materyal ve Metot: Oligoastenoteratozoospermi (OAT) tanist konulmus 77 infertil
hasta ile 19 normospermik, 27 fertil ve 5 fertilitesi kanitlanmis erkek bu ¢alismada yer
almistir. XRCC1 ve ERCC?2 genlerinin metilasyon analizi Methyligt, SDF TUNEL ve
sperm ¢ekirdeginin kromatin kondensasyonu ise anilin mavisi ile boyama yontemi ile
analiz edilmistir. XRCCI ve ERCC2 genlerinin metilasyonu, SDF ve kromatin
kondensasyon durumu ile kiyaslandi ve sonrasinda ¢alismada yer alan bireylerin semen
analizi sonuglariyla iliskilendirildi.

Bulgular: Caligmamizda XRCCI ve ERCC?2 genlerinin metilasyonlar1 ile SDF arasinda
istatiksel olarak anlaml bir iliski bulunamadi. XRCC!I metilasyonu ile sperm kromatin
kondensasyonu arasinda negatif bir korelasyon oldugu belirlendi (p<0,0125). OAT I
infertil erkekler normospermik/fertil/fertilitesi kanitlanmig bireylerle
karsilastirildiginda; XRCCI metilasyonu, SDF ve sperm kromatin kondensasyon
bozukluklarinin infertil erkeklerde daha yiiksek oldugu bulunmustur (sirasiyla p=0,005;
p=0,0011; p<0,0001). Esik degeri %7,92 olarak belirlenen SDF’nin sperm kromatin
kondensasyonu ve temel semen parametreleri lizerinde istatiksel olarak anlamli bir
etkiye sahip oldugu goriilmektedir.

Sonu¢: XRCC!I geninin promotor metilasyonu spermin genomik biitiinliigiinde ve
idiyopatik infertilitede rol oynayabilir.

Anahtar Kelimeler: XRCC/; ERCC2; infertilite; DNA fargmantasyonu; sperm

Ash METIN MAHMUTOGLU, Doktora Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi — Samsun, Aralik-2019
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF RELATIONSHIP BETWEEN PROMOTOR
METHYLATION OF XRCC1 AND ERCC2 GENES AND SPERM DNA
FRAGMENTATION IN IDIOPATHIC MALE INFERTILITY

Aim: In this study, we aimed to determine the association among promoter methylation
of XRCC1I and ERCC?2 genes which are involved in base and nucleotide excision repair,
sperm DNA fragmentation (SDF) and chromatin condensation in base and nucleotide
excision repair in idiopathic infertility cases.

Material and Method: Seventy-seven infertile men with oligoasthenoteratozoospermia
(OAT) and 19 normozoospermic, 27 fertile and 5 proven fertile men were involved in
this study. The methylation status of XRCCI and ERCC2 gene was analyzed by
Methylight method, SDF was determined by TUNEL assay and the sperm chromatin
condensation was evaluated by aniline blue staining.

Results: In this study, we did not find a statistically significant association between the
methylation of XRCC/ and ERCC2 and SDF. A negative correlation was determined
between XRCC!I methylation and sperm chromatin condensation (p<0.0125). XRCCI
methylation, SDF and sperm chromatin condensation are found to be higher in men with
OAT than normozoospermic/fertile/proven fertile men (p=0.005; p=0.0011; p<0.0001,
respectively). SDF with a threshold value of 7.92% as a statistically significant effect on
sperm chromatin condensation and classical semen parameters.

Conclusion: The promotor methylation of XRCC1 gene may have a role in the genomic
integrity of spermatozoa and idiopathic male infertility.

Keywords: XRCC1; ERCC2; infertility; DNA fragmentation; spermatozoa

Ash METIN MAHMUTOGLU, PhD Thesis
Ondokuz Mayis University — Samsun, December-2019
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1. GIRIS

Infertilite, en az 1 yil korunmasiz ve diizenli cinsel iliskiye ragmen ciftlerin
basarili bir gebelik elde edemedigi lireme problemidir (Gunes ve Mahmutoglu, 2019).
Genel populasyonun %7’sini etkileyen (Krausz ve ark., 2018) bu iireme sorununun
yarisindan erkekler sorumludur (Trost ve ark., 2014). Infertilite farkli nedenlerden
dolay1 ortaya ¢ikabilir. Bu nedenler arasinda konjenital anomaliler, genetik faktorler,
endokrin disfonksiyonu, inflamatuvar hastaliklar, genital sistem obstriiksiyonu,
gametogenez fonksiyon bozukluklar1 ve ereksiyon ya da ejekulasyon problemleri yer
alir (Kuang, 2011, Okutman ve ark., 2018).

Erkek infertilite vakalarinin yaklasik olarak %15’inden kromozomal
anomaliler, Y-kromozomu mikrodelesyonlari, X-baglantili mutasyonlar ve otozomal
gen mutasyonlart gibi bilinen genetik nedenler sorumludur (Flannigan ve Schlegel,
2017). infertil erkeklerin ~%30’unu olusturan idiyopatik infertilite vakalarinda ise
sorunun genellikle genetik ya da epigenetik bir kdkenden geldigi diisiiniilmektedir
(Bracke ve ark., 2018, Neto ve ark., 2016a).

Spermatogenez iireme i¢in olduk¢a Onemli olan kompleks ve dinamik bir
hiicresel farklilasma siirecidir (Hermann ve ark., 2018). Bu siire¢ germ ve somatik
hiicreler arasinda giiclii bir etkilesim gerektirir (Cannarella ve ark., 2019b). Mitotik
cogalma (proliferasyon) evresi, mayoz boliinmeleri iceren spermatositogenez evresi ve
farklilasmanin gergeklestigi spermiyogenez evresinden olusan spermatogenez silirecinin
tamamlanmastyla olgun sperm hiicreleri meydana gelir (Sharma ve Agarwal, 2011b).

Spermatogenez sirasinda meydana gelen kromatin yeniden sekillenme
stireciyle (protaminasyon) sperm hiicreleri kendilerine 6zgli kromatin yapisina sahip
olur (Hao ve ark., 2019). Protaminasyon siireciyle sperm DNA’sinin biiylik boliimii
protaminlerle paketlenir. Spermin kendine 6zgii bu kromatin yapisi spermin hareketini
kolaylastirir ve disi lireme kanalindaki olumsuz cevreden korunmaya yardim eder
(Gannon ve ark., 2014). Kromatin kondensasyonundaki anomaliler, sperm DNA
fragmantasyonu, diisiik semen kalitesi, anormal epigenetik modifikasyonlar ve ¢esitli
infertilite fenotipleri ile iliskilendirilmektedir (Muratori ve De Geyter, 2018).

Spermatozoalarin kromatin yapist disinda epigenomlart da kendilerine
Ozgudiir. Olgun spermatozoanin niikleusu diger memeli somatik hiicre tipleri ve

hatlarina kiyasla daha az metiledir. Metilasyon ile gen transkripsyonunun diizenlenmesi



genlerin diizenleyici bolgelerindeki sitozin fosfat guanin (CpG) yerlerinin metilasyonu
aracilifiyla ve/veya histon kuyruklarinin modifikasyonu ile yapilabilir (Gannon ve ark.,
2014). Sperm epigenomundaki anomaliler embriyogenez iizerinde olumsuz etkiler
olusturabilir ve bir nesilden digerine aktarilabilme 6zelligine sahiptir (Muratori ve De
Geyter, 2018). Spermatogenez bozukluklar: ile erkek germ hiicre hattindaki epigenetik
yeniden diizenlenmelerin iligkili oldugu bildirilmektedir. Spermatogenezin epigenetik
diizenlenmesindeki herhangi bir bozukluk erkek infertilitesine neden olabilir (Sharma
ve ark., 2019).

Spermatogenez bozukluklar1 dolayisiyla da infertilite germ hiicrelerinde
hasarin artmasi sonucu meydana gelebilir. DNA onarim mekanizmasindaki eksiklikler
ya da sorunlar germ hiicrelerinde hasar artisina sebep olur. DNA onariminin dogru ve
etkin bir sekilde gerceklesmesi gelisen germ hiicrelerin kalitesi ve genomik biitlinliigii
icin 6nemlidir (Singh ve ark., 2019¢). Sperm DNA hasarlar1 tek ve c¢ift zincirler
arasindaki ¢apraz baglar ve kiriklar, baz icermeyen bolgeler ve baz modifikasyonlari ile
karakterize edilir. DNA hasarlarin1 gidermek ve genomik biitiinliigli siirdiirmek igin
cesitli onarim mekanizmalar1 spermatogenez siirecinde gorev yapar. Baz ve niikleotit
kesip ¢ikarma onarimi, yanlis eslesme onarimi, ¢ift zincir kirik onarimi ve homolog
olmayan ug birlestirme mekanizmalar1 bu onarim yolaklar1 arasinda yer alir (Sharma ve
Agarwal, 2018, Garcia-Rodriguez ve ark., 2019).

Baz kesip ¢ikarma onarimi (BER) oksidasyon, metilasyon, deaminasyon ve baz
kayiplar1 gibi DNA’nin sarmal yapisinda herhangi bir degisiklige neden olmayan
modifikasyonlar1 gidermekle gorevli onarim mekanizmasidir (Olsen ve ark., 2005).
BER yolaginin insanlarin germ hiicrelerinde oldukc¢a etkili bir yolak oldugu
bildirilmistir (Olsen ve ark., 2001).

X-151m1 ¢apraz tamamlayici protein 1 (X-Ray Repair Cross Complementing 1,
XRCCI) geni tarafindan kodlanan XRCCI1 proteini BER yolaginda rol alan bir
proteindir (Caldecott, 2019). XRCC1 proteini farkli etkilesim bdolgeleri aracilifiyla
onarim yolaginda gorevli diger proteinleri bir arada tutarak hem iskele proteini olarak
gorev yapar hem de DNA substratlarinin bir enzimden diger enzime gecisini optimize
ederek onarimi hizlandirir (Nazarkina ve ark., 2007). Fare ve insanlarin testislerindeki
XRCCI1 ekspresyonunun yiiksek oldugu bildirilmistir (El-Domyati ve ark., 2010, Walter

ve ark., 1994). XRCC1'in normal eriskinin testisi ve infertil erkegin testisi arasinda



farkli ekspresyon ozelligi gosterdigi de bilinmektedir. XRCC!I genindeki tek niikleotit
polimorfizleri ile erkek faktor infertilitesi ve DNA onarim etkinligindeki degisiklikler
arasinda bir korelasyon oldugu onerilmistir (Zheng ve ark., 2012).

DNA’nin sarmal yapisini bozan lezyonlarin giderilmesinden sorumlu olan yolak
niikleotit kesip ¢ikarma onarim (NER) yolagidir (Kusakabe ve ark., 2019). NER yolagi
UV tarafindan indiiklenen biiyilk DNA eklentileri (Kokic ve ark., 2019) ve c¢esitli
cevresel karsinojenler nedeniyle olusan baz eklentileri gibi DNA lezyonlarini taniyarak
onlar1 uzaklastirir (Ferri ve ark., 2019, Kobaisi ve ark., 2019). NER onarim yolaginda
hasarin taninmasi, dogrulanmasi, hasar i¢eren niikleotit dizisinin uzaklastirilmasi ve
olusan boslugun doldurulmasi gibi farkli asamalarda gorev yapan ¢ok sayida protein yer
alir (Ferri ve ark., 2019, Sancar ve ark., 2004). Bu proteinlerden biri de ayn1 isimli gen
tarafindan kodlanan Xeroderma pigmentosum tamamlayic1 grup D/eksizyon onarimi
capraz-tamamlayict  rodent onarim  eksikligi, komplemantasyon grup 2
(XPD/ERCC2)’dir. ERCC2 proteini hasarin bulunmasi ve dogrulanmasindan
sorumludur (Vashisht ve Wohlschlegel, 2019). Haploid genomun 3x10° bazdan
olustugu diisliniildiigiinde genomda bir lezyonun yerinin tam olarak bulunabilmesi
hiicre i¢in olduk¢a Onemlidir. Bu gérev DNA onarim yolaklarinda bircok adimda
ve/veya ¢ok sayida protein tarafindan gerceklestirilir. Transkripsyon faktori II H
(TFIIH) ile etkilesim igerisinde gorev yapan ERCC2, NER onarim yolaginda bu gorevi
yerine getiren esas proteindir (Sugasawa, 2016). Testisteki ekspresyonu yiiksek olan
ERCC2 geninin baz1 polimorfizleri erkek infertilitesi ile iligkilendirilmektedir (Gu ve
ark., 2007, Singh ve ark., 2019a).

DNA fragmantasyonlu spermler ile fragmantasyon igermeyen spermlerin
yumurtay1 ayni etkinlikte dolleyebildigi bilinmektedir. Ancak, DNA fragmantasyonu ile
zigotun erken bolinmesi ve morfolojik anomaliler arasinda bir iliski oldugu
bildirilmistir (Tesarik ve ark., 2004). Sperm DNA fragmantasyonunun (SDF) dogustan
sakatliga da neden olabilecegi tahmin edilmektedir (Esteves ve ark.,, 2018). Sperm
DNA fragmantasyon testlerinin rutin analizlerde kullanimi bazi androloji uzmanlari
tarafindan Onerilirken bazilar1 standart bir DNA fragmantasyon analiz yOntemi
olmamasi, farkli esik degerlerine sahip SDF testlerinin varligi, sperm DNA hasarinin
oositte belli oranda onariliyor olmasi, test licreti ve farkli laboratuvarlar arasinda

cesitlilik olmasi gibi nedenlerden dolay1 karsi ¢ikmaktadir (Majzoub ve ark., 2017,



Gunes ve Sertyel, 2018). Semen analizi rutin fertilite degerlendirmelerinin temel tasi
olmasia ragmen, tek basma erkek fertilitesini degerlendirmekte yetersiz kalmaktadir
(Oehninger ve Ombelet, 2019). Bu nedenle bazi arastirmacilar erkek infertilitesinin
genetik nedenleri ve bireylerin iireme kapasitesi hakkinda daha fazla bilgi verebilecek
ilave testlerin kullanimini arastirmaya baslamislardir (Cheung ve ark., 2019).

SDF ¢esitli nedenler sonucu meydana gelebilir. BER gibi onarim
mekanizmalarinin gorevlerini tam olarak yerine getirememesinden dolay1 olusabilecegi
gibi, protaminasyon silirecinde topoizomerazlar tarafindan olusturulan gecici ¢entiklerin
onarilmamasi, oksidatif stres, 1s1, radyasyon ve ilaglar gibi c¢ok c¢esitli etkenler
sonucunda da meydana gelebilir (Simon ve ark., 2019, Aitken ve De Iuliis, 2010,
Caldecott, 2003).

Idiyopatik infertilite olgularinda BER ve NER mekanizmalarinda rol oynayan
ve testis dokularinda yliksek diizeyde eksprese edilen XRCC/ ve ERCC?2 genlerinin
promotor bdlgelerindeki metilasyon durumu ve SDF arasindaki iligkinin
degerlendirilmesi yapilan tez caligmasinin birincil amacii olusturmaktadir. Ayrica,
idiyopatik infertilite olgularinda hastaligin etyolojisinde rol oynayabilecek yeni hedef
genler belirlenmeye ¢alisilmis ve bu genlerdeki metilasyon degisikleri ile sperm DNA
fragmantasyonu, sperm kromatin biitiinliigii ve temel semen parametreleri arasindaki

olast iligkinin arastirilmasi da amaglanmastir.



2. GENEL BIiLGIiLER

Ureme ¢agindaki ¢iftlerin %14-15'inde infertilite problemi goriiliir ve erkek
faktoriin bu orana katkis1 ~%50°dir. Erkek infertilitesinin degerlendirilmesinde
cogunlukla basvurulan ilk yontem semen analizidir. Semen analizi seminifer tiibiil,
epididimis ve yardimci cinsiyet bezlerinin fonksiyonel durumu hakkinda bilgi verir.
Ancak, klasik semen analizi ile erkek gametinin dolleme kapasitesi ya da fonksiyonu
nadiren tahmin edebilirken, yardimci lireme yontemlerinin sonuglarini tahmin etmek
neredeyse imkansizdir. Ozellikle hem kadin hem de erkek faktdriiniin rol oynadig
aciklanamayanan infertilite vakalarinda semen analizinin de dahil oldugu tiim standart
test sonuglar1 normaldir. Bundan dolay1 bazi arastirmacilar erkek infertilitesinin genetik
nedenlerini ve bireylerin lireme kapasitesi hakkinda daha fazla bilgi verebilecek ilave

testlerin kullanimini arastirmaktadir (Cheung ve ark., 2019, Esteves, 2014).

2.1. Erkek Infertilitesinin Genetik Nedenleri

Erkek infertilitesi birgok faktoriin etkili oldugu patolojik bir durumdur. Erkek
infertilitesinin genetik 6zellikleri, testisin histolojik fenotiplerinin ve semenin oldukga
heterojen olmasi ve spermatogenez siirecinde 2000°den fazla genin gorev almasindan
dolay1 olduk¢a karmasiktir (Krausz ve Riera-Escamilla, 2018). Genetik faktorler erkek
infertilite vakalarinin ~%15’inden (Cannarella ve ark., 2019a) ciddi oligospermik ve
azospermik olgularin ise ~%25’inden sorumludur (Krausz ve ark., 2018). Erkeklerde
infertiliteye neden olan baglica genetik faktorler:  kromozomal anomaliler, Y-

kromozomu mikrodelesyonlar1 ve gen mutasyonlaridir (Neto ve ark., 2016a).

2.1.1. Kromozomal Anomaliler

Erkeklerde infertilite sebeplerinin %5’ini kromozomal anomaliler olusturur.
Infertil erkeklerin spermatogenez bozuklugunun siddetine baglh olarak daha yiiksek
kromozomal anomali insidansina (%2-15) sahip oldugu bildirilmektedir (O'Brien ve
ark., 2010). Azospermik erkeklerdeki kromozomal anomali prevelans1 %14,4’tiir. Bu
oran hipergonadotropik erkekler (%20,2; %95CI %17,8-22,7) normogonadotropik
bireylerle (%4,9; %95CI %3,2-6,6; p<0,001) kiyaslandiginda daha da yiiksek
bulunmustur (Donker ve ark., 2017). Kromozomal anomaliler yapisal ve sayisal
kromozom anomalileri olmak iizere iki ¢esittir. Translokasyon, inversiyon ve insersiyon

yapisal kromozom anomalileri iken Oploidi ve andploidiler ise sayisal kromozom



anomalileridir (Nussbaum ve ark., 2015). Cinsiyet kromozom andploidisi,
translokasyon ve inversiyon gibi kromozomal anomalilerin infertiliteye neden oldugu

bilinmektedir. (Neto ve ark., 2016a).

Klinefelter Sendromu (47,XXY)

Erkeklerde siklig1 ~1/660 olan Klinefelter sendromu (KS) en yaygin cinsiyet
kromozom anomalisi ve azosperminin (06zellikle non-obstriiktif azospermi) en yaygin
genetik sebebidir. Azospermik erkeklerin %11’inde KS goriiliir (Aksglaede ve Juul,
2013). Klinefelter sendromlu erkeklerde 1 ya da daha fazla X kromozomu bulunur
(Davis ve ark., 2015). KS’li erkeklerin ~90’inda 47,XXY karyotipi gozlenirken
48, XXXY, 49 XXXXY ve c¢esitli mozaisizmler (6rnegin 46,XY/47,XXY) de
gortlebilen karyotipler arasinda yer alir (O'Donovan ve Vollm, 2018). KS’li erkeklerin
neredeyse tamaminda hipergonadotropik hipogonodizm ve infertilite (%99) goriilmekle
birlikte atrofik testis ve jinekomasti de yaygin goriilen fenotipik 6zellikler arasindadir.
KS’li erkeklerde goriilen bu fenotipik heterojeniteye genetik, epigenetik ve ¢evresel
faktorlerin katkida bulundugu bildirilmektedir (Davis ve ark., 2015, Hotaling, 2014,
Herlihy ve McLachlan, 2015). X-kromozomuyla iliskili kopya sayis1 varyasyonlarinin
(0zellikle duplikasyonlarin) KS’de gozlenen fenotipik cesitlilige katki yapabilecegi
bildirilmektedir (Rocca ve ark., 2016). 47,XXY ve 46,XY/47,XXY karyotipine sahip
olan erkeklerin sperm niikleuslarindaki cinsiyet kromozomu andploidilerinin fertil ve
normal karyotipe sahip olan infertil erkeklerinkiyle karsilastirildigi bir ¢alismada; XX
ve XY disomik, XY hiperhaploid ve diploid spermatozoa siklig1 47,XXY karyotipine
sahip olan bireyde kontrollere gore anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur.
46,XY/47,XXY karyotipine sahip olan birey kontrollerle kiyaslandiginda ise YY
dizomisi disinda benzer sonug elde edilmistir. 47, XXY ve 46,XY/47,XXY arasinda XX
dizomisi hari¢ diger cinsiyet kromozom andploidileri agisindan anlamli bir farklilik
gozlenmedigi belirtilmistir. XX dizomik sperm niikleusunun 47,XXY karyotipli bireyde
46,XY/47,XXY mozaik karyotipine sahip olan bireye gore daha yiiksek oldugu
bulunmustur. Oligospermili KS hastalarin ¢ocuklarinin cinsiyet ve otozom andploidileri

acisindan artmis riske sahip oldugu bildirilmistir (Rives ve ark., 2000).

Diger Cinsiyet Kromozom Anéploidileri

47,XYY, her 1000 canli dogumda bir goriilen ikinci en sik cinsiyet kromozom



anoploidisidir. 47, XYY sendromundaki extra Y kromozomu mayoz II sirasindaki
ayrilmamadan kaynaklanir. 47,XYY erkekler fenotipik olarak normal goriinmekle
birlikte uzun boy, klinodaktili, hipertelorizm, zihinsel bozukluk, agresif davranislar ve
infertilite ile karakterize edilirler. Spermatogenez bozuklugu gdosteren, XYY erkekler
yiiksek folikiil stimiile edici hormon seviyesine sahiptir ve sperm analizleri sonucu bu
erkeklerde azospermi ya da ciddi oligospermi goriildiigii bildirilmektedir. 47, XYY
sendromlu erkeklerin semenlerinde kromozomal olarak anormal spermatozoa (6zellikle
cinsiyet kromozom dizomileri) insidansi yiiksektir (Neto ve ark., 2016a).

46,XX testikiiler cinsiyet gelisim bozuklugu (DSD) 20000°de 1 goriilen nadir
bir cinsiyet kromozom anomalisidir (Berglund ve ark., 2017). Y-kromozomunun kisa
kolu iizerinde bulunan sex-determining region Y (SRY) geni ile iligkilendirilen bu
sendromda goriilen en yaygin klinik 6zellikler jinekomasti, ergenligin gecikmesi ve
infertilitedir. 46,XX testikiiler DSD’ye sahip olan bireylerin %80-90'ninda hastaligin
nedeni SRY geninin X kromozomu ya da otozomal kromozomlardan birine
translokasyonudur (Hotaling, 2014, Gunes ve ark., 2016).

45,X/46,XY mosaisizmi genis fenotip spektrumuna sahip olan ve nadir goriilen
bir sendromdur. 45,X/46,XY erkekler genellikle gonadal gelisimin bozulmasi, intra-
abdominal testis, infertilite ve hipospadiasla karakterize edilirler. Gonadoblastoma ve
disgerminomaslara yatkinlikta bu karyotipe sahip olan bireylerde gozlenir. 45,X/46,XY
karyotipini tasiyan oligospermik erkeklerin sperm analiz sonuglar1 bu bireylerin yiiksek

sperm anoploidi riskine sahip oldugunu gostermistir (Neto ve ark., 2016a).

Translokasyonlar

Yapisal kromozom anomalilerinden olan translokasyonlarin (Robertsonian ya
da resiprokal translokasyonlar) farkli infertilite fenotipleri ile iliskisi genellikle vaka-
kontrol caligmalarina dayanmaktadir. Azospermi ve oligoastenospermi ile ilskilendirilen
Y-otozom translokasyonlar1 (Aftab ve ark., 2019, Jia ve ark., 2019, Mekkawy ve ark.,
2018, Wang ve ark., 2017), siddetli oligospermi ile iligskilendirilen kompleks dengeli
otozomal translokasyonlar (Sha ve ark., 2018), oligoastenospermi ile iliskilendirilen
dengesiz mozaik translokasyonlar (Liu ve ark., 2018) ve gestasyonel ve pregestasyonel
infertilite ile iligkilendirilen otozomal translokasyonlar (Wang ve ark., 2016, Yang ve
ark., 2018) bu vaka kontrol ¢alismalarinda bildirilmektedir.

Translokasyon tasiyicist 144 erkegin (81°1 resiprokal translokasyon tasiyicisi,



63’ Robertsonian translokasyon tasiyicisi) ve 105 fertil erkegin semen kalitesi
bakimindan degerlendirildigi retrospektif bir ¢alisma sonucunda 6zellikle Robertsonian
translokasyon tasiyicist erkeklerin semen kalitesinin kotii oldugu rapor edilmistir.
Resiprokal translokasyon tasiyicilarinin  %39,5’inde, Robertsonian translokasyon
tagtyicilarinin %14,3’tinde ve fertil erkeklerin %95’inde sperm sayisi, motilitesi ve
morfolojisi normal bulunmustur (Mayeur ve ark., 2019) Son zamanlarda yapilan bir
calismada Tran ve ark. (2019), resiprokal translokasyon 46,XY, t(7;13) (p12;q12.1)
tasiyicisi bir erkekten elde ettikleri 31 sperm hiicresi ve normospermik bir erkekten elde
ettikleri 6 sperm hiicresini floresans-activated hiicre ol¢iimii ve yeni nesil dizileme
yontemlerini  kullanarak analiz  etmislerdir.  Arastirmacilar ¢alisma sonucu
normospermik bireye ait sperm hiicrelerinin tamaminin normal haploid 23 kromozom
profilini gosterdigini ancak resiprokal translokasyon tasiyicisina ait sperm hiicrelerinin
%64,5’inde farkli kromozom anomalisi varyantlarinin bulundugunu bildirmislerdir. Bu
anomaliler dengeli kromozom tasityicilarindan beklenen ayrilma paterni ile uyumlu
bulunan 7p ya da 7q’nun delesyonu ve 7p ile 13q’nun duplikasyonunudur. Sadece bir

ornekte 9q duplikasyonunun da saptanildigi belirtilmistir (Tran ve ark., 2019).

Inversiyonlar

Otozomal inversiyonlar, genetik materyal kaybina sebep olabilen yapisal
kromozom yeniden diizenlemelerinden biridir (Neto ve ark., 2016a). Insan karyotipinde
gorlilen en yaygin inversiyon 9 nolu kromozomun perisentrik inversiyonudur [inv(9)].
Genel popiilasyonda %1-3 oraninda gozlenen inv(9) (Dana and Stoian, 2012) erkek
infertilitesi ile iliskilendirilmektedir (Chantot-Bastaraud ve ark., 2007). Inv(9) tasiyicis
421 bireyi igeren epidemiyolojik bir caligmada, inv(9) tasiyicilarinda gozlenen en sik
klinik endikasyonun idyopatik {ireme basarisizlig1r oldugu bildirilmistir. Ayrica inv(9)
tastyicist olan erkeklerin %2,6’sinda spermatogenez bozuklugu oldugu da bildirilmistir
(Neto ve ark., 2016a). Kromozom 9 inversiyonu tastyicilarinda normospermi, azospermi
ve astenospermi goriilebilir (Collodel ve ark., 2006). Dokuz nolu kromozom disinda 1ve
12 nolu kromozomun perisentrik inversiyonlar1 (Balasar ve ark., 2017, Chantot-
Bastaraud ve ark., 2007, Ghorbel ve ark., 2013) ve 7 nolu kromozomun parasentrik
inversiyonu (Ichioka ve ark., 2005) da farkli infertilite fenotipleri ile

iligkilendirilmektedir.



2.1.2. Y-kromozomu Mikrodelesyonlar1

Genomdaki en kiiclik kromozomlardan biri olan Y-kromozomu psddo-
otozomal, Okromatin ve heterokromatin olmak {izere 3 bolgeden olusur. Y
kromozomunun kisa ve uzun kolunun (Yp ve Yq sirasiyla) u¢ kisimlarinda yer alan
psedo-otozomal bolgeler (PAR1 ve PAR2) X-kromozomunda homologu bulunan ve 1.
mayotik bdoliinme sirasinda X-kromozomuyla eslenmenin gerceklesmesini saglayan
bolgelerdir. Y-kromozomunun PAR1 ve PAR2 boélgeleri disinda kalan kisimlarinda
fertilite ile iliskilendirilen bir¢ok gen bulunur (Sekil 1) (Ayensu-Coker ve ark., 2007,

Rives, 2014).
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Sekil 1. Y kromozomu AZF delesyonlar1 ve AZFc kismi delesyonlari (Beyaz et al., 2017)

Y-kromozomunun uzun kolunda meydana gelen mikrodelesyonlar erkek
infertilitesinin en yaygin goriilen genetik sebeplerinden biridir (Ferlin ve ark., 2019).
Azospermik ya da siddetli oligospermik infertil erkeklerde Yq mikrodelesyonlarinin
global prevelansinin %7,5 oldugu tahmin edilmektedir. Bu oranin Tiirkiye’deki
degerinin ise %7-9 oldugu tahmin edilmektedir (Colaco ve Modi, 2018). Y-
kromozomunun uzun kolunda azospermik faktér a, b ve ¢ (AZFa, AZFb, AZFc) alt
bolgelerini igeren azospermik faktor bolgesi (AZF) bulunur. AZFa, AZFb ve AZFc
bolgeleri spermatogenezle iliskili genleri igerir, bu nedenle bu bolge(ler)de meydana

gelen gesitli delesyonlar 6zellikle spermatogenez bozukluklar ile iliskilendirilmektedir

(Thirumavalavan ve ark., 2019).

AZFa: AZFa lokusunda tek kopya olarak bulunan 4 gen vardir. Bu genler



ubukitine 6zgii peptidaz 9 (USP9Y), cansiz [asp-glu-ala-asp] kutu RNA helikazlar kutu
3 Y-baglantili (DBY, DDX3Y), ubukitin ile transkribe edilen tetratrikopeptit tekrar
iceren Y-baglantili (UTY) ve timosin beta 4 Y-baglantili (7B4Y) genidir. Germ hiicre
gelisiminde rol oynayan USP9Y geninin mutasyonu infertilite ile iliskilendirilmektedir.
DBY geni sadece pre-mayotik erkek germ hiicrelerinde eksprese edilir ve
spermatogenezde rol oynar. DBY geninin delesyonu germinal aplazi (Sertoli Cell Only
Syndrome, SCOS) ya da siddetli hipospermatogenezle sonuclanir. UTY ve TB4Y

genlerinin testikiiler fonksiyonu bilinmemektedir (Colaco ve Modi, 2018).

AZFb: AZFb Dbolgesi spermatogenez siirecinde etkili olan Okaryotik
translasyon baglangi¢ faktorii 1A Y-baglantili (EIF1A4Y), ribosomal protein S4 Y-
baglantili 2 (RPS4Y2), SMCY, 1si1-sok transkripsyon faktorii Y-iliskili (HSFY), Y
kromozomu {iizerindeki XK-iliskili protein, (XKRY), PTPNI13 benzeri Y-baglantil
(PRY) ve RNA baglayict motif protein Y kromozom (RBMY) genlerini i¢ermektedir.
AZFb bolgesinde homolog ve non-homolog rekombinasyondan kaynaklandigi
diisiiniilen bliyiik delesyonlar meydana gelir. Y-kromozomu mikrodelesyonlarinin
%15'inden sorumlu olan AZFb delesyonlar1 azospermiden, SCOS ve maturasyon

arrestine kadar farkli fenotiplere yol agabilir (Ferlin ve ark., 2019).

AZFc: AZFc bolgesindeki delesyonlar gesitli fenotiplere neden olur ve bu
delesyonlarin ¢ogu spermatogenezin azalmasindan kaynaklanan diisiik sperm
konsantrasyonu ile iliskilendirilmektedir. AZFc delesyonlari  non-obstriiktif
azospermilerin (NOA) yaklasik olarak %12'sinden ve siddetli oligospermiklerin ise
%o6'sindan sorumludur. AZFa ve AZFb bolgeleri spermatogenezi baslatmak icin yeterli
olmasma ragmen AZFc bdlgesinin varligi da spermatogenezin normal tamamlanmasi

icin gereklidir (O'Brien ve ark., 2010, Rives, 2014).

2.1.3 Tek Gen Mutasyonlari

Spermatogenez siirecinde 2000'den fazla genin rol aldig1 ve bunlardan 600-900
tanesinin Ozellikle erkek germ hattinda eksprese edildigi bilinmektedir. Bu yiizden
erkek infertilitesinin genetigini ¢cozmeye ¢alismak olduk¢a zordur. Erkek infertilitesi
cok sayida genle iliskilendirilmesine ragmen bu genlerden sadece bir kismi fare
modelleri ya da birbirinden bagimsiz ¢aligmalarla tekrarlanmis ve patojenik oldugu

fonksiyonel olarak kanitlanmistir (Tuttelmann ve ark., 2018).
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CFTR Gen Mutasyonu

Kistik fibrozis transmembran regiilator (CFTR) geni 7q31.2°de lokalize olan ve
vas deferensin olusumunda rol alan bir gendir. Yirmi yedi ekzondan olusan CFTR geni
icin 1800'den fazla mutasyon tanimlanmistir. CFTR proteini sperm maturasyonu ig¢in
gereklidir. CFTR genindeki bazi mutasyonlar kistik fibrozis ve konjenital bilateral vas
deferens yoklugu (CBAVD) gibi rahatsizliklara neden olur (Hamada ve ark., 2013).
CBAVD sendromu infertil erkeklerin %1-2'sinde, obstriiktif azospermik erkeklerin ise
%6'sinda goriilen konjenital bilateral vasdeferens yoklugu ile karakterize bir hastaliktir
(de Souza ve ark., 2018). Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada CFTR geninin promotor
bolgesinde yeni bir mutasyon belirlenmistir (c.-195C>A). Yapilan biyoinformatik
analizler sonucu bu mutasyonun transkripsyon faktérii SP1’in baglanma yerinde
meydana geldigi ortaya ¢ikarilmistir. ¢.-195C>A  mutasyonunun CFTR gen
ekspresyonunu asagi yonlii olarak diizenleyen fonksiyonel bir hastalik varyant1 oldugu

ve CBAVD hastaligi ile iliskili oldugu bildirilmistir (Feng ve ark., 2019).

Kallmann Sendromuna Neden Olan Mutasyonlar

Kallmann sendromu baglica hipogonadotropik hipogonadizm, infertilite ve
anosmia ya da hiposmi ile karakterize bir rahatsizliktir. Genetik ve fenotipik
heterojeniteye sahip olan bu hastalik kallmann sendromu 1 (KAL), fibroblast biiylime
faktorii reseptorii 1 (FGFRI), fibroblast biiyiime faktorii 8 (FGF8) ve anosmin 1
(ANOS1) genlerinin de dahil oldugu ¢ok sayida genle iliskilendirilmektedir (Dode ve
Hardelin, 2010, Lopategui ve ark., 2018). Extraselliiler glikoprotein anosmin-1 i
kodlayan KALI geni hastaligin X kromozomuyla iligkili resesif formundan (KAL1);
FGFRI genindeki mutasyonlar otozomal dominant formundan (KAL?2); gonadotropin-
releasing hormone reseptor (GNHR) genindeki mutasyonlar ise hastaligin otozomal
resesif formundan sorumludur (Mitchell ve ark., 2011). Prokinetisin reseptér 2
(PROKR?2) ve prokinetisin 2 (PROK?2) genlerindeki mutasyonlar homozigot, heterozigot
ve bilesik heterozigot durumlarda bulunmustur. Bu genler muhtemelen hem otozomal
resesif monogenik kallmann sendromu-3 (KAL3) hem de digenik/oligogenik kallmann
sendromu transmisyon formundan sorumludur (Neto ve ark., 2016a). Cesitli genlerde
meydana gelen mutasyonlar GnRH noéronlarinin gelisimini ve migrasyonunu bozarak bu
sendroma neden olur. Bu genlerden bazilar;; NMDA reseptdr sinaptoniikleer

sinyalizasyon ve ndronal migrasyon faktori (NSMF), FGF8, FGFI, interlokin 17
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reseptorii D (IL17RD), heparin siilfat 6 o sulfuttransferaz (HS6ST1), kromodomain
helikaz DNA baglanma proteini 7 (CHD7), WD tekrar igeren proteini 11 (WDRI1),
semaforin 3A (SEMA3A), tubulin beta 3 (TUBB3) ve SRY kutusu 10 (SOX10)’ dur
(Stamou ve Georgopoulos, 2018).

Testiste Eksprese Edilen 11 (TEX 11) ve Testiste Eksprese Edilen 15
(TEX15) Genlerinin Mutasyonu

X-kromozomu iizerinde yer alan TEX/ 1 ve 8 nolu kromozom {izerinde yer alan
TEXI15 genleri germ hiicrelerine 0zgii genlerdir. Bu genlerin ekspresyon ve
fonksiyonlarinda meydana gelen degisiklikler spermatogenik bozukluga ve dolayisiyla
erkek infertilitesine neden olabilir. 7EX// geni mayotik kromozomlarda sinapsisin
baslamasi ve siirdiiriilmesinde 6nemlidir, ayrica fertilite i¢in de gereklidir. TEX15 geni
ise sinaptonemal kompleksin dogru birlesmesinde ve mayotik siirecte gereklidir
(Boroujeni et al., 2018). TEX15 geninde meydana gelen ¢.2130T>G, p.Y710 nonsense
mutasyonun spermatogenik bozukluga neden oldugu bulunmustur (Okutman ve ark.,
2015). TEX15 geninde meydana gelen ¢.2419A>T, p.Lys807 nonsense mutasyonu NOA
(Colombo ve ark., 2017) ile ¢.6934G>A (p.R2312X) nonsense mutasyonu ise
kriptozoospermi ile iliskilendirilmektedir (Wang ve ark., 2018). Non-obstriiktif
azospermiye neden olan bir diger TEX/5 mutasyonu da c¢.3040delT,
p-Ser1014Leufs5’tir (Colombo ve ark., 2017). TEX11 ve TEXI15 genlerinde meydana

gelen mutasyonlar bu genlerin spermatogenezdeki rolliniin 6nemini gostermektedir.

DPY1912 ve SPATA16 Gen Mutasyonlari

Globozoospermi oosite penetre olamayan ve aktive edilemeyen yuvarlak baslt
spermatozoayla karakterize nadir bir infertilite durumudur. On iki nolu kromozom
tizerinde lokalize olan Dpy-19 benzeri 2 (DPYI9L2) geninde meydana gelen
mutasyonlar globozoospermi ile iliskilendirilmektedir (Neto ve ark., 2016a). Mutasyonu
globozoospermiye neden olan diger bir gen ise SPATA16 dir (Ellnati ve ark., 2016).
Spermatogenez iliskili 16 (SPATA16) geninin CRISPR/Cas9 ile analizi bu genin fare ve
insanlarda fertilite i¢in onemi bir gen oldugunu ortaya c¢ikarmistir (Fujihara ve ark.,

2017).

2.2. Spermatogenez ve Evreleri

Spermatogenez seminifer tiibiillerde meydana gelen ve olgun erkek gametin
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tiretimi ile sonuglanan oldukc¢a kompleks ve dinamik bir siirectir. Bu siire¢ mitotik
cogalma evresi, mayotik boliinme evresi ve spermatidlerin olgun sperm hiicresine

farklilastig1 spermiyogenez evresinden olusur (Sekil 2) (Neto ve ark., 2016b, Sharma ve
Agarwal, 2011b).

Spermatozoa

Spermatidler

Sekonder
Spermatositler

Adhmminal

Bazal Bilge

Primer
Spermatositler

Spermatogonya
Bazal lamina

Interstisvel Alan

Spermatogonyum B Graniilli ER.

Sekil 2. Seminifer tiibiilde germinal epitelyum kesiti. Sertoli hiicreleri germinal epitelyumu bazal ve
adluminal bolgelere ayirir. Olgun sperm hiicreleri lumene salinir (ER: Endoplazmik Retikulum)

(Sharma ve Agarwal, 2011b)

2.2.1. Mitotik Cogalma Evresi
Spermatogonyumlarin devamliligint ve ¢ogalmasinit miimkiin kilan evredir.
Spermatogenez fetal donemde seminifer tiibiillerin duvarinda bulunan ve

spermatogonyum olarak bilinen farklilasmamis diploid (2n) hiicrelerle baslar (Sharma
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ve Agarwal, 2011b). Germinal epitelyumun bazal kismindaki pozisyonlarina,
morfolojilerine ve niikleuslarinin  boyanma durumlarina gore farkli tipte
spermatogonyalar bulunur. Bunlar acik renk boyanan tip A, koyu renk boyanan tip A ve
tip B spermatogonyalardir. Tam bir spermatogenez ic¢in gerekli olan tip A
spermatogonyalar spermatogenezin kok hiicre havuzuna aittir ve sperm hiicrelerinin
devamliligin1 saglar. B tip spermatogonyalar ise primer spermatidleri olusturmak iizere

bliytiyiip olgunlasir (Holstein ve ark., 2003).

2.2.2. Mayotik Boliinme Evresi (Spermatositogenez)

Primer spermatositlerin (2n) haploid spermatidleri olusturmak iizere birbiri
ardina iki mayoz boliinme gecirdigi evredir. Sertoli hiicrelerinin bazal kompartimaninda
bulunan primer spermatositler mayoz boliinmeler aracilifiyla 22,X ya da 22)Y
kromozoma sahip olan sekonder spermatositleri (n) olusturur. Bu siire¢ mayoz
sirasinda meydana gelen genetik rekombinasyon sayesinde sekonder spermatositlere ve
bunlardan farklilasan sperm hiicrelerine 6zgiin genetik 6zellikler kazandirir (Sharma ve

Agarwal, 2011b).

2.2.3. Spermiyogenez

Spermiyogenez germ hiicre farklilasmasinin haploid fazidir ve post mayotik
spermatidlerin seminifer tiibiil lumenine olgun sperm hiicresi olarak salinmasini kapsar.
Spermiyogenez sirasinda niikleer olaylarla iligkili meydana gelen farklilagma siireci
somatik hiicrelerde goriilmeyen en radikal degisiklikler arasinda yer alir.
Spermiyogenezde ilk olarak Golgi aparatina baglh bir siiregcle akrozom (pro-akrozom)
olusur. Bu pro-akrozomal graniil tam olarak gelismis akrozomu olusturana kadar ¢esitli
degisikliklere ugrar ve sonugta fertilizasyon igin gerekli olan proteolitik enzimleri
iceren akrozoma doniisiir. Bu sirada sentriol ¢iflerinden flagellum gelismeye baslar ve
sentriol ¢ifti akrozomun karsi tarafindaki kamgiya implante olmak i¢in niikleus
membranina go¢ eder. Olgun sperm hiicrelerinin oldukga siki olan niikleus yapisina
ulagilabilmesi i¢in spermatositlerde protaminasyon siireciyle kromatin yeniden
sekillenir. Bu sliregte DNA’nin paketlenmesinde yer alan histonlarin biiyiik kismi
protaminlerle yer degistirir. Protaminler DNA’ya baglanarak ¢ift sarmalin fosfodiester
omurgasini noétralize eder ve kromatinin daha siki olan toroid yapisini olusturur.

Yuvarlak spermatidler cesitli hiicre spesifik transkripsyon faktorlerinin kontroliinde
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yogun olarak mRNA’lar1 sentezler. Bu mRNA’lar siki kromatin yapisindan dolay1
transkripsyonun durdugu zamanlarda tranlasyona ugramak icin depolanir (Grégoire ve
ark., 2011).

Erkek gametinin farklilagsmasi sirasinda genom onemli degisikliklere maruz
kalir. Bu degisiklikler sadece DNA sekansini ve homolog rekombinasyon araciligiyla
genetik bilgiyi etkilemekle kalmaz ayn1 zamanda spermin niikleer yapisini ve epigenetik
bilgisini de etkiler. Erkek gametogenezi sirasinda meydana gelen ¢esitli epigenetik

degisiklikler gametlerin uygun maturasyonu i¢in gereklidir (Dada ve ark., 2012).

2.3.  Spermatogenez  Siirecinde @ Meydana  Gelen  Epigenetik
Modifikasyonlar

2.3.1. DNA Metilasyonu ve Histon Modifikasyonlari

DNA metilasyonu bu giine kadar en kapsamli g¢alisilan epigenetik
modifikasyondur (McSwiggin ve O’Doherty, 2018). DNA metilasyonu S-adenozil
metioninden bir metil grubunun (CHs), CpG diniikleotitlerindeki sitozin halkasinin
besinci pozisyonuna eklenmesidir. Kendine 6zgii DNA metilasyon profiline sahip olan
testikiiler DNA, somatik dokularla karsilastirildiginda 8 kat daha az metiledir. Anormal
semen parametreleri ve erkek infertilitesinin c¢esitli durumlariyla iligkili DNA
metilasyon degisiklikleri, genomda global olarak gerceklesebilecegi gibi spesifik bir
lokusla ya da gen(ler)le de sinirli olabilir. Erkek germ hattinda sadece Igf2/H19,
Rasgrfl, DIkI-Gt12 ve Zdbf2 imprinting merkezleri metillenmektedir (Boissonnas ve
ark., 2013, Rajender ve ark., 2011). Laggan ve Hammadeh (2018), fertil erkeklerle
karsilagtirildiginda  subfertil erkeklerin sperm DNA’larinin  CpG adaciklarindaki
metilasyon seviyesinin farkli oldugunu 6nermektedir (Laqqan ve Hammadeh, 2018).
Normospermik ve oligospermik erkeklere ait sperm ornekleri imprinted genlerin DNA
metilasyonu acisindan tek hiicre seviyesinde analiz edildiginde; normospermik
erkeklerin homojen bir DNA metilasyon seviyesine sahip iken oligospermik erkeklerin
heterojen bir DNA metilasyon seviyesine sahip oldugu bildirilmistir. Oligospermik
bireylerin semenlerinde epigenetik mozaisizm belirlenmistir (Laurentino ve ark., 2015).
Global sperm DNA metilasyon seviyesi sperm kromatini, DNA biitiinliigli ve klasik
semen parametreleriyle iligskilendirilmektedir. Semen parametrelerinden sperm

konsantrasyonu ve hareketliligi global DNA metilasyonu ile pozitif korelasyon
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gosterirken, sperm canliligi ve morfolojisi ile boyle bir iliski gozlenmemistir (Montjean
ve ark., 2015). Spermatogenez sirasinda mikrotiibiil fonksiyonlarmi diizenleyen
translasyon sonrast modifikasyon (poliglutamilasyon) siirecinde gorev yapan
deglutamilaz sitotoksik hiicre proteinaz 5 (CCP5, AGLBS5) enziminin kaybinin
spermatogenezin bir¢ok basamagini bozarak erkek infertilitesine neden oldugu
gosterilmistir (Giordano ve ark., 2019).

Spermatogenez sirasinda mayozdan once meydana gelen ilk epigenetik olay
DNA'nin ilerleyici demetilasyon-remetilasyonunudur. Mayoz sirasinda DNA metil
transferaz 3A (DNMT3A), DNA metil transferaz 3B (DNMT3B) ve kofaktor DNA
metil transferaz 3L (DNMT3L) aktivitesi de novo DNA metilasyon seviyesini diizenler
ve bu siireg dogumdan sonra pakiten spermatosit agsamasinda tamamlanir. Ardindan
metilasyon profili DNA metil transferaz 1 (DNMT1) aktivitesi ile siirdiiriiliir. Bu
modifikasyonlara ek olarak DNA'ya transkripsyon faktorlerinin erisimini diizenleyen
histon modifikasyonlar1 (metilasyon ve asetilasyon) da meydana gelir. Histon metilaz ve
histon demetilaz gibi spesifik enzimler histon 3'iin 9. lizini ve 4. lizininin (H3-K9 ve
H3-K4) metilasyon paternlarin1 diizenler. Genellikle, H3-K9 metilasyon seviyesi
mayozda yiiksektir fakat bu siirecin sonunda azalir (Sekil 3). Mayoz sirasinda azaltilan
H3-K4 metilasyonu DNA'nin sessizlestirilmesi ile iligkilendirilmektedir. Spermatogenez
sirasinda histon asetilaz (HAT) ve histon deasetilaz (HDAC) gibi ¢esitli enzimler H3 ve
H4 lizin rezidiilerinin asetilasyon ve deasetilasyon siireglerini diizenler. Spermiyogenez
sirasinda meydana gelen H4 hiperasetilasyonu ise dogru histon-protamin gecisinde
O6nemli bir rol oynar ve uzayan spermatidlerde niikleozom dagilmasina izin verir (Gunes
ve Kulac, 2013, Stuppia ve ark., 2015). Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada Schon ve
ark. (2019), normospermik Dbireyler ile astenospermik, teratospermik ve
astenoteratospermik bireyleri translasyon sonrasi histon modifikasyonlari agisindan
analiz  etmistir.  Astenoteratospermik  Ornekleri  normospermiklerle  (n=8)
karsilastirdiklarinda H4K20 ve H3K9 metilasyonunda ve H4 asetilasyonunda istatiksel
olarak anlamli bir azalma gozlendigini bildirmislerdir. Astenospermik orneklerin H4
asetilasyonunda azalma gozlenirken; H4K20 ve H3K9 metilasyonunda degisiklik
olmadigin1 bildirmislerdir (p<0.04). Anormal progresyona sahip Orneklerde H4
asetilasyonunda azalma oldugu (p<0.02) bildirilirken, teratozoospermik Orneklerde

normospermik  Orneklerdekine benzer bir sonu¢ elde edildigi bildirilmistir.
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Arastirmacilar post translasyonel modifikasyonlardaki (PTM) bu degisikliklerin normal
sperm fonksiyonu ve fertilitesi i¢in dnemli olabilecegini 6ne siirmiislerdir (Schon ve

ark., 2019).

*  DNA'nin llerleyici Metilasyonu
Spermatogonya Q . . = : = =

Paternal Metilasyonun Diizenlenmesi

-
oo
G
. H3K9 Metilasyonu ﬂ
Spermatosit = r
H3K4 Metilasyonu ®
R
S
Histone
DNA Metilasyonunun Siirdirtilmesi- ? £ %
H3K9'un Demetilasyonu * .
TP’lerin Protaminlerle Yer \ )
Degistirmesi Py Protaminler

Genomik imprinting’in Siirdiiriilmesi

Sekil 3. Spermatogenez sirasindaki epigenetik modifikasyonlar. Spermatogenezin farkli asamalari
stiresince DNA metilasyonlar1 ve histon modifikasyonlarinin da dahil oldugu ¢esitli epigenetik
modifikasyonlar meydana gelir. (1) primordial germ hiicreleri DNA ve histonlarin (H3’iin K4
ve K9 rezidiilerinde) demetilasyon siirecine (genomik imprintingin silinmesi ile) maruz kalir.
H4 deasetilasyon siireci de meydana gelir. DNMT3A, DNMT3b VE DNMT3L bu siirede
eksprese edilir. (2) Spermatogonyada ilerleyici DNA metilasyonu meydana gelir. (3)
Spermatositlerde H3K9 ve H3K4 metilasyonu gozlenir. (4) Yuvarlak spermatidlerde H4
hiperasetile olur, DNMT]1 eksprese edilir ve histonlarin gecis proteinleriyle yer degistirmesi
gerceklesir. (5) Uzamig spermatidler H3K9 metilasyonu ile birlikte DNA metilasyonunun
devamliligini gosterir. Bu asamada gecis proteinleri protaminlerle yer degistirir. (6)

Spermatozoada genomik imprinting siirdiiriiliir (Stuppia ve ark., 2015)

2.3.2. Histon-Protamin Degisimi
Spermatozoa morfoloji ve motilitesine ek olarak olduk¢a iyi organize olmus

kromatin yapist ile de karakterizedir. Spermiyogenez sirasinda histonlarin %85-90'lik



bir kisminin protaminlerle yer degistirmesi sonucu sperm hiicresi somatik hiicrelerden
6-20 kat daha siki kromatin yapisina ulasir (Gunes ve Kulac, 2013, Hammadeh ve ark.,
2010).

Histonlarin protaminlerle yer degistirmesi sirasinda meydana gelen
modifikasyonlar disiilfit baglarinin olugumunu indiikler. Disiilfit baglar1t sperm
niikleusunun stabilitesini artirmanin yanisira, sperm motilitesini iyilestirme, oksidatif
stresten ve disi lireme kanallarinda var olan toksik ajanlardan korunma ve sperm
DNA'siin transkripsyonel aktivitesini durdurma gibi bir takim etkiler de saglamaktadir.
Histon protamin degisim siireci birka¢c basamakta gerceklestirilir. Bunlardan ilki
histonlarin testis spesifik histon varyantlari ile yer degistirmesiyken; ikinci basamak
histon varyantlarinin gegis proteinleri 1-4 (TNP1-4) ile yer degistirmesidir. Son olarak
uzamis spermatid asamasinda ise gegis proteinleri ile protaminler yer degistirmektedir.
Olgun spermatid niikleusunda protamin 1 ve 2 (P1 ve P2) olmak iizere iki ¢esit
protamin bulunur ki bu protaminler uygun sperm kromatin kondensasyonu ve
dolayisiyla da erkek fertilitesi i¢in gereklidir (Oliva, 2006, Rajender ve ark., 2011, Yu
ve ark., 2014). Infertil erkeklerde sperm cekirdek proteinlerinde degisiklikler
gbzlenmistir (Hamad ve ark., 2014). Insanlardaki normal P1/P2 orani 0,8-1,2’dir.
Anormal P1/P2 oranlan ve diisiik protamin seviyesi artmis DNA fragmantasyonu ve
erkek infertilitesi ile iliskilendirilmistir. DNA fragmantasyonunun Pl ve P2
konsantrasyonu ile ters iliskili olmasi protaminlerin sperm DNA hasarina karsi
koruyucu rolii hakkinda bilgi vermektedir. P1 ve P2 oranindaki degisiklikler infertil
erkeklerde fertil erkeklerden daha yaygindir. Anormal protamin ekspresyonunun
sebepleri hala arastirilmaktadir (Boissonnas ve ark., 2013, Yu ve ark., 2014).
Protaminlerin kromatin yapisina eklenmesi sperm motilitesi i¢in gereklidir. Ayrica
sperm DNA’sinin oksidasyon ve fragmantasyondan korumasinda etkin bir rol oynar
(Jenkins ve ark., 2017). Ni ve ark. (2016), P1/P2 oraninin erkek infertilitesine olan
etkisini meta-analize dahil edilen 9 ¢alismay1 degerlendirerek analiz ederken; protamin
eksikliginin DNA hasari lizerine olan etkisini ise konuyla ilgili 12 ¢alismayi inceleyerek
degerlendirmislerdir. Yapilan meta-analiz sonucunda arastirmacilar subfertil erkeklerin
kontrollere kiyasla daha yiiksek P1/P2 oranina sahip oldugunu ve sperm DNA hasarinin
protamin eksikligi ile istatiksel olarak anlamli korelasyon gosterdigini bildirmislerdir.

Sperm DNA hasar1 ile P1/P2 arasinda anlamli bir iliski olmadigini belirtmislerdir.
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Arastirmacilar protamin oraninin sperm kalitesinin degerlendirilmesi i¢in uygun bir
biyomarkir oldugu ve protamin eksikliginin sperm DNA hasari ile yakin iligkili oldugu

sonucuna varmiglardir (Ni ve ark., 2016).

2.4. DNA Metilasyonu Analiz Yontemleri

Glinlimiizde epigenetik alaninda yapilan calismalarin biiyiikk kismi DNA
metilasyonunu igermektedir. Cok sayida DNA metilasyon analiz yontemi bulunur. Tiim
genom metilasyon profilini analiz etmek i¢in yiiksek performansli sivi kromotogrofisi
(HPLC), uzun interspersed niikleer element 1 (LINE-1) pirosekanslama, luminometrik
metilasyon analizi ve ELISA-tabanli yontemler; farkli metillenmis bolgelerin
karakterizasyonu i¢in bisiilfit sekanslama ve array ya da bead hibridizasyonu
yontemleri; spesifik bir genin metilasyon durumunu belirlemek i¢in ise polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) ve sekanslama, pirosekanslama, metilasyon spesifik PZR (MSP),
bisiilfit sekanslama ve methylight gibi yontemler kullanilmaktadir. Yapilacak
calismanin amaci, gereksinimleri, maliyeti, is gilicii gereksinimi, calisilacak DNA
bolgesinin Ozelligi, kalitatif ya da kantitatif olmasi gibi ozellikler dikkate alinarak
yapilacak aragtirma i¢in en uygun olan yontem seg¢ilebilir (Kurdyukov ve Bullock, 2016,

Redshaw ve ark., 2014).

2.4.1. Metilasyon Spesifik PZR

MSP yontemi CpG adaciklarinin metilasyon durumunu belirlemek igin
kullanilan PZR tabanli bir yontemdir. Bu yontem hiicre hatlar1 ile taze ya da
dondurulmus dokularinda dahil oldugu klinik 6rneklerde CpG adaciklarindaki promotor
hipermetilasyonunun belirlenmesini kolaylastirir. CpG adaciklarindaki DNA metilasyon
durumunun haritalamast imprinted genlerin diizenlenmesi, X kromozom inaktivasyonu
ve insan kanserlerinde tiimor baskilayici genlerin susturulmasi gibi farkli biyolojik
stireclerin anlagilmasi i¢in gerekli olmaktadir. Herman ve ark. (1996), tarafindan ilk kez
1996 yilinda tanimlanan MSP yontemi, CpG adacig1 icinde yer alan herhangi bir CpG
grubunun yerinin metilasyon durumunu hizlica degerlendirebilen bir yontemdir.
Metilasyona sensitif kesim enzimlerinin kullanimin1 gerektirmez. Bu analiz baslangic
asamasinda DNA'nin sodyum bisiilfit ile modifikasyonunu gerektirir. Sodyum bistilfit
modifikasyonu ile metile olmayan tiim sitozinler urasile doniisiirken metile olanlar ayni

kalir. Sonrasinda arastirilan bolgeye 6zgii metile ve unmetile primerler kullanilarak PZR
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amplifikasyonu gergeklestirilir. MSP kiiclik miktarlarda DNA gerektiren oldukg¢a hassas
bir yontem olmasina ragmen, metilasyon ile ilgili sadece metilasyonun varlig1 ya da
yoklugu hakkinda bilgi vermesi ve metilasyonun miktarmi belirleyememesi gibi
dezavantajlara da sahip olan bir yontemdir (Herman ve ark., 1996, Licchesi ve Herman,

2009).

2.4.2. Bisiilfit-Pirosekanslama ile DNA Metilasyon Analizi

Bisiilfit-pirosekanslama bisiilfit doniisiimii ve PZR amplifikasyonuna dayanan
bir yontemdir. PZR’da bir tane biotinlenmis primer ya da ayni reaksiyonda biotinle
isaretlenmis bir primer ile kombine tailed primer kullanilarak PZR iirliniiniin tek zincirli
DNA’ya donilisiimii ve pirosekanslama kolaylastirilir. PZR sirasinda sekans primerleri
tek zincirli DNA’ya baglanir ve boylece ornekler pirosekanslama analizi i¢in hazir hale
gelir. Pirosekanslama kisadan orta uzunluga kadar olan DNA sekanslarinin analizi igin
bir primer uzama metodudur. Niikleotidin kalip zincire eklenmesi lusiferaz reaksiyonu
ile olgiilen pirofosfotaz salimmima neden olur. Uretilen sinyal miktar1 ile salman
pirofosfat miktar1 orantilidir ve bu ylizden her bir CpG yerindeki doniismemis C ve
dontismiis T niikleotitlerinin yiizdesi belirlenebilir. Fakat bir reaksiyonda sadece 25-30
baz c¢iftinin sekanslanabilmesi sinirlt sayida CpG yerinin degerlendirilmesine neden olur

(Shen ve Waterland, 2007).

2.4.3. Methylight Yontemi

Methylight yontemi metilasyon durumunun belirlenmesinde kullanilan en
yaygin PZR esasli uygulamalardan biridir. Bu yontem ¢ok diisiik miktardaki DNA ile
gerceklestirilebilen yiliksek ciktili, hassas, tekrarlanabilir ve dogru sonug verebilen bir
metilasyon analiz yontemidir. Methylight yonteminde DNA'nin sodyum bisiilfit
donlistimiinin ardindan metile ya da unmetile primerler ve hidroliz prob(lar)
kullanilarak es zamanli kantitatif PZR islemi gercgeklestirilir (Ogino ve ark., 2006,
Redshaw ve ark., 2014). Sodyum bisiilfit doniisiimii ile genomik DNA’daki metile
olmayan sitozinler urasile doniisiirken metile olanlarda herhangi bir degisiklik olmaz ve
bu sayede genomik DNA’da metilasyon-bagimli sekans farkliliklar1 meydana gelir. Bu
sekans farkliliklar1 floresans tabanli kantitatif bir PZR analizi olan methyligt yontemi ile
belirlenir. Methylight analizi tek ya da ¢ift prob kullanimina baglh olarak yari-kantatif
ya da kantatif olabilir (Eads ve ark., 2000). Methylight yonteminin esast orijinal
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genomik DNA'nin metilasyon durumuna goére DNA oligoniikleotitlerinin bisiilfit
doniistimii yapilmis DNA'ya farkli sekilde baglanmasina ve/veya amplifikasyonuna
dayanir. Kullanilan oligoniikleotitler metile ya da unmetile sekansa gore dizayn edilmis
ileri ve geri primerler ile bu primerler arasinda yer alan ¢ift isaretli (florofor ve quencher
isaretli) prop(lar)dan olusur. Yari-kantitatif methyligt analizinde PZR sirasinda Taq
polimeraz enzimi 5° ekzoniikleaz aktivitesi ile florojenik hibridizasyon probunu
parcalayarak quencher’dan floroforun fiziksel olarak ayrilmasini saglar. Floroforun
ayrilmasi ile ortaya c¢ikan floresans ol¢iiliir ve metilasyon miktariin hesaplanmasinda

kullanilir (Eads ve ark., 2000, Trinh ve ark., 2001).

2.5. Sperm Kromatin Yapisinin Analiz Edildigi Yontemler

Sperm kromatininin olgunlugu spermin fertilizasyon kapasitesi ve embriyonik
gelisim i¢in gereklidir. Ejakulatta anormal kromatin kondensasyonuna sahip olan sperm
orani fertilizasyon ve hamilelik sansinin degerlendirilmesi i¢in prognostik bir faktor
olabilir. Kromatin yeniden sekillenme siirecinde spermatozooanin ¢ekirdegindeki histon
ve protaminlerin yer degistirerek yeniden organize oldugundan ve bu sayede oldukca
siki bir kromatin yapisina ulastiindan yukarida bahsedilmisti. Kromatin
kondensasyonundaki anomaliler erkek infertilitesi ile iligskilendirilen DNA
denatiirasyonu ve fragmantasyonu gibi niikleer hasarlara sebep olabilir (Sellami ve ark.,
2013). Kromatin kondensasyonunun erkek fertilitesinin degerlendirilmesinde klasik
semen parametrelerinden tamamen bagimsiz olan Onemli bir parametre oldugu
bildirilmektedir (Hammadeh ve ark., 2001). Kromotin kondensasyonu kullanilan boya
ve analiz yapilan mikroskobun 6zelligine gore asidik anilin mavisi, kromomisin Az ve
toluidin mavisi ile boyama yontemleri gibi farkli yontemler ile analiz edilebilir

(Agarwal ve ark., 2017).

2.5.1. Asidik Anilin Mavisi ile Boyama Yontemi

Kromotin kondensasyonu asidik anilin mavisi ile boyama yontemi kullanirak
degerlendirilebilir. Bu boyama ydntemi lizin bakimindan zengin olan histonlari, arjinin
ve sistein bakimindan zengin olan protaminlerden ayirir. Bu teknik lizin ic¢in spesifik
pozitif bir reaksiyon verir ve ejekiile insan spermatozooasinin temel niikleer protein
kompozisyonundaki farkliliklar ortaya ¢ikarir. Olgunlasmamis spermatozoanin histon

bakimindan zengin olan niikleusu lizin agisindan zengindir ve sonug olarak mavi boyayi
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alir. Diger taraftan olgun spermatozanin protamin acgisindan zengin olan niikleusu
arjinin ve sistein bakimindan zengindir ve oldukg¢a diisiik miktarda lizin igerir,
dolayisiyla anilin mavisi ile boyanmaz (Hammadeh ve ark., 2001). Spermin
olgunlagsmamasi ile akrozom anomalileri arasinda istatiksel olarak anlamli bir iliski

oldugu bildirilmistir (Sellami ve ark., 2013).

2.5.2. Kromomisin A3 (CMA3) ile Boyama Yontemi

Kromomisin A3 sperm kromatininin yapisindaki protaminlerin eksikligini
belirlemek i¢in kullanilan glivenilir bir markirdir. CMA3 guanin-sitozin spesifik bir
florokromdur ve DNA iizerindeki baglanma yerleri protaminlerle aynidir. Bu nedenle
sperm hiicrelerinden yiiksek CMAj3 floresansinin alinmasi sperm niikleusunun diisiik
protaminasyon durumu igin giiclii bir gostergedir. CMA3 boyanmasi ile sperm kalitesi
ve fertilizasyon kapasitesi arasinda yakin bir iliski oldugu bildirilmistir (Agarwal ve

ark., 2017, Lolis ve ark., 1996).

2.5.3. Toluidin Mavisi ile Boyama Yontemi

Toluidin mavisi sperm DNA’smin fosfat rezidiileri i¢in yiiksek afiniteye sahip
tiyazin metakromatik bir boyadir. Hasarli kromatine baglandiginda spermin menekse
mavisi bir renk almasina sebep olur. Toluidin mavisi ile boyanan 6rnekler standart
mikroskoplarla analiz edilebilir ancak 6rnegin orta derecede boya almasi degerlendirme

sirasinda bireyler arasi farkliliklara neden olabilir (Agarwal ve ark., 2016).

2.6. Epigenetik Degisiklikler ve Spermatogenez Bozukluklar:

Spermatogenez bozukluklar1 erkek infertilitesinin en yaygin goriilen sebebi
olmasina ragmen, vakalarin %50’sinde anormal spermatogenezin  sebebi
bilinmemektedir (Chen ve ark., 2014, Gu ve ark., 2010a). Germ hatt1 genlerindeki
epigenetik isaretler normal bir spermatogenez siireci i¢in olduk¢a onemlidir ve testiste
eksprese edilen genlerin anormal epigenetik modifikasyonlar1 erkek infertilitesi ile
iligkilendirilmistir. Germ hatt1 diizenleyici DAZL genindeki metilasyon defektleri oligo-
asteno-teratospermili (OAT) hastalarda normospermik erkeklere gore daha fazla
bulunmustur. Ancak normospermik ve OAT'l1 hastalar arasinda DAZL geninin promotor
metilasyon durumu agisindan bir varyasyon gézlenmedigi bildirilmistir. Oligospermik
hastalarda LIT1, MEST, SNRPN, PLAGLI, PEG3, HI19 ve IGF2 imprinting lokuslarinin

metilasyon durumlari ile abnormal protamin seviyesi arasinda bir iligki bulundugu
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bildirilmistir. Histon-protamin gegisinde yer alan genlerin mRNA seviyelerindeki
degisiklikler normal ve oligospermik hastalarin global testis transkriptomlarin
mikroarray analizi ile arastiran ¢aligmalarla da dogrulanmistir (Stuppia ve ark., 2015).
Cesitli genlerin epimutasyonu Ozellikle hipermetilasyonu erkek infertilitesinde
onemlidir. NTF3, MTHFR, HRAS, PAXS, SFN, PLAGI, RASGFRI, GTL2, DIRAS3,
SNRPN, MEST, KCNQI, LTI genlerinin promotor DNA hipermetilasyonu semen
parametrelerinde bozulma ya da erkek infertilitesi ile iliskilendirilmektedir (Rajender

ve ark., 2011).

2.7. Spermatogenez ve DNA Hasar

I¢ ve dis faktorler tarafindan diizenlenen spermatogenez siirecinde ¢esitli DNA
hasarlar1 meydana gelebilir. Erkek germ hattinda meydana gelen DNA hasari
infertiliteye, diisiiklere ve fetiiste dogum defektlerine sebep olabilir (Aitken ve De luliis,
2010). Sperm kromatini oldukg¢a siki olan yapisi nedeniyle somatik hiicre kromatininden
farklidir (Boissonnas ve ark., 2013). Sperm kromatininin bu sik1 yapist sperm DNA’sin
dis kaynakli saldirilara kars1 korur. Ancak, bu korumaya ragmen bazal sperm DNA
hasar1 seviyesinin infertil erkeklerde daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Testikdiler,
epididimal ve ejakulat sperminde hasarli DNA’nin bulundugu bilinmektedir (Gonzalez-
Marin ve ark., 2012). Spermatogenez sirasinda meydana gelen DNA hasarina, DNA
onariminin yani sira apoptoz ve kromatinin yeniden sekillenmesi sirasinda meydana
gelen sorunlar ile reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artisina bagl oksidatif stresin (OS)
neden oldugu diisiiniilmektedir (Lipshultz ve ark., 2009).

Apoptoz erkeklerde germ hiicre gelisiminin en 6nemli 6zelligidir. Gonadal
farklilagsmanin erken agamalarindan fertilizasyon anina kadar bu hiicrelerin iiretimini ve
fonksiyonunu yonlendirir. Gelisimin erken evrelerinde apoptoz germ hiicrelerinin
Sertoli hiicrelerine oranini diizenleyerek germ hatt1 ontogenezinde énemli bir rol oynar.
Eriskin donemde ise ¢esitli fizyolojik ve ¢evresel faktorlere cevap olarak hasar gormiis
germ hiicrelerin seminifer epitelyumlardan kaldirilmasi islevini yerine getirir. Apoptoz
siirecinde meydana gelen bozulmalar spermatogenezin durmasina sebep olabilir. Olgun
sperm hiicrelerinde apoptotik silire¢ oksitatif hasarli DNA tasiyan sperm hiicrelerinin
fonksiyonel Oliimiini  hizlandirir.  Spermatozoadaki DNA  hasar1  subfertilite,
preimplantasyon gelisimin bozulmasi1 ve diisiikle sonuglanabilir. Canli hiicrelerdeki

DNA hasarinin biiyiik kismi1 oksidatif hasarin sonucu olarak apoptozun erken asamalari

23



sirasinda meydana gelir (Aitken ve Baker, 2013).

ROS spermatozoanin islevselligi iizerinde hem fizyolojik hem de
patofizyolojik role sahiptir. ROS seviyesi erkek genital sistemi ve seminal sividaki
antioksidant seviyesinin temizleme kapasitesinin iizerine ¢ikarsa OS meydana gelir.
Spermatozoa membraninin yiiksek konsantrasyonda doymamis yag asiti icermesinden
dolay1 sperm hiicreleri ROS’a kars1 oldukc¢a hassastir. ROS’dan kaynaklanan OS sperm
DNA hasarma, apoptozun hizlanmasina ve motilitenin de§ismesine sebep olabilir
(Tadros ve Vij, 2019, Solomon Jr ve ark., 2019). DNA baz eklentileri (8-OHdG gibi) ve
DNA fragmantasyonu OS’den kaynaklanan DNA hasar tipleri arasinda yer alir (Singh
ve Agarwal, 2011).

Kromatinin yeniden sekillenmesi sirasinda olusan kivrilmalar1 azaltmak ig¢in
topoizomerazlar tarafindan DNA zincirinde fizyolojik kiriklar meydana getirilir. Bu
zincir kiriklar1 onarim i¢in histon fosforilasyonu yoluyla H2A histon aile iyesi X (H2A
Histon Family Member X, y-H2AX) ile isaretlenir. Cesitli nedenlerden dolay1r onarim
stireci bozulursa DNA’daki hasar seviyesinin gostergesi olan y-H2AX seviyesinde artis
olmast beklenir. Bu siirecin kontroliindeki degisiklikler kromatin paketlemesinde
anomaliler ya da onarilmayan DNA centikleri/kiriklar1 ile sonuglanabilir (Aitken ve De

Iuliis, 2010).

2.8. Sperm DNA Fragmantasyonu

DNA fragmantasyonu sperm hiicrelerinde yaygin olarak goriilen DNA hasar
tiplerinden biri olup DNA’da meydana gelen tek ve ¢ift zincir kiriklarii (sirasiyla SSB
ve DSB) kapsamaktadir. Sperm hiicrelerinde serbest radikallerin antioksidant seviyesini
asmasi oksidatif stres ve sonrasinda da DNA fragmantasyonuyla sonuclanabilir (Simon
ve ark., 2019). DNA fragmantasyonuna neden olan faktorler i¢c ya da dis kaynakli
olabilir. Fragmantasyona neden olan i¢ kaynakli faktorler: kromatin yeniden
sekillenmesi sirasinda meydana gelen fizyolojik kiriklarin onarilmamasi, yarim kalmis
apoptoz, rekombinasyonda eksiklikler/bozukluklar, spermatidlerin Sertoli hiicrelerinden
erken salinmasi ve post-testikiiler OS’dir. Dis kaynakli faktorler ise enfeksiyonlar,
kullanilan ilaglara kars1 gelistirilen reaksiyon(lar), iyatrojenik hasar, semenin elde
edilme kosullar1 ve ejakulasyondan sonra gegen siirenin fazla olmasidir (Gonzalez-
Marin ve ark., 2012).

Infertil erkeklerin fertil erkeklerden daha yiiksek sperm DNA fragmantasyon
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oranina sahip oldugu bildirilmistir (Zini ve ark., 2001). Sperm DNA fragmantasyonu
diisiik ve tekrarlayan hamilelik kayiplarina (Bungum ve ark., 2007, McQueen ve ark.,
2019), proniikleusun epigenetik 6zelliklerinde (Rajabi ve ark., 2018) ve spermin protein
profilinde degisikliklere neden olabilir (Bounartzi ve ark., 2016, Intasqui ve ark., 2013a,
Intasqui ve ark., 2013b).

DNA lezyonunun tipi ve kompleksligi embriyonik gelisimi etkileyebilir.
SSB’ler oosit tarafindan kolayca onarilabilir iken; DSB’lerin biiylik boliimii oositin
onarim kapasitesini astigindan dolayr onarilamaz (Garcia-Rodriguez ve ark., 2019).
Onarilmayan ¢ift zincir kiriklariin kromozomal anomaliye sahip zigot sikliginda artisa

neden olabilecegi bildirilmistir (Marchetti ve ark., 2007).

2.9. DNA Fragmantasyonu Analiz Yontemleri

Sperm DNA hasarmin 6lgiilmesi erkek infertilitesinin degerlendirilmesi i¢in
kullanigh bir uygulamadir (Simon ve Carrell, 2013). Spermdeki DNA fragmantasyonu
farkl1 yontemler kullanilarak oOlciilebilir. Terminal deoksiniikleotidil transferaz dUTP
centik ug isaretleme (TUNEL), tek hiicre jel elektroforezi (COMET), sperm kromatin
yap1 analizi (SCSA) ve sperm kromatin dagilim testi (SCD) bu yontemler arasinda yer

alir.

2.9.1. TUNEL Analizi

Sperm DNA fragmantasyonu genellikle genetik bilginin kayb1 ya da degisikligi
ile sonuglanan niikleer DNA'daki tek ve/veya ¢ift zincir kiriklaridir (Evenson, 2016).
TUNEL analizi hasar yerindeki modifiye niikleotitlere direk olarak baglanip gercek tek
ve ¢ift zincir kiriklarimi dlgebildiginden dolay:r avantajli bir tekniktir (Sharma ve ark.,
2016). TUNEL analizinde terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) olarak
adlandirilan kaliba bagli olmayan bir DNA polimeraz kullanir. TdT enzimi DNA'nin
serbest 3' hidroksil (OH) uglarina floresans izotiyosiyanat (FITC) isaretli deoksiiiridin
trifosfatlart (FITC-dUTP) kaliba bagli olmayan bigimde ekler. DNA’da ne kadar ¢ok
zincir kirigr varsa o kadar ¢ok isaretli dUTP katilimi vardir. FITC-dUTP’lerin DNA
uclarina eklenmesinden sonra flow sitometri ya da floresans mikroskopla analiz

yapilabilir (Sharma ve Agarwal, 2011a, Sharma ve ark., 2016).

2.9.2. COMET Analizi
Tek hiicre jel elektroforez (Single Cell Gel Electrophoresis, SCGE) analizi
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olarak da bilinen comet analizi (alkali comet) sperm DNA’sindaki tek ve ¢ift zincir
kiriklarmi 6lgmek i¢in kullanilan kolay ve hassas bir yontemdir. Comet analizinde
sperm hiicreleri mikroskop slayti {izerinde ince bir agaroz tabakasinin igine yerlestirilir
ve yiiksek tuz kosullar1 altinda deterjan ile parcalanmasi saglanir. Bu sayede DNA'nin
stk bir yapt kazanmasini saglayan protaminler ve az miktarda bulunan histonlar
kaldirilmis olur. Alkali pH kosullar ¢ift zincirli DNA'nin agilmasini saglar ve ardindan
elektroforezle anot boyunca kirilan zincirlerin gé¢li meydana gelir. Kirilan zincirlerin
anot boyunca olan hareketi floresan mikroskop altinda comet kuyrugu olusturur. Bas ve
kuyruktaki DNA miktar1 onun flororesan yogunlugu ile yansitilir. Spermin bas
kismindaki rolatif floresan ile kuyrugundaki floresanin karsilastirilmasiyla DNA hasar

seviyesi belirlenir (Simon ve Carrell, 2013).

2.9.3. Sperm Kromatin Yapi1 Analizi

Sperm DNA'sinin 1s1 ya da asite maruz birakildiginda denaturasyona karsi
hassasligini 6l¢en bir metodtur. Flow sitometri temelli bir analiz olup ¢ok sayida
hiicreyi (10000) hizli ve dogru bir sekilde degerlendirebilir. SCSA i¢in standardize
edilmis bir protokol bulunur ve bu sayede laboratuvarlar arasindaki farkliliklar

minimize edilir. SCSA i¢in patalojik esik degeri %30'dur (Agarwal ve ark., 2016).

2.9.4. Sperm Kromatin Dagilim Testi-Halo Testi

Sperm kromatin dagilim testi sperm DNA fragmentasyonunu tespit etmek i¢in
uygulanan basit, kesin, ucuz ve tekrarlanabilir bir yontemdir. Halo testi olarak da
bilinen SCD testi fragmante olamamis DNA’da asit denatiirasyonu ve niikleer
proteinlerin uzaklastirilmasinin ardindan dagilmis DNA ilmeklerinin karakteristik halo
yapisini iiretmesi prensibine dayanir. Eger sperm DNA’s1 fragmante olmugsa halo
yapisinin olusmasinda basarisizlik gozlenir. Meydana gelen halo’lar mikroskop altinda

analiz edilir (Fernandez ve ark., 2003).

2.10. Erkek Germ Hiicrelerindeki DNA Onarim Mekanizmalari

Hiicreler DNA hasar ile karsilagtiklarinda 3 segenekleri vardir. Bunlardan
birincisi apoptotik yolagi aktive ederek hiicre 6liimiine sebep olmak, ikincisi lezyonu
tolere ederek gelecek nesillere hasarli olarak aktarilmasina neden olmak, {i¢iincli ve en
iyi secenek ise hasar1 onarmaktir (Gonzalez-Marin ve ark., 2012). Germ hiicreleri, oosit

ve sperm, yeni bireyin temelini olusturur ve bunlarin genomik biitiinliigii genetik
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bilginin gelecek nesillere dogru aktarilmasi i¢in Onemlidir. Erkek germ hatti
hiicrelerinde genomik biitiinligli ve stabiliteyi korumak icin ¢esitli DNA onarim
mekanizmalar1 bulunur (Baarends ve ark., 2001). DNA onarim mekanizmalari, DNA
omurgasi ve bazlarda meydana gelen hasarlarinda dahil oldugu ¢esitli hasarlar1 saptayan
ve sonrasinda bu hasarlar1 kismen ya da tamamen onaran mekanizmalardir (Menezo ve
ark., 2010). Erkek germ hiicre gelisimi sirasindaki DNA onarim genlerinin
transkriptomunun c¢alisilmast amaciyla, 181 DNA onarim genini ve/veya 45 zorunlu
yasam geni igeren bir mikroarray ¢ipi gelistirilmistir. Bu ¢ip kullanilarak {i¢ insan testis
orneginin mRNA ekspresyon seviyeleri fibroblast RNA havuzu ile karsilastirilarak
degerlendirilmistir. Atmis dort DNA onarim geninin ve hiicre siklusu iliskili genlerin
ekspresyonunun testikiiler hiicrelerde fibroblastlara gore daha yiliksek diizeyde oldugu
gosterilmistir. Ekspresyonun testikiiler hiicrelerde daha yiiksek olmasinin nedeninin
mayoz spesifik fonksiyonlardan kaynaklandigi bildirilmektedir. XRCCI, XRCC2,
XRCC3, MLHI, MSH2, BRCA2, ERCC3, ERCC4, LIG3 ve MBD4 genleri insan
testikiiler hiicrelerinde fibroblastlara gére en az >1,5 kat daha fazla ekspresyon 6zelligi
gosteren DNA onarimi ve hiicre siklusu iligkili genler arasinda yer almaktadir (Galetzka
ve ark., 2007). Erkek germ hatti hiicrelerinde gorev yapan onarim mekanizmalar1 yanlis
eslesme onarimi (MMR), BER, NER, replikasyon sonrasi onarim ve ¢ift zincir kirik
onarimidir. Germ hatt1 hiicrelerinde bu onarim mekanizmalar1 bazi agilardan spesifik
ozellik ve aktiviteler gosterebilir (Gonzalez-Marin ve ark., 2012). MMR mayoz
sirasinda meydana gelen krossing-over da gorev alan MLHI ve MSH2 genlerinin
metilasyon durumu ile oligospermi ve ROS arasindaki olast iliski Gunes ve ark. (2018),
tarafindan arastirilmistir. Yiiksek ROS seviyesi spermde DNA hasarina ve MMR
genlerinin sessizlestirilmesine sebep olabilir. Infertil erkeklerin yaklasik olarak
yarisinda ROS seviyesi yiiksektir. Oligospermik erkeklerde MLHI promotor metilasyon
yiizdesinin normospermik erkeklere kiyasla istatiksel olarak anlamli 6l¢iide daha yiliksek
oldugu bildirilmistir. MLHI metilasyonu ile ROS seviyesi arasinda pozitif bir iliski
bulunmustur. Ancak, MSH2 promotor metilasyonu ile oligospermi ve ROS arasinda
istatiksel olarak anlamli bir iliski bulunamadigi bildirilmistir. MLHI’in metilasyon
paterninin oligospermi de rol oynayabilecegi one siiriilmiistiir (Gunes ve ark., 2018a).
Singh ve ark. (2019b), azospermik erkeklerde farklit DNA onarim mekanizmalarinda rol

alan baz1 genlerin ekspresyonlariin degistigini bildirmistir. Seksen dort DNA onarim
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geninin ekspresyon profillemesini yapan arastirmacilar, ekspresyon farkliligi gosteren
ve fonksiyonel olarak onemli olan 10 geni (MSH2, BRIPI, CCNH, LIG4, MGMT,
NTHLI, PMSI, DMCI, POLpB, ve XPA) transkripsyon seviyesinde dogrulamis ve
bunlarin arasindan sectikleri 4 geni (MSH2, LIG4, PMSI, DMCI) protein seviyesinde
dogrulamak amaciyla immunohistokimya ile analiz etmislerdir. Testisteki DNA onarim
genlerinin ekspresyon kaybinin apoptoz seviyesinde artig, azospermi ve infertilite ile
iliskili oldugunu bildirmislerdir (Singh ve ark., 2019b).

Erkeklerde germ hiicre mitozu ve mayozu sirasinda DNA onarimi oldukga
etkindir (Marchetti ve ark., 2015). Ancak spermatogenezin daha sonraki asamalarinda
sperm DNA’smin protaminlerle siki  bir sekilde paketlenmesi ve spermin
olgunlagsmasiyla birlikte transkripsyonun sonlanmasi gibi nedenlerden dolayi, olgun
spermde DNA onarim mekanizmasinin olmadigi diisiiniiliiyordu (Garcia-Rodriguez ve
ark., 2019). Ancak Smith ve ark. (2013), sperm hiicrelerinin BER onarim yolaginin ilk
asamalarinda yer alan ve hasarin taninmasi ve uzaklastirilmasinda gorevli olan 8-
okzoguanin glikozilaz 1 (OGG1) enzimini igerdigini bildirmislerdir. Dolayisiyla olgun
sperm hiicresinin sinirli bir onarim kapasitesine sahip oldugu diisiiniilmektedir. Bu
yiizden spermatogenez sirasinda etkili olan DNA onarim mekanizmalar1 paternal
genomun biitiinliigiiniin korunmas1 ve genetik bilginin gelecek nesillere dogru bir
sekilde aktarilmasi i¢in ¢ok dnemlidir (Smith ve ark., 2013).

Spermiyogenez sirasinda ¢esitli DNA onarim sistemleri gorev yapar. Rat ve
insanlarin  da dahil oldugu farkli organizmalara ait spermatosit ve yuvarlak
spermatidlerde BER gibi DNA onarim mekanizmalarinin olduk¢a etkin oldugu

bildirilmektedir (Olsen ve ark., 2001, Singh ve ark., 2019c).

Kesip Cikarma Onarimi

Kesip ¢ikarma onarim yolaklar1 temel olarak DNA zincirindeki hasar gormiis
segmentleri tanir, onlar1 uzaklastirir ve hasar gérmemis DNA zincirini kalip olarak
kullanarak DNA sentezini ger¢eklestirir. Kesip ¢ikarma onarimi baz ve niikleotit kesip
cikarma onarimi olmak tizere iki c¢esittir (Memisoglu ve Samson, 2000). NER
mekanizmas1t DNA sarmalinda biikiilme ve kivrilmalara neden olan timin dimerleri gibi
bozukluklarin giderilmesinde gorevli iken; BER DNA sarmalinda biikiilme ve
kivrilmalara neden olmayan baz lezyonlarmin ortadan kaldirilmasinda gorevlidir

(Gunes ve ark., 2015).
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2.10.1. Baz Kesip Cikarma Onarimi

BER yolagi, DNA sarmalinda bozulmalara neden olmayan oksitlenmis ya da
alkillenmis bazlar gibi lezyonlarimin ortadan kaldirilmasinda gorevlidir (Krokan ve
Bjoras, 2013). En 1yi bilinen ve en iyl tanimlanan baz lezyonu c¢ogunlukla OS’den
kaynaklanan 8-oxo-2’deoksiguanozindir (8-0x0-dG). 8-oxo0-dG lezyonu onarilmazsa
DNA replikasyonu sirasinda A ya da C ile eslesir ve G:C — T:A transversiyon
mutasyonuna neden olur. Ayrica mutant RNA transkriptlerine de sebep olabilir (Gunes
ve ark., 2015).

BER insan ve ratlarin germ hiicrelerinde oldukea etkili bir onarim yolagidir.
Insan ve ratlarin pre- ve post-mayotik germ hiicrelerinde BER proteinlerinin varlig: ve
bu proteinlerin fonksiyonel oldugu saptanmistir. BER spermatosit ve yuvarlak
spermatidlerde, hepatositlere gore daha etkin bir onarim yolagidir (Bellacosa ve Drohat,
2015). Olgun spermatozoada BER onarim mekanizmasi sinirlidir (Smith ve ark., 2013).
BER onarim yolagi, kendiliginden olusan ya da cevresel ajanlarin indiiklemesiyle
meydana gelen DNA lezyonlarin1 uzaklastirdigindan dolay1 gelecek nesillere aktarilma
ihtimali olan mutasyonlarin sayisini azaltir (Olsen ve ark., 2001). BER yolaginin
genomik kararlilik ve CpG yerlerinin metilasyon durumunun siirdiiriilmesi icin de
onemli oldugu bildirilmektedir (Bellacosa and Drohat, 2015).

BER yolagi izole bir yolak degil diger onarim yolaklart ile etkilesim igerisinde
olan bir yolaktir (Limpose ve ark., 2017). Bir onarim yolaginin sadece spesifik bir
hasar1 onarmadig1r ayni zamanda diger onarim yolaklar1 ile etkilesime girerek farkli
hasar tiplerini de onarabildigi bildirilmektedir. Ornegin BER yolaginda gorevli
enzimlerden biri olan mediator kompleks subunit 1 (MED1, MBD4 olarak da bilinir)
MMR sisteminin biitiinliigiiniin korunmasiyla da iliskilendirilmektedir (Cortellino ve
ark., 2003). BER yolag1 fonksiyonlarini koordine ve modiile etmek i¢in diger DNA
onarim yolaklarinin bilesenleri ile etkilesime girer. Cok sayida BER proteini BER’in
aktivitesini etkileyebilen ¢esitli PTM’lerle modifiye edilir. PTM’ler yolaklarin birbirleri
ile etkilesimini etkileyebilir. NER bilesenleri BER’1 baglatan ¢esitli N-glikozilazlar ile
etkilesimleri araciligiyla BER substratlarinin etkili bir sekilde onarimini saglayabilir.
DNA yapisindaki G:T yanlis eslesmelerini tantyan TDG (timin DNA glikozilaz) enzimi
NER yolaginda rol alan kseroderma pigmentosum grup C (XPC) proteini ile etkilesim
icerisindedir. XPC proteini TGD glikozilazlarin AP yerlerden ayrilmasini uyarir. XPC
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ve Cockayne syndrome (CS) Group B (CSB) proteinleri OS’nin indiikledigi DNA
hasarmin BER yolagi ile onarilmasini etkileyebilir. CSB proteinleri BER
glikozilazlardan biri olan nei benzeri DNA glikozilaz 1’in (NEIL1) etkili bir onarim
yapabilmesi i¢in de gereklidir. Timin glisol gibi okside baz hasarlarin1 taniyan nth
benzeri DNA glikozilaz 1 (NTHL1) enzimleri ise NER yolagindaki proteinlerden biri
olan kseroderma pigmentosum grup G (XPG) proteini ile etkilesim igerisindedir
(Limpose ve ark., 2017).

BER c¢ok sayida enzim ve kofaktoriin gérev yaptigl bir onarim yolagidir. Bu
yolak ile baz lezyonlarinin onarilmasi 5 farkli enzim ¢esidinin aktivitesini gerektirir. Bu
enzim cesitleri glikozilaz, endoniikleaz, liyaz, polimeraz ve ligazdir (Beard ve ark.,
2019). BER mekanizmasinda gorev alan faktorler uzayan ve uzamis spermatidlerde

belirlenmistir (Leduc ve ark., 2008).

Baz Kesip Cikarma Onarim Mekanizmasi

BER yolagi DNA glikozilazlar tarafindan hasarin taninmasi ve hasarli bolgenin
kesilip ¢ikarilmasi ile baslar (Sancar ve ark., 2004). Insanlarda her biri ¢ok az sayidaki
lezyonun uzaklastirilmasi i¢in spesifiteye sahip olan 11 farkl glikozilaz tanimlanmistir
(Kennedy ve ark., 2018). Monofonksiyonel glikozilazlar sadece baz ekzisyonunu
katalizleme yetenegine sahip iken; bifonksiyonel glikozilazlar apirimidik-apurimidik
(AP) yerde omurgayr 3' uctan kesebilen liyaz aktivitesini de sahiptir ve fosfodiester
omurgada tek zincir kirigi ile sonuglanan kesim yapar (Brooks ve ark., 2013).

DNA glikozilazlar degisiklige ugramis DNA bazin1 tanir ve hasarli bazi
deoksiriboza baglayan N-glikozidik bagi keser. Bu bagin kesilmesi AP yer olusumuna
neden olur (AP yer, DNA seker fosfat omurgasinda bazin olmamasi) (Sancar ve ark.,
2004). DNA’da ¢esitli gikozilaz enzimlerinin glikozidik bagi kesmesi ile olusan AP
yerler spontan olarak da meydana gelebilir (Nazarkina ve ark., 2007). Tek zincirde
olusan ¢entik ya DNA ligaz III tarafindan kisa yamali (short-patch) yolak araciligiyla ya
da DNA ligaz I tarafindan uzun yamali yolak (long-patch) araciliiyla islenir. Bazin
uzaklastirilmasindaki baslangi¢ olayma ve doku tipine bagl olarak onarim yolagi kisa
ya da uzun yamali alt onarim yolaklarindan biri ile devam eder. Kisa yamali onarim
yolaginda hasarli baz glikozilaz/AP liyazla uzaklagtirildiktan sonra AP endoniikleaz 1
(APE1) hasar yerindeki 5’ bag1 keser ve 1 niikleotitlik arayr doldurmak i¢in PolB’ nin

hasar yerine gelmesini saglar. Polf’nin DNA sentezini ger¢eklestirmesinin ardindan
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Lig3/XRCC1 komleksi boslugu doldurur. AP yer hidrolitik glikozilazlar ya da spontan
hidroliz ile olusturuldugunda ise onarim genellikle uzun yamali yolak araciligiyla
devam eder. Bu yolakta da APE1 5’ fosfodiester bag1 keser fakat bu defa RFC/PCNA-
Pold/e kompleksi DNA sentezini gergeklestirir. Flap yapisi flap endoniikleaz 1 (FENT1)
tarafindan uzaklastirildiktan sonra meydana gelen c¢entigi ligaz I kapatir ve bodylece

hasar ortadan kaldirilmis olur (Sekil 4) (Sancar ve ark., 2004).
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Sekil 4. Baz kesip ¢ikarma onarim mekanizmasi (Sancar ve ark., 2004)
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XRCC1

Kromozomal lokasyonu 19q13.2 olan XRCCI geni 633 aminoasitten olusan
kendisiyle aymi isimli XRCC proteinini kodlar. Molekiiler iskele proteini olarak
siniflandirilan XRCC1 proteini BER, NER, tek zincir kirik onarimi (single strand break
repair, SSBR) ve NHEJ onariminda gorevlidir (Caldecott, 2019, Moser ve ark., 2007,
Nazarkina ve ark., 2007, Saribasak ve ark., 2011). XRCC1 proteini bir takim protein
ve/veya molekiilerle etkilesime girdigi ¢esitli bolgelerden olusur. Bu bolgeler Polp ile
etkilesimde olan ve 160 aminoasitten olusan N-terminal domaini (NTD); poly(ADP-
riboz), PARP1, PARP2 ve DNA ile etkilesimde olan ve 90 aminoasitten olusan merkez
BRCAT1 C-terminal (BRCT) bolgeleri ve DNA ligaz III’e baglanan 100 aminoasitlik C-
terminal BRCT bolgeleridir. Bu ii¢ bolge 2 baglayici bolgeyle (linker 1 ve linker 2)
birbirinden ayrilir (Sekil 5) (Caldecott, 2019). XRCC1 farkli etkilesim bolgeleri
araciligiyla yolakta gdrevli olan diger proteinleri bir arada tutarak DNA substratlarinin

bir enzimden sonraki enzime geg¢isini optimize eder (Nazarkina ve ark., 2007).

1 160 315 403 533 633

PCNA APELI&DNA pgjo Primaz
Glikozilazlar

Sekil 5. XRCCI1 protein bolgelerinin pozisyonlar1 ve bunlarin molekiiler etkilesimleri Sekilde XRCC1 ile
dogrudan etkilesimde olan protein ve molekiiller gosterilmektedir. NTD amino terminal bolgesi:
dogrudan POLB ve APEH’ye baglanir. Baglayici (linker) bolge: SUMOlasyon yerini igerir ve
buras1 TDG’ye baglanir, RIR-benzeri motif poliniikleotit kinaz-30-fosfataz (PNKP) icin diisiik
afinite etkilesim yerini ve niikleer lokalizasyon sinyalininin (NLS) bir kismin1 igerir. Poli (ADP-
riboz) (PARP1/2) ve DNA ile etkilesimdeki merkez BRCT bdlgesi (BRCT1), CK2 fosforilasyon
yerlerinin 3 kiimesini i¢eren linker bdlge, bu bolgelerden biri PNKP, aprataksin (APTX) ve
APLF ile etkilesimdedir, C-terminal BRCT bolgesi (BRCT2) LIG3 alfa ile etkilesimdedir
(Caldecott, 2019)
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XRCCI1 enziminin BER ara elemanlarina baglanmasi hasarli bazlarmn, AP
yerlerin ya da SSB’lerin dogru onarilmasi igin gereklidir. XRCCI1 proteini AP yer
iceren substratlar gibi DNA substratlari i¢in yiiksek afiniteye sahiptir. XRCC1’in DNA
hasar onarimindaki rolii cogunlukla yolakta yer alan diger proteinlerle etkilesimlerine
dayanir. Hem SSB onarimi hem de BER sirasinda XRCC1 proteini yolakta gorevli tim
proteinlerle etkilesim icerisindedir ve onlarin aktivitesini diizenler. XRCC1 c¢esitli
DNA glikozilazlarin ve APE1’in 3’RPaz aktivitesini uyarir. Fonksiyonel XRCC1 SSB
onariminda rol alan poliniikleotit kinaz, poly(ADP-riboz), polimeraz I ve II ve polf gibi
enzimlerle etkilesimi ve 6zellikle de DNA ligaz III'iin kararlilig1 aracilifiyla BER’in
post-insizyonu i¢in olduk¢a 6nemlidir (Nazarkina ve ark., 2007). XRCC1 aktivitesinin
ise transkripsyon faktorii E2F1 tarafindan diizenlendigi ve E2F1’in DNA onarimini
yonlendirdigi rapor edilmistir (Chen ve ark., 2008).

XRCCI proteini BER kompleksinin niikleer matrikste belirli bir lokasyonda
toplanmasini saglar. Kubato ve ark. (2016), hasarli kromatin iceren BER kompleksinin
onarim i¢in niikleer matrikste spesifik bir lokasyonda toplandigin1 ve bu toplanmanin
XRCCI-SNF2H etkilesimi araciligiyla yapildigin1 bildirmistir. SNF2H/SMARCAS
kromatin yeniden sekillenme faktoriidiir (Kubota ve ark., 2016).

DNA yapisinda oksidatif olarak indiiklenmis hasarlarin da dahil oldugu baz
hasarlarin1 ve zincir kiriklarimi indiikleyen lazer (355 nm, 0,165 w/) maruziyeti
sonrasinda XRCC1 proteininin polf’nin hasar yerine gelmesinde etkili oldugu
bildirilmistir (Beard ve ark., 2019). XRCC1 baz kesip ¢ikarma onariminda LIG3'l
stabilize ederek ligasyonu artiric etki yapar. XRCC1'den yoksun olan memeli hiicreleri,
BER tarafindan onarilan baz lezyonlarina neden olan DNA alkilleyici ajanlara karsi cok
hassastir (Krokan ve Bjoras, 2013, Shannon ve Stubbs, 1998). XRCC1 geninin
susturulmasinin embriyonik letalite ile sonuglandigi dolayisiyla XRCC1’in embriyonik
gelisim i¢in gerekli oldugu bilinmektedir (Tebbs ve ark., 2003). Walter ve ark. (1994),
normal gen¢ erigkin farelerin testislerinde, pakiten spermatosit ve yuvarlak
spermatidlerde Xrcc-1 ekpresyonunun fare somatik dokularindaki ekspresyona gore
anlaml ol¢lide yiiksek oldugunu rapor etmislerdir (Walter ve ark., 1994). Uzayan
spermatidlerde erken asamalarda eksprese edilen XRCCI, bu hiicrelerde kromatinin
yeniden sekillenmesinde gorev alir ve bu siiregte DNA onarim kapasitesine sahiptir

(Zheng ve ark., 2012). XRCCI1 insan testisinde Sertoli hiicreleri, spermatogonyum,
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spermatosit ve yuvarlak spermatidlerde yiiksek diizeyde eksprese edilirken uzamis
spermatidler ve olgun sperm hiicrelerinde eksprese edilmez. Geng bireyler, varikoseli
bulunan infertil hastalar ve yash bireylerle karsilastirildiginda XRCC1, PARP-1, aktif
kaspaz 3 ve catal agizli PARP-1’in spermatositteki ekspresyonunun daha yiiksek oldugu
bulunmustur (p<0,001). Bu durum infertil hastalar ve yaslh bireylerde DNA onarimi ve
apoptozun spermatogenezin erken asamalarinda daha yiiksek oldugunu bildirmektedir
(El-Domyati ve ark., 2010).

XRCCT’in testisteki ekspresyonunun diger dokulardan daha yiiksek olmasi ve
pre- ve post-mayotik hiicrelerde BER yolaginin olduk¢a etkin bir yolak olmasi
XRCCT’in spermiyogenez sirasinda onemli bir faktér oldugunu gdsterir (Garcia-
Rodriguez ve ark., 2018). Yetiskin insan testisinde 6zellikle spermatosit ve yuvarlak
spermatidlerde XRCC1 ekspresyonu yliksektir. Normal yetigkin testisi ve infertil testisi
arasinda XRCC/ geninin farkli ekspresyon ozelligi gosterdigi belirlenmistir. Siddetli
oligospermik ve oligoastenospermik bireylerin normospermik ve fertil kontrollere
kiyasla daha diisiik XRCC1 transkript ve protein seviyesine sahip oldugu ancak daha
yiiksek yH2AX seviyesine sahip olduklar1 belirlenmistir (p<0,001). Azospermik
erkeklerin spermatosit ve yuvarlak spermatidlerinde XRCC1 mRNA ve protein
seviyesinin azaldigi bulunmugstur. XRCC1 ekspresyonundaki bu azalmanin DNA hasari,
apoptoz ve germ hiicre kaybindaki artisla iliskili olabilecegi bildirilmektedir. XRCCl1
ekspresyon seviyesinin infertilite fenotipinin ciddiyeti ile iligkili oldugu onerilmektedir
(Singh ve ark., 2019¢). Insanlarda olgun sperm hiicreleri oksidatif stresten kaynaklanan
DNA hasarina karst sinirli bir onarim kapasitesine sahiptir. Bu hiicrelerde 8-OHdG
eklentisini tantyan OGG1 glikozilaz enzimi aracili tamamlanmayan yarim kalmis bir
BER onarim mekanizmasi vardir. Olgun sperm hiicreleri BER onarim yolaginin asagi
yondeki elemanlar1 olan XRCC1 ve APE1 enzimlerine sahip degildir. Dolayisiyla
spermatozoal DNA’da oksidatif stresten kaynaklanan 8-OHdG baz eklentisi gibi baz
lezyonlar1 bifonksiyonel OGG1 enzimi ile uzaklastirilir ve onarim bu agamada sonlanir
(Smith ve ark., 2013). Bu yiizden spermatogenez siirecinde germ hiicrelerinde etkili bir
baz kesip ¢ikarma onariminin olmasi gerekir. BER yolaginin uygun ve dogru fonksiyon
gostermesi; (i) olgun spermatozoada 8-OHdG seviyesinin miimkiin olan en diisiik
seviyede olmasini saglayacak, (ii) tek zincir kirig1 gibi BER ara elemanlarinin birikerek

gelecek nesillere mutasyon olarak aktarilma olasiligini azaltacak ve (iii) bu tek zincir
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kiriklarinin  hiicre i¢in daha tehlikeli bir hasar tipi olan ¢ift zincir kiriklarina
doniismesine engel olabilecektir (Garcia-Rodriguez ve ark., 2018, Garcia-Rodriguez ve
ark., 2019). Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada insan spermatozoasinda diisiik
seviyede XRCC1 transkript ve proteininin bulundugu bildirilmistir. Bu durumun
nedeninin spermatogenez sirasindaki bol miktarda bulunan XRCCI1 transkript ve
proteinlerinden geriye kalanlarin oldugu tahmin edilmektedir. Farkli infertilite
fenotipine sahip bireylerin testislerindeki XRCC1 mRNA seviyesi ile olgun sperm
hiicrelerindeki mRNA seviyesinin birbiriyle ortlismesi de bu fikri destekler niteliktedir
(Singh ve ark., 2019c).

XRCC1 genindeki tek niikleotit polimorfizmleri DNA onarim kapasitesindeki
degisiklikler ve erkek infertilitesi ile iliskilendirilmektedir. Bu degisiklikler kompleks
hastaliklara hassasiyeti ve bireylerin tedaviye verdikleri cevabi etkileyebilir. Zheng ve
ark. (2012), Kuzey Cin Han popiilasyonunda PZR-RFLP yontemini kullanarak XRCCI
geni 1525487 (Arg399Gln) polimorfizmi ile idiyopatik azospermi arasinda bir iliski olup
olmadigini arastirmistir. XRCCI'in rs25487 polimorfizminin idiyopatik azospermiye
genetik yatkinlik i¢in bir marker ve A allelinin bu popiilasyonda idiyopatik azospermi
icin risk faktorii olabilecegini bildirmislerdir (Zheng ve ark., 2012). XRCCI
polimorfizmi, erkek infertilitesi ya da SDF {izerinde istatiksel olarak anlamli olmayan
cok kiiciik bir etkiye sahiptir. Ancak, polisiklik aromatik hidrokarbon (PAH) maruziyeti
ve XRCCI polimorfizminin erkek infertilite riski iizerine anlamli bir etkisi oldugu
belirtilmektedir (Ji ve ark., 2010). Idiyopatik erkek infertilitesi ile DNA onarim genleri
XRCC1 ve LIG4 gen polimorfizmleri arasindaki iliskinin degerlendirildigi bir caligmada
ise LIG4 Thr9lle polimorfizmi ile erkek infertilitesi arasinda istatiksel olarak anlamli bir
iliskili bulunurken, XRCC1 Arg399GIn polimorfizmi ile infertilite arasinda bdyle bir
iliski  bulunamamustir. Fakat, ayn1 ¢alismada GG/CT ve GA/CT genotip
kombinasyonunun infertilite riskini sirasiyla 3,5 ve 4 kat artirdigi bildirilmistir
(Ghasemi ve ark., 2017). Ug yiiz doksan dokuzuncu kodon tarafindan kodlanan arjinin
aminoasitinin glutamine doniismesine neden olan Arg399GIn polimorfizmi PARP
baglayici bolgede meydana gelir. XRCCI Arg399GIn ve OGGI Ser326Cys
polimorfizmleri ile erkek infertilitesi ve seminal parametreler arasindaki iliskiyi
degerlendiren Garcia-Rodriguez ve ark. (2018), DNA onarim genlerindeki

polimorfizmlerin diisiik enzim aktivitesi, anormal semen parametreleri ve erkek
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infertilitesi ile iliskili oldugunu bildirmistir. Arastirmacilar, XRCC1 enziminin olgun
spermatozoada aktivite gostermemesinden dolayt XRCCI geninde meydana gelen
genetik degisikliklerin (polimorfizmler) OGG1 enzimini kodlayan gende meydana
gelen degisikliklerden daha 6nemli oldugunu vurgulamiglardir (Garcia-Rodriguez ve

ark., 2018).

XRCC1 ve Tek Zincir Kiritk Onarimi

Insan hiicrelerinde XRCC1 proteini baz kesip ¢ikarma onariminin yam sira
SSB onariminin etkili bir sekilde gerceklesmesi ve genomik kararliligin korunmasi icin
de gereklidir. SSB ve BER onarim yolaklari, SSB lezyonunun dogasina ve orijinine
bagli olarak birbiriyle oOrtiisen olduk¢a koordine enzimatik basamaklar gerektirir.
SSB’ler DNA’nin maruz kaldig1 bir hasar sonrasinda dogrudan ortaya cikabilecegi gibi
BER vyolagi sirasinda olusan ara elemanlar ya da deoksiriboz sekerin hasara ugramasi
yoluyla dolayli olarak da ortaya ¢ikabilir. En yaygin DNA lezyonlarindan olan tek
zincir kiriklart etkili bir sekilde onarilmadiklarinda mutasyonlarin birikmesine ve/veya
cift zincir kiriklarina neden olarak hiicrelerin hayatta kalmasi ve genetik stabilitesi igin
cok onemli bir tehdit olabilir. XRCCI ekspresyonundan yoksun hiicre hatlar1t DNA
hasar ajanlarina karsi ¢cok hassastir. XRCC1 proteininin SSB onariminda rol alan ¢esitli
enzimlerle fiziksel etkilesime girdigi ve onarimi kolaylastirdigi bilinmektedir. SSB
hasarmi indiikleyen faktor(ler)e (alkilleyici ajanlar, H2O> gibi) bagli olarak XRCCI-
bagimli SSB onarimi hiicre siklusunun tiim fazlarinda meydana gelebilecegi gibi sadece
S/G2 fazinda da meydana gelebilir (Brem ve Hall, 2005, Caldecott, 2003, Chen ve ark.,
2008). XRCCI1 proteini Polf, Liglll-a, PNKP ve APTX proteinlerinin hasar yerinde
toplanmasi icin iskele protein gorevi yaparak DNA tek zincir kiriklarinin onarilmasini
hizlandirir (Sekil 6). XRCC1 enziminin merkez BRCT domaininin poly(ADP riboz) ve
DNA i¢in es zamanl olarak baglanabilecekleri, birbiriyle ortiismeyen farkli baglanma
yerlerini icermektedir. DNA baglanma yerlerindeki mutasyonlar in vitro da XRCC1’in
DNA hasar yerine gelmesini ve burada kalmasini etkilerken in vivo da SSB onariminin

bozulmasina sebep olur (Polo ve ark., 2019).
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Dolayh S5B'ler Dogrudan 55B'ler
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Sekil 6. S/G2’ye 06zgli XRCCl-bagimli SSBR. Kalip zincirdeki (siyah) onarilmamig SSB DNA
replikasyon mekanizmasi ile (sar1 oval) karsilasir ve ¢atalin dniinde onarilir. (A) Alternatif olarak
SSB replikasyon catalint bozar ve DSB kirig1 olusturur. (B ve C) Bu durumda homolog
rekombinasyon reaksiyonlar1 Holliday baglantis1 ve replikasyon catalinin restorasyonu ile
sonuglanir. (D) SSB restore edilmis replikasyon ¢atalinin (alttaki zincir) alt tarafinda hala vardir,
eger onarilmazsa replikasyon devam ederken DSB yeniden meydana gelir. Noktali kutular
SSBR’nin yapildig1 varsayilan yerleri belirtir. Kirmuzi halkalar olast hasarin varligm,

konvensiyonel olmayan ucu belirtir (Caldecott, 2003)

XRCC1 ve Homolog Olmayan Ug¢ Birlestirme (NHEJ) Onarimi

XRCCI1 proteini homolog olmayan ug birlestirme onarim yolaginda rol alir ve
DNA ¢ift zincir kiriklarinin onarimindan sorumludur. NHEJ yolagi onarim igin
homolog bir kalip gerektirmedigi i¢in hiicre siklusu boyunca aktiftir. NHEJ yolagi
klasik ve alternatif NHEJ (alt-NHEJ) olmak iizere 2 cesittir. Klasik NHEJ (c-NHEJ)
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genel olarak ¢ift zincir kiriginin Ku70 ve Ku80 alt {initelerini iceren Ku heterodimeri
(Ku) tarafindan taninmasi ve hasar yerine baglanmas ile baslar. Bu heterodimer NHEJ
mekanizmasinda rol alan diger faktorlerin DNA lezyonuna toplanmasini ve kararliligini
saglar. Ayrica DNA uglarini birbirine baglayarak ug¢ kararliligini artirir ve DNA bagiml
protein kinazin (DNA-PKcs) aktivasyonunu saglar. Kirik wuglarin ligasyonu
XRCC4/Lig4 kompleksi ve XRCC4 benzeri faktor (XLF) ile saglanir. Ligasyonun
ardindan NHEJ kompleksi ¢oziiliir ve boylece onarim siireci tamamlanir (Davis ve ark.,
2014). C-NHEJ mekanizmasinda rol alan Ku70, Ku80, XRCC4 ve Lig 4 yolagin esas
bilesenleridir. Bu faktdrlerden bir ya da birkaginin bulunmamasi durumunda DSB’lerin
onarimi etkinligi daha az olan alternatif NHEJ ile yapilir (Boboila ve ark., 2012). Alt-
NHEJ mekanizmasina 6zgii bir faktor karakterize edilmemistir. Bu mekanizma birden
cok DNA onarim yolaginda gorevli olan proteinlerle yiirtitiiliiyor gibi goériinmektedir.
Baz kesip ¢ikarma onariminda rol alan PARP1, XRCCI1, LIG3 ve zincirler arasindaki
capraz baglarin onarimindan sorumlu BRCA1 ve fankoni anemi grup D2 (FANCD?2)
proteinleri bu proteinler arasinda yer almaktadir (Kang ve Yan, 2018).

Erkek germ hiicrelerindeki ¢ift zincir kirik onarimi somatik hiicrelerdekine
gore daha yavastir. Farelerin yuvarlak spermatidlerinde Parpl ve XRCC1 ekspresyonu
oldugu bildirilmistir. Bu nedenle bu hiicrelerde alternatif Parpl/XRCC1 bagimli NHEJ
yolaginin aktif olup olmadigi Ahmed ve ark. (2010), tarafindan arastirilmistir.
Aragtirmacilar bu amagla DNA-PKcs’den yoksun olan SCID farede DNA onarimini
degerlendirmistir. Calisma sonucunda Parp1/XRCCI1 yolagmin yuvarlak spermatidlerde
aktif oldugu fakat spermatogenezin ilerleyen asamalarinda onarim kapasitesinin azaldigi
bildirilmistir. Ayrica yuvarlak spermatidlerin yani sira ge¢ spermatositlerde de Parpl ve
XRCCI ekspresyonunun yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu durumun sebebinin ise BER
ile iliskili olabilecegi dnerilmistir (Ahmed ve ark., 2010).

2.10.2. Niikleotit Kesip Cikarma Onarim

Niikleotit kesip ¢ikarma onarim siireci insanlarda 40’dan fazla gen tarafindan
kodlanan ¢esitli proteinlerin birbirini izleyen faaliyetleriyle gergeklesir. Bu genlerden
bazilarinda meydana gelen mutasyonlar Xeroderma pigmentosum (XP), cockayne
sendromu, fankoni anemisi, XFE progeroid sendromu, serebro-okiilo-fasiyo-sketal
sendromu ve trikotiyodistrofin gibi hastaliklara neden olur (Ferri ve ark., 2019, Kokic

ve ark., 2019). NER yolagt DNA’nin heliks yapisim1 bozan lezyonlarin ortadan
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kaldirilmasindan sorumludur (Kusakabe ve ark., 2019). Siklobiitan pirimidin-primidin
dimerleri ve benzo(a)piren-guanin gibi DNA baz eklentileri NER tarafindan onarilan
lezyonlar arasinda yer alir. Bu lezyonlar UV, kemoterapik ajanlar (6rnegin cisplatin),
sigara ve radyasyon ile indiiklenebilir (Sancar ve ark., 2004). NER mekanizmasi
genomik DNA’nin  yapisina katilan riboniikleotit monofosfatlarin  genomdan
uzaklastirilmasinda da rol oynar. Fakat insanlarda NER mekanizmas1 araciligiyla
genomik DNA’dan riboniikleotit monofosfatlarin uzaklastirildigina dair bir kanit
bulunamamaistir (Lindsey-Boltz ve ark., 2015).

DNA’daki kimyasal olarak heterojen AP lezyonlarindan bazilari endoniikleaz
API’e dolayisiyla BER mekanizmasi ile onarima karsi dayaniklidir. NER yolaginin
BER tarafindan onarilamayan AP yerlerin giderilmesinde rol oynadigi ve APEl’e
duyarl olanlarin da onarimini artirdig1 bildirilmektedir (Kitsera ve ark., 2019).

Niikleotit kesip ¢ikarma onarim mekanizmasi global NER (GG-NER) ve
transkripsyonla baglantili NER (TC-NER) olmak iizere 2 alt yolaktan olusur
(Matsumoto ve ark., 2015). GG-NER genomun tamamindaki DNA lezyonlarmin
onarilmasindan sorumlu iken TC-NER aktif olarak transkripsyona ugrayan genlerin
kodlayici zincirinde meydana gelen lezyonlarin giderilmesinden sorumludur (Olsen ve
ark., 2005). GG-NER yolagindaki bozukluklar kansere yatkinlikla sonuglanir. TC-
NER’deki bozukluklar ise XP ve cockayne sendromu gibi c¢esitli hastaliklarla
iliskilendirilir (Marteijn ve ark., 2014). TC- ve GG-NER alt yolaklar1 hasarin taninma
asamasinda farkliliklar gosterir (Sabarinathan ve ark., 2016). DNA hasarinin taninmasi
onarimin etkinligini belirleyen oldukca kritik bir basamaktir. TC-NER’de DNA hasar1
RNA polimerazin transkripsyon sirasinda bir lezyonla karsilastiginda durmasi ile
saptanir. Duraklayan RNA polimeraz enzimi cockayne sendromu proteinleri A ve B nin
(CSA ve CSB) toplanmasma yardim eder (Kobaisi ve ark., 2019). GG-NER’de ise
XPC, RAD23B ve Centrin2 proteinleri DNA sarmalindaki modifiye bazlardan
kaynaklanan termodinamik destabilizasyonu ve/veya lokal biikiilmeleri tanir (Sekil 7).
XPC-RAD23B DNA'da rasgele bir sekansa baglanir ve DNA boyunca sekme
hareketleriyle yayilir. XPC-RAD23B'nin bu sekilde hareket etmesi DNA iizerindeki
protein engelleri gecerek DNA lezyonunu hizli bir sekilde aramasini saglar. DNA
zincirinde AT-zengin (AT-zengin bolgelerde sik sik gecici agilmalar meydana gelebilir)

bolgelerle karsilasildiginda XPC-RAD23B’nin hareketi gegici olarak sinirlanabilir.
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XPC'nin siklobiitan primidin dimerlerini saptama etkinligi olduke¢a diisiiktiir, bu yiizden
UV-DDB siklobiitan primidin dimerlerinin XPC ile taninmasini kolaylastirir (Cheon ve
ark., 2019). Hasarin taninmasimin ardindan meydana gelen asamalar her iki alt yolak

icin de aynidir (Kobaisi ve ark., 2019).
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DNA Sentezi ve Lizasyonu

Sekil 7. GG- ve TC NER de hasarin taninmasi (Kobaisi ve ark., 2019)

Niikleotit Kesip Cikarma Onarim Mekanizmasi

Niikleotit kesip ¢ikarma onarim mekanizmasi tek hiicreli bakterilerden ¢ok
hiicreli kompleks organizmalara kadar tiim canlilarda benzer basamaklardan olusan bir
onarim yolagidir. NER yolag1 genel olarak DNA’nin sarmal yapisini bozan lezyonun
taninmasi, lezyon igeren bolgenin kesilerek uzaklastirilmasi, kesim sonrasi olusan
boslugun tamamlayici zincirin kalip olarak kullanilmasiyla yeniden sentezlenmesi ve
yeni sentezlenen DNA dizisi ile bitigigindeki DNA dizisi arasinda olusan centigin
kapatilmasin1 iceren basamaklardan olusur (Spivak, 2015). NER yolaginda DNA
lezyonunun taninmasinin ardindan bu hasarin dogrulugunun saptanmasi énemlidir. Bu
sekilde hasar igermeyen DNA bolgelerinin kesilmesi engellenir (Sugasawa, 2016).
Hasarin dogrulanmasi siirecinde TFIIH ile birlikte XPD helikaz1 ve XPB proteini rol

oynar. XPA ve XPG proteinleri de bu siirece yardimci olan proteinlerdir. XBP proteini
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cift zincirli DNA’ya baglanirken XPD proteini tek zincirli DNA’nin 3’ uzantisina
baglanir. XPA’nin varliginda XPD tarafindan DNA ¢6ziilmesinin 4 kat, XPG varliginda
ise 20 kat arttig1 bildirilmistir. XPA proteini onarim kabarciginin sinirlarini belirler ve
bu kabarcigin 5’ ucunun taninmasina katkida bulunur (Kokic ve ark., 2019). TFIIH ve
diger proteinlerin baglanma yeri hasar igermiyorsa XPB ve XPD helikazlar ile ATP
hidrolizi DNA iizerindeki kompleksi ayirir. Eger baglanilan yer lezyon igeriyorsa, ATP
hidrolizi DNA lezyonunun etrafinda yaklasik 25 baz ciftlik (base pair, bp) bir acilmaya
neden olur ve hasar yerinde kararli bir kesim 6ncesi kompleks (PIC1) olusturur. Bu
noktada endoniikleaz XPG kesim yapmaz. Lezyonda daha kararli ikinci bir kesim
oncesi kompleks (PIC2) olusturmak amactyla komplekste XPG, XPC ile yer degistirir.
XPG lezyonun 3’ ucunda kesim yapar. Son olarak iiclincii bir kesim oncesi kompleks
(PIC3) olusturmak i¢cin XPA ile etkilesimdeki ERCCI1-XPF komplekse katilir ve
lezyonun 5’ ucunda kesim yapilmasini saglar. Hasarli zincir 6th+3 fosfodiester
bagindan kesilir ve kesim sonucu olusan 24-32 niikleotitlik oligomer salinir. Olusan
bosluk replikasyon yardime1 proteinleri olan proliferating hiicre niikleer antijen (PCNA)
ve replikasyon faktor C’nin (RFC) yardimiyla Pold/e ve Pol « tarafindan doldurulur.
DNA sentezinin tamamlanmasinin ardindan DNA ligaz [Ilao/XRCC1 ya da DNA ligaz I
ile ¢entik kapatilir (Sekil 8) (Sancar ve ark., 2004).
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Sekil 8. NER onarim mekanizmasi (Schérer, 2013)

Yabanil tip fareler ve NER mekanizmasi ile iligkili homozigot/heterozigot gen
mutasyonlarina sahip fareler arasindaki farkliliklar1 belirlemek amaciyla yapilan
epidemiyolojik bir ¢alisma sonucunda homozigot ve/veya heterozigot nakavt farelerde
iiremenin bozuldugu sonucuna varilmistir (Tsai ve ark., 2005). Fakat Andreassen ve ark.
(2011), coklu barsak tiimorlii Min (Multiple Intestinal Neoplasia, Min ) fare modelleri
ile yaptiklar1 bir ¢calisma sonucunda biiyiikk DNA eklentilerinin onarilmasiin normal
spermatogenez icin gerekli olmadigini belirtmislerdir. Min fare modelleri (B6Min'")
yiyeceklerde bulunan mutajenik bilesiklere (2-amino-1-metil-6-fenilimidazo[4,5-
b]pridine, PhIP gibi) karsi oldukca hassastir. Bu fareler spontan olarak timor
gelistirebilir ve PhIP’e maruziyet sonrasinda tiimdr biiyiikliigii ve sayisinda artig
gosterirler. NER yolaginim etkinligindeki azalmanin (genetik eksiklik, Xpa”) PhIP ile
indiiklenen genotoksisite igin bir risk faktorii olabilecegi ve dolayisiyla B6Min'" farede

spermatogenezi bozabilecegi diisiincesinden hareket eden aragtirmacilar, farkli genotip
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kombinasyonuna sahip fare modellerinde spermatogenezi calismislardir. Caligsmalari
sonucunda B6 Min" Xpa™ farelerde B6Min"Xpa™* olanlara gore daha az yavru elde
edildigi bildirilmistir. Normal spermatogenezin gostergesi olan farkli testikiiler hiicre
tiplerinin dagiliminin ve testis agirliklarinin genotiplere bakilmaksizin PhIP’e maruz
kalan ve kalmayan grup arasinda farklilik gostermedigi bulunmustur (Andreassen ve
ark., 2011). Baz1 NER genlerindeki (XPA, XPB, ERCC2, ERCC3, ERCC4 ve DDB2
gibi) mutasyonlar sonucu olusan XP hastalig1 (Black, 2016) tasiyicilarinin %12'sinde
seksiiel gelisimin tamamlanmadigi bildirilmektedir. Spesifik patojen icermeyen
kosullarda iki yil siireyle tutulan XPA®") farelerde testisin yasa bagiml1 olarak azaldig1
ve seminifer tiibiillerin bozuldugu rapor edilmistir. Yirmi dort aylik XPA®") farelerde
spermatazoa bulunamamustir. XPA®” farelerde belirlenen spontan tiimér olusum
insidansiin XPA®" farelere kiyasla daha yiiksek oldugu 6nerilmistir (Nakane ve ark.,
2008). Farelerde inaktive edilen ilk NER geni olan erccl kendisiyle ayni isimli ERCC2
proteinini kodlar. erccl geninin normal spermatogenez ve oogenez i¢in gerekli oldugu
Hsia ve ark. (2003), tarafindan yapilan ¢alisma sonucu ortaya konulmustur. NER
yolaginin yan sira rekombinasyon onariminda da rol alan ERCC1’in ekspresyonu germ
hiicrelerinde mayotik kross-overin sonrasinda en yliksek seviyededir. Erccl geninin
yoklugunda testiste oksidatif DNA hasar1 seviyesi ve DNA fragmantasyonunda, erkek
germ hiicrelerinde ise apoptoz seviyesinde artis gozlendigi bildirilmistir (Hsia ve ark.,
2003).

NER yolaginda yer alan genlerin polimorfizmleri ile insanlarda erkek
infertilitesi arasindaki iliskinin degerlendirildigi birka¢ calisma bulunmaktadir. Gu ve
ark. (2010a), farkli NER genlerine ait 4 polimorfizmin (XPA(—4) G/A, ERCCI C8092A,
XPD Lys751GIn ve XPF Ser835Ser) sperm DNA hasar1 ve erkek infertilitesi {izerine
olan etkisini aragtirmiglardir. Alt1 yiiz yirmi infertil erkegin dahil oldugu caligmada
XPA(-4) G/A polimorfizmi ve sperm DNA hasari arasinda anlamli bir iligki
bulunmustur. XPA(-4) A alleline sahip bireylerin G alleli tasiyicilarina gore daha fazla
DNA hasari ve daha diisiik sperm konsantrasyonuna sahip oldugu rapor edilmistir. Alt1
yliz yirmi infertil erkegin yani sira 385 kontrolii de iceren kohortta, XPA(—4) AA
genotipinin infertilite riskini 1.52 kat artirdig1 belirtilmistir. XPA(-4) A allelinin G
allelinden daha diigiik transkripsyonel aktiviteye sahip oldugu dolayisiyla XPA

promotorundaki -4G/A  polimorfizminin XPA’nin transkripsyonel aktivitesini
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degistirerek sperm DNA hasar1 ve erkek infertilitesine katki yapabilecegi onerilmektedir
(Gu ve ark., 2010a). Ayn1 aragtirmacilar tarafindan yapilan baska bir ¢calismada ise NER
genetik polimorfizmleri, PAH maruziyeti ve bunlarin sperm DNA hasari {izerine olan
etkileri arastirilmistir. XPA-4 AA genotipini tasiyan bireylerin XPA-4 GG genotip
tastyicilarina gore daha fazla DNA hasari bulundurdugu belirtilmistir. XPA-4 G/A
polimorfizmi ve PAH maruziyeti arasindaki etkilesimin sperm DNA hasari iizerinde
anlaml bir etkiye sahip oldugu bulunmustur (Gu ve ark., 2010b). ERCCI, NER
yolaginda DNA’daki biiyiik eklentileri 5° tarafindan kesmekle gorevlidir ve testisteki
ekspresyonu yiiksektir. ERCCI 8092 CA+AA genotipleri idyopatik azospermi risk
artistyla iliskilendirilmektedir (Ji ve ark., 2008).

ERCC2/XPD

Yirmi dort ekzondan olusan ERCC2 (XPD olarak da bilinir) geni 19 numarali
kromozomun uzun kolunun 13.3 bélgesinde bulunur (Xu ve ark., 2016). ERCC2
tarafindan kodlanan XPD proteini multifonksiyonel bir proteindir ve TFIIH nin temel
bilesenidir. TFIIH transkripsyon, NER ve hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi gibi ¢esitli
hiicresel siireglerde gorev alir. TFIIH iki alt kompleksten olusur. Cekirdek kompleksini
XPB, p62, p52, p44 ve p8 olustururken; CDK-aktive edici kinaz kompleksini CDK7,
siklin H ve MATI olusturur. XPD ise CAK ile ¢ekirdek kompleksi arasinda koprii
meydana getirir (Vashisht and Wohlschlegel, 2019). XPD protein-protein etkilesimleri
TFIIH kompleksinin stabilitesi ve helikaz aktivitesi i¢in dnemlidir (Fan ve ark., 2008).
XPD’nin 5°— 3’ helikaz aktivitesi DNA’nin yapisinda c¢esitli i¢ ve dis kaynakli
faktorler nedeniyle meydana gelen hasarli baz ve/veya biiyilk DNA eklentilerinin
saptanmasi, dogrulanmasi ve onarilmast i¢in mutlaka bulunmasi gereken bir proteindir.
Yedi yiiz atmis aminoasitten olusan XPD proteini 5°— 3’ helikaz aktivitesine sahip olan
SF2 helikaz ailesinin bir iiyesidir ve 4 karakteristik helikaz bolgesini igerir. Bu bolgeler
sa¢ tokasi (hairpin) domain 1 (HD1), HD2, 4Fe-4S ve arktir (Sekil 9) (Vashisht ve
Wohlschlegel, 2019). XPD'nin karakteristik domainlerinden olan 4Fe4S kiimesinin
demir siilfiir merkezi hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi, mitoz ve mitokondrial
fonksiyonlarin da dahil oldugu farkli fonksiyonlara aracilik etmek icin diger proteinlerle

etkilesime girebilir (Houten ve ark., 2016).
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Sekil 9. XPD proteininin bolgelerinin organizasyonu. Sekilde dort karakteristik helikaz bdlgesi (HD1),
HD2, 4Fe-4S ve Arch) gosteriliyor. XPD proteininin karboksi terminal uzantis1 (CTE) TFIIH 1n
p44 Dbileseni ile etkilesim icindedir. XPD mutasyonlar1 Xeroderma pigmentosum,
trikodiyodistrofi ve CS ile iliskilendirilmektedir. XP mutasyonlari mavi, XP ve CS mutasyonlari
mor ve trikodiyodistrofi mutasyonlar1 turuncu renkle gosterilmektedir (Vashisht ve

Wohlschlegel, 2019)

ERCC2 polimorfizmleri ve erkek infertilitesi arasindaki iliskinin
degerlendirildigi ¢esitli ¢alismalar literatiirde bulunmaktadir. DNA onarim genleri
XRCCI'n Argl94Trp ve Arg399GIn polimorfizmleri ile ERCC2 (XPD) (Lys751Gln)
polimorfizminin idiyopatik erkek infertilitesi ile iliskisinin arastirildigr bir ¢aligma
sonucunda, XPD 751Gln allelinin azospermi i¢in bir risk alleli olabilecegi bildirilmistir
(p=0,004). Lys/Lys genotipi XPD 751Lys/GIn + GIn/Gln genotipine kiyasla azospermi
riskiyle orta derecede iligkili bulunmustur. XPD ve XRCCI polimorfizmlerinin Cin
populasyonunda idiyopatik azospermi gelistirme riskine katkida bulundugu rapor
edilmistir (Gu ve ark., 2007). Ancak Ji ve ark. (2008), tarafindan yapilan baska bir
calismada ERCC2 Lys751GIn ve Asp312Asn polimorfizmleri ve idiyopatik erkek
infertilitesi arasinda bir iliski bulunamamistir (Ji ve ark., 2008). ERCC2 Lys751GlIn
polimorfizmi ile DNA fragmantasyonu arasinda anlamli bir iligki bulunamadig1 ve
bunun 6rneklem biiyiikliiglinden kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Gu ve ark., 2010a,
Gu ve ark., 2010b). Son zamanlarda Singh ve ark. (2019a), tarafindan ERCCI, ERCC2

ve XRCCI gen polimorfizmleri ve Asya kokenli erkeklerde infertilite riski arasindaki
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iligkiyi arastiran bir calismada meta-analiz, trial dizileme ve iligki analizleri yapilmistir.
Arastirmacilar ERCC2 751A>C tek niikleotit polimorfizminin AA genotipinin yliksek
infertilite riski ile iligkili oldugunu ve Hindistanli erkeklerde azospermi ve infertilite
riskindeki artisa katkida bulundugunu bildirilmistir (Singh ve ark., 2019a).

Idiyopatik oligoastenoteratospermi olgularinda BER ve NER yolaklarinda
gorev alan ve testisteki ekspresyonu yiiksek olan XRCCI ve ERCC2 genlerinin
promotor metilasyonunun sperm DNA fragmentasyonu ile olan iligkisinin
normospermik, fertil ve fertilitesi kanitlanmis erkekler ile kiyaslanarak arastirilmasi
yapilan tez ¢aligmasinin amacini olusturmustur. Ayrica, XRCCI ve ERCC?2 genlerinin
promotor metilasyon degisiklikleri ile sperm kromatin biitiinliigli ve klasik semen
parametreleri arasindaki muhtemel iligkinin arastirilmasi da tezin amagclar1 arasinda yer

almustir.
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3. MATERYAL VE METOD

Calismamizda, OAT'l1 infertil bireyler ile normospermik, fertil ve fertilitesi
kanitlanmis erkeklerdeki DNA fragmantasyonu, sperm kromatin kondensasyonu ve
DNA onarim genleri XRCCI ve ERCC2’nin metilasyon durumlar1 arasindaki olas1 iligki
arastirildi. Ayrica, bu parametrelerin klasik semen analizi sonuglariyla olan iliskisi de
degerlendirildi. Calismada, semen hacmi ve/veya konsantrasyonu DNA izolasyonu,
TUNEL ve sperm kromatin analizi i¢in yeterli olmayan 6rneklerde analizlerin tamami

yapilamamustir.

3.1. Calisma Grubu ve Ozellikleri

Tez calismasima Ondokuz Mayis Universitesi Hastanesi, Uroloji Polikinliginde
OAT tanisi alan infertilite hastalar1 dahil edilmistir. OAT tams1 Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) 2010 kilavuzuna (World Health Organization, 2010) gore yapilan semen
analiziyle konulmustur. Semen Ornekleri 2-5 giinlilk cinsel perhizin ardindan
mansturbasyon yoluyla elde edilmistir. Semen analizinde sperm konsantrasyonu 15
milyon/ml’nin, sperm motilitesi %32’nin ve sperm morfolojisi %4’iin altinda olan
hastalar OAT olarak kabul edilmistir. Calismaya yaslar1 19-51 arasinda olan ve OAT
tanist konulan 77 infertil erkek katilmistir. WHO 2010 kilavuzuna gére normal semen
parametrelerine sahip erkekler ile fertil erkeklerden (fertil erkekler ve fertilitesi
kanitlanmis erkekler) olusan toplam 51 birey ise kontrol grubunda yer almistir. Fertil
erkekler iki yasindan biiyiik bir ya da daha fazla ¢ocugu olan erkekler iken; fertilitesi
kanitlanmis erkekler 2 yas ve altinda ¢ocuga sahip olan erkeklerdir.

Tez ¢alismasinin etik agidan uygunlugunu gésteren etik kurul raporu (OMU
KAEK 2016/185) Ondokuz Mayis Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’na
yapilan basvuru sonucu alinmistir (Ek 1). Hasta ve kontroller arastirma konusunda
bilgilendirilmis, hasta onam formlar1 (Ek 2) okutulmus ve kabul edenler arastirmaya
dahil edilmistir. Calismaya katilan goniilliilerin se¢iminde gz Oniine alinan dahil
edilme ve edilmeme kriterleri asagida verilmektedir.

Goniilliilerin se¢iminde baz alinan dahil edilme kriterleri:

1. OAT’1olan infertil erkekler

2. Hasta ve kontrol grubundaki bireylerin 19-51 yas araliginin diginda olmasi

3. Kontrol grubunda yer alan bireylerin semen analizlerinin WHO 2010
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4.

klavuzuna goére normal aralikta olmasi
Kontrol grubunu olusturan erkekler ile hasta grubunu olusturan erkekler

arasindaki yas farkinin £5 olmasi

Goniilliilerin se¢iminde baz alinan dahil edilmeme kriterleri:

1.
2.

Hastalarin obstriiktif azospermi tanis1 almis olmasi
Klinik analizler sonucu hastalarda herhangi bir karyotip anomalisi, Y

kromozom mikrodelesyonu ve CFTR mutasyonunun tanimlanmasi

. Hasta ve kontrollerin 19-51 yas araliginda olmamasi

. Kontrol grubunu i¢in erkelerin yardimci tireme teknikleri ile ¢ocuk sahibi

olmas1

. Kontrol grubunu olusturan erkekler ile hasta grubunu olusturan erkekler

arasindaki yas farkinin £5’den fazla olmasi

Calisma kapsaminda hasta ve kontrollerden sadece semen Ornegi alinmis ve

aliman semen Ornegi ii¢ ependorf tiipiine paylastirlmistir. Tiiplerden biri TUNEL

analizinde kullanilmak iizere hazirlanmis, digeri taze olarak anilin mavisi ile boyama

yonteminde kullanilmistir. Son tiip ise DNA izolasyonunda kullanilmak {izere -20°C’ye

kaldirtlmistir.

3.2. Calismada kullanilan cihazlar

Thermocycler, GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA)

Real-time PCR cihazi (Rotorgene Q, Almanya)

MultiskanGo Spektrofotometre (Thermo Scientific, USA)

Isik mikroskobu (Olympus CX31, Tokyo, Japonya)

Floresan mikroskop (Olympus BX51)

Mikrosantrifiij (Herolab MicroCen. 13D)

Santrifiijler (Centaur 2, MSE, SANYO ve Jouan BR4)

Vortex (VELP Scientifica)

Buzdolob1

Derin dondurucu

3.3. Kullanilan stok kimyasal maddeler

500 ml %4’liik Paraformaldehit (pH:7.2)
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450 ml H,O
20 g paraformaldehit (PFA) (Merck, USA)

50 ml fosfat tuz tamponu (PBS) (Gibco, Thermo Fisher Scientific)
NaOH (pH ayarlanmasinda kullanilmak iizere) (Merck)

Somatik hiicre lizis tamponu

e 1 ml Triton X-100 (Sigma-aldrich, USA)
¢ 2 ml %10 sodyum dodesil siilfat (SDS)

e 200 ml dH,O

3.4. TUNEL Yontemi

DNA fragmantasyon analizinde kullanilan TUNEL ydntemi en yaygin
kullanilan iki yontemden biridir (Majzoub ve ark., 2017). TUNEL yontemi 6rnek
materyalin fiksasyonu, ekimi, permeabilizasyonu ve TUNEL reaksiyon karigimi ile
yapilan etiketleme asamasindan sonra 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) iceren
antifade ile (Temecula, California) boyama asamalarini i¢eren bir yontemdir (Kabartan
ve ark., 2019). Asagida ayrintilar1 verilen TUNEL analizi In Situ Cell Death Detection
Kiti, Fluorescein (Roche, Almanya) kullanilarak, kitin protokoliinde belirtilen bilgiler
dogrultusunda yapilmistir.

e Tunel analizi i¢in ayrilan semen 6rnegi 1500 rpm’de santrifiij edildikten

sonra supernatant atildi.
e Pellet PBS igerisinde yeniden suspanse edildikten sonra 1500 rpm’de

santrifiij edilerek supernatant uzaklastirildi ve fiksasyon agamasina gegildi.

Ornek Materyalin Fiksasyon

e Pellet paraformaldehit soliisyonu igerisinde fikse edildi.

e PFA igerisine fiske olmus 6rnek 2000 rpm’de santifiij edilerek siipernatant
uzaklagtirildi.

e Konsantrasyonu 1-5 milyon/sperm olacak sekilde PBS ile yeniden suspanse

edilen pellet ekim i¢in hazir hale geldi.

Ornek Materyalin Ekimi

1. Poli-L-lizin kapl lamlar 3 esit alana ayrildi ve bu alanlara bir miktar PB-
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stikroz damlatildi.
Lam f{izerindeki alanlara 200-300 pl 6rnek konuldu.

Hazirlanan slaytlar nemli ortam igerisinde bir gece bekletildi.

. Inkiibasyon siiresinin sonunda slaytlar 3 kez PBS ile yikand1 ve ekim

yapilan alanlardan en iyi olani etiketleme asamasinda kullanilmak iizere 1s1k
mikroskobu altinda belirlendi.
Bu iglemler sirasinda pozitif kontrol hazirland1i ve permeabilizasyon

asamasinda gecildi.

Ornek Materyalin Permeabilizasyonu

Permeabilizasyon solusyonu kullanimdan hemen dnce taze olarak hazirlandi.

1.

2.

Slayt tlizerindeki se¢ili alanlara 200-300 pl permeabilizasyon solusyonu
eklenerek karanlik ve nemli ortamda 10 dk bekletildi.
10 dk’lik inkiibasyon siiresinin ardindan slaytlar PBS ile yikandi ve

etiketleme asamasina gecildi.

Etiketleme ve Boyama Asamasi

Etiketleme islemi TUNEL reaksiyon karisimi kullanilarak gergeklestirildi.

TUNEL Reaksiyon Karisimin Hazirlanmasi:

TUNEL reaksiyon karisimi kullanimdan hemen once hazirlandi. Negatif

kontroller i¢cin 100 pl label soliisyonu ayirildi ve geri kalan 450 pl'lik label soliisyonu

ile 50 pl enzim karistirilarak TUNEL reaksiyon karisimi hazirlandi. Her ¢alismada TdT

enzimi konulmayan bir negatif kontrol ve H>O>’nin kullanilan bir pozitif kontrol yer

almistir. Etiketleme agamasinin ayrintilart asagida verilmektedir.

1.

Slayttaki Ornegin etrafi kurulandi ve Ornegin iizerine 50 pl TUNEL
reaksiyon karigimi eklendi.

37C"de nemli ortamda ve karanlikta 1 saat inkiibe edildi.

Siire sonunda slaytlar 3 defa PBS ile yikandu.

Slaytta yer alan 0rnekler lizerine DAPI igeren antifade damlatilarak lamelle

kapatildi ve floresan mikroskop ile incelendi.

Saytlar floresan mikroskopta (Olympus BX-51) 40x biiyiitme altinda analiz

edildi ve her bir 6rnek icin farkli alanlara ait goriintiilerden en az ii¢ fotograf alindi.

Fotograflama yapilirken farkli alanlara ait goriintiilerin en az 500 sperm hiicresini
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kapsayacak sekilde olmasina dikkat edilmistir. Fotograflama islemi yapilirken uygun
filtreler secilerek ayni alan i¢in hem TUNEL hem de DAPI sinyalleri icin eslenik
fotograflar ¢ekilmistir.

Floresan Mikroskop Goriintiilerinin Degerlendirilmesi

Foresan mikroskop goriintiilerine ait fotograflar Image J programi kullanilarak
analiz edilmistir. Program mikroskopta farkl: filtreler kullanilarak ¢ekilen fotograflarim
hem ayr1 ayr1 hem de merge edilerek goriintiilenmesine olanak vermektedir. Fotografta
yer alan sperm hiicrelerinden FITC (fluorescein) sinyal verenler TUNEL pozitif olarak
kabul edilmistir. TUNEL pozitif hiicre sayis1 ve toplam hiicre sayis1 kullanilarak DNA
fragmentasyon indeksi (DFI) hesaplanmistir. DNA biitlinliigti hakkinda bilgi veren DFI,
fragmentasyon igeren sperm hiicrelerinin yiizdesini vermektedir ve esik degeri %16,8

olarak bildirilmektedir (Sharma ve ark., 2016).

3.5. Anilin Mavisi ile Boyama Yontemi
Anilin mavisi ile boyama yontemi sperm kromatin yapisindaki niikleer
proteinlerin (histonlar ve protaminler) kompozisyonundaki farkliliklar hakkinda bilgi
veren bir yontemdir. Anilin mavisi ile boyama sonucunda protamin bakimindan zengin
olan olgun spermatozoa anilin mavisi ile ¢ok az boyanirken ya da hi¢ boyanmazken;
histon bakimindan zengin olan olgunlasmamis spermatozoa anilin mavisi ile boyanir.
Boyanma durumundaki bu farklilik 1s1k mikroskobu altinda (Olympus CX31, Tokyo,
Japonya) 1000x biiylitme ile her bir 6rnek i¢in en az 200 sperm hiicresi sayilarak anilin
(+), anilin (-) ve yarim boyanmis spermatozoa yiizdesi hesaplanir (Ovari ve ark., 2010).
Anilin mavisi (Sigma Aldrich, USA) ile boyama yoOnteminin basamaklar1 asagida
verilmektedir.
1. Anilin mavisi ile boyama yontemi i¢in ayrilan 1 ml semen Ornegi 2000
rpm’de santrifiij edildi.
2. Santrifiij sonrast siipernatant uzaklastirildi.
3. Pellet PBS i¢inde yeniden suspanse edilerek 2000 rpm’de santrifiij edildi.
4. Sonrasinda supernatant uzaklastirildi ve sperm konsantrasyonuna bagl
olarak pelletten 5-10 pl lama yayildi.
5. Lama vyayilan preparatin kurumasi saglandiktan sonra slayt %3’lik

glutaraldehit ile kapland1 ve bir siire kurumas1 beklendi.
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6. Kuruyan slayt anilin mavisi ve glasial asitten olusan soliisyonuna alinarak
15-20 dk beklendi.

7. Siirenin sonunda boyanin fazlas1t musluk suyu altinda alind1 ve slayt distile
su ile yikandi.

8. Bu asamada hazir hale gelen slaytlar 151k mikroskobunda 100’liik objektif
ile incelendi.

9. Her bir 6rnek i¢in en az 200 sperm hiicresi sayildi. Sayilan hiicrelerden
anilin (+), anilin (-) ve yarim boyali olanlar i¢in ayr1 ayr1 ylizde hesabi

yapildu.

3.6. XRCC1 ve ERCC2 Genlerinin Metilasyon Profilinin Belirlenmesi

TUNEL analizi ile DNA hasar1 tespit edilen 6rneklerden yeterli (>100 ng)
DNA konsantrasyonuna sahip olanlarin sperm DNA’lar1 kullanilarak XRCC1I ve ERCC2
genlerinin metilasyon durumu methylight yontemi ile analiz edilmistir. Bu amacla

izlenen yontemlerin ayrintilarina asagida yer verilmektedir.

3.6.1. Semen Orneginden Somatik Hiicre Lizis Tamponu ile Somatik
Hiicrelerin Uzaklastirilmasi

Semen oOrneginde bulunan sperm hiicrelerinden DNA izolasyonunu
gerceklestirebilmek amaciyla ilk olarak semen 6rneginde bulunan farkli tipteki somatik
hiicreler (epitel hiicreleri ve lokositler gibi) uzaklastirilmistir. Semenden bu hiicreleri
uzaklastirmak ve yalnizca sperm hiicrelerini elde etmek amaciyla somatik hiicre lizis
tamponu (somatic cell lysis buffer, SCLB) kullanilmistir (Mao ve ark., 2013). SCLB ile
semen Orneginden somatik hiicrelerin uzaklastirilmasi igleminin ayrintilarina asagida
yer verilmektedir (Gunes ve ark., 2018a).

1. Semen 6rnegi 1500 rpm’de santrifiij edilerek slipernatant atildi.
Pellet 1X PBS ile ¢6ziildii ve hafif bir vorteks ile karigsmasi saglandi.
Vorteks sonrasi tekrar santrifiij ger¢eklestirildi.
Siipernatant atilarak pellet tizerine 1X PBS ilave edildi.

PBS ile pellet karistirildiktan sonra 1500 rpm’de santrifiij yapildi.

AN i

Pellet aspire edildikten sonra SCLB (200 ml distile su i¢inde Iml Triton
x100+ 2ml %10 SDS) icerisinde iyice ¢ozildii.
7. SCLB icinde ¢oziinen pellet 15ml’lik tiipe aktarilarak iizerine bir miktar

52



10.

11.
12.
13.
14.
15.
16.

17.
18.

daha SCLB eklendi ve vorteks ile karigmasi saglandi.

. Tiipler 25 dakika siireyle buzda bekletildi.

25 dakikanin sonunda buzdan ¢ikarilan tiipler 1200 rpm’de santrifiij edildi.
Santrifiij sonras1 pellet tamamen kuru kalacak sekilde siipernatant aspire
edildi.

Pelletin tizerine bir miktar SCLB eklenerek pelletin ¢éziinmesi saglandi.
Tekrar buz igerisine gomiilen ornekler 25 dakika daha buzda bekletildi.

1200 rpm’de santrifiij yapildi.

Stipernatant dikkatli bir sekilde tamamen uzaklastirildi.

Pellet 1ml 1X PBS ile ¢oziillip eppendorf tiipe aktarildi.

Bu asamada mikroskop altinda somatik hiicrelerin varlig1 kontrol edilerek
SCLB soliisyonu ile bir kez daha miidahale edilip edilmemesine karar
verildi. Mikroskop ile inceleme sonucunda somatik hiicreler goriilmiiyorsa
bir sonraki asamaya gecildi. Somatik hiicreler goriiliiyorsa SCLB soliisyonu
ile bir kez daha lizis islemi gergeklestirildi.

1500 rpm’de santrifiij yapilarak siipernatant uzaklastirildi.

Son olarak pellet 100 pul 1X PBS ile ¢oziilerek DNA izolasyonu islemine
gecildi.

3.6.2. Sperm Hiicrelerinden DNA izolasyonu
Sperm DNA izolasyonu Quick-gDNA Miniprep Kiti (Zymo Research, USA)

kullanilarak kitte Onerilen protokollere uygun olarak gerceklestirildi (Gunes ve ark.,

2018a).

Sperm DNA izolasyonunun asamalari:

1.

100 ul PBS igerisindeki sperm 6rneginin tlizerine 4:1 oraninda genomik lizis

tamponu eklendi.

. Genomik lizis tamponu ve sperm Ornegini igeren karigim toplama tiipii

icerisindeki kolona alinarak >10.000 g’de santrifiij edildi.

. Kolon yeni bir toplama tiipiine alind1 ve iizerine 200 pl yikama oncesi

tamponu eklendi.

.>10.000 g’de santrifiij edildi.
. Santrifiij sonrast 500 pl yikama tamponu eklenerek tekrar santrifiij edildi.

. Sonrasinda kolon bir ependorf tlipe alinarak iizerine 50 pl eliisyon tamponu
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eklendi.
7. Maksimum hizda 1-2 dk santrifiij edildi.
Izole edilen DNA ornekleri bisiifit modifikasyonunda kullamlmak iizere -

20°C’ye kaldirildz.

3.6.3. izole Edilen DNA’larin Konsantrasyon ve Safliklarinin Belirlenmesi
DNA izolasyonu sonrasinda elde edilen DNA’larin miktar ve saflik tayini

Multiskan Go Spektrofotometre (Thermo Scientific, USA) cihaziyla 6l¢iildii.

3.6.4. Bisiilfit Modifikasyon Yontemi

Izole edilen DNA’larin bisiilfit modifikasyonu, EZ DNA Methylation Gold Kit
(Zymo Research, USA) kullanilarak kitte belirtilen protokoller dogrultusunda
yapilmigtir. Bisiilfit modifikasyon yontemi, DNA’nin bistilfitle muamele edilmesi ve
metillenmemis sitozinlerin deaminasyon ile urasile doniistiiriilmesi esasina dayanir.
Metillenmis sitozinlerde boyle bir doniisiim meydana gelmemektedir. Sodyum bisiilfit
ile sitozinlerin deaminasyonu siilfonasyon, hidrolitik deaminasyon ve alkali
desiilfonasyon olmak iizere li¢ asamada gergeklesir (Patterson ve ark., 2011).

Bisiilfit modifikasyon islemi asagida verilen basamaklardan olusmaktadir:

1. DNA o6rnekleri 200 pl’lik PZR tiipleri igerisinde konsantrasyonlar1 200 ng
olacak sekilde hazirland:1 ve tizerine 130 pl CT doniisiim reaktifi eklenerek
alt iist edildi.

CT Doniisim Reaktifinin Hazirlanmasi: Toz halde bulunan CT doniisiim
reaktifinin tizerine 900 pl H>O, 300 pul M-dissolving tamponu eklendi.
Kullanimdan hemen 6nce 10 dk siireyle sik sik karigtirilarak hazirlandi.

2. Hazirlan PZR tiipleri termal dongii cihazina yerlestirilerek asagidaki
kosullarda reaksiyon gergeklestirilmesi saglandi.

e 98°C’de 10 dk denatiirasyon

e 64°C’de iki buguk saat

e 4°C’de

3. PZR agamasindan sonra kolonlara 600 pl M-binding tamponu konuldu ve
kolonlar toplama tiiplerine yerlestirilerek birkag kez alt iist edildi.

4. Maksimum hizsa 30 saniye (sn) santrifiij edildi.

5. Santrifiij sonrasinda kolona 100 pl M-yikama tamponu konuldu ve tekrar 30
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sn santriflj yapildi.

6. Santrifiijjiin ardindan kolona 200 pl M-desiilfinasyon tamponu eklendi ve
oda sicakliginda 20 dk siireyle inkiibasyona birakildi.

7. Kolona 200 pul M-yikama tamponu eklenerek maksimum hizda santrifiij
edildi.

8. Yedinci asama tekrarlandi.

9. Kolon bir ependorf tiipe alinarak tizerine 10 pl eliisyon tamponu eklendi ve
santrifiij edildi.

Elde edilen bisiilfit modifikasyonu yapilmis DNA’lar XRCCI ve ERCC2

genlerinin metilasyon durumunu belirlemekn i¢in methylight analizinde kullanilmstir.

3.6.5. Methylight Yontemi ile Metilasyon Analizi

Methylight yontemiyle XRCCI ve ERCC2 genlerinin promotor bolgelerinin
metilasyon durumlari belirlenmistir. Bu amagla ilk olarak XRCC1I ve ERCC2 genlerinin
niikleotit dizisi ulusal biyoteknoloji bilgi merkezinin (national center for biotechnology
information, NCBI) “gene” sayfasindan fasta formatinda alinmis ve bu genlere ait
promotor dizileri Gene2Promoter (Intrexon Bioinformatics, Almanya) programi
yardimiyla belirlenmistir. Gene2Promoter programi yaygin transkripsyon faktorlerinin
baglanma yerlerine gore birden ¢ok promotor bdlgesi belirleyen kullanimi oldukga
kolay bir programdir. XRCCI ve ERCC?2 genleri i¢cin Gene2Promoter programui ile elde
edilen promotor dizileri ENSEMBL ve 6karyotik promotor veri tabanindan (Eukaryotic
Promoter Database, EPD) alinan promotor dizileri ile NCBI’mm blast sayfasinda
benzerlik agisindan degerlendirilmis ve benzerlik oram1 %100 olanlar arasindan en
uygun promotor dizisi primer ve prob dizayni i¢in segilmistir. Promotor dizilerine 6zgii
primer ve prob dizaymi ise Beacon Designer 8.2 (Premier Biosoft, USA) programi ile
yapilmigtir. Calismada kullanilan primer ve prob dizileri tablo 1°de verilmistir. Program
ilk olarak yiiklenen promotor dizisini sodyum bistilfit doniisiimiine maruz kalinan
durumdaki forma doniistiirmekte, sonrasinda ise promotor dizisindeki CpG adaciklarini
bularak istenilen parametrelere 6zgli primer ve prob dizaynini gerceklestirmektedir.
Sodyum bisulfit modifikasyonu yapilmis DNA dizisine 6zgii tasarlanan primer ve iki
ucu floresans isaretli problar orijinal genomik DNA’daki metilasyon durumuna baglh
olarak DNA’ya baglanmada farklilik gostermektedir (Olkhov-Mitsel ve ark., 2014).
Methylight analizi Epitect methylight PCR+ROX wvial kiti (Qiagen, Almanya)
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kullanilarak gergeklestirilmistir (Eads ve ark., 2000). Methylight analizinde her bir

DNA onarim geni ve normalizasyon amaciyla kullanilacak aktin-beta (4AC7B) geni i¢in

tic oligoniikleotit kullanilmistir. Calisma kapsaminda kullanilan oligoniikleotitler

metillenmis DNA’ya 6zgl tasarlanan lokusa 0zgii PZR primerleri ile 5° ucunda

floresans bir boya (6FAM) ve 3’ ucunda quencher (BHQ1) igeren probdur.

Methyligt analizinde kullanilan PZR reaksiyon karigiminin bilesenleri:

1X EpiTect Methylight master mix

0.4 uM ileri primer
0.4 uM geri primer
0.2 uM prob

100-200 ng bisulfit modifikasyonu gergeklestirilmis DNA

RNaz/DNaz igermeyen H>0

Methylight analizi i¢in uygulanan real time PZR dongii kosullar;

95°C’de baslangi¢ denatiirasyonu

95°C’de 15 saniye denatiirasyon

e 60°C’de 60 saniye baglanma/uzama asamalarini iceren 45 dongiiden

olusmustur.

Methylight analizinde pozitif kontrol olarak Epitect metile insan kontrol

DNA’s1 (Qiagen, Almanya) ve negatif kontrol olarak ise DNA yerine DNaz/RNaz

icermeyen H>O kullanilmistir.

Tablo 1. Methylight analizinde kullanilan primer ve prob dizileri

Uriin
GenAdi  Baz Dizisi Baz — Tm o e CPC  piviikiigii
Sayis1  (°C) miktari
(be)
XRCCIF  TTTGTTATCGGCGTAGGATGGTTT 24 598 41,7 2
XRCCIR  CTTACCAACCACGACCAAATCTAAC 25 592 44 1 163
6FAM-
XRCCI
Prob TACGCTACCCAAACGCTCCAAACCTAA 29 66,9 483 2
ro AC-BHQ-1
ERCC2F  GTATCGTTTTATTCGAGAGTTAGTCG 26 574 385 3
ERCC2R  CTCCACCTATATTACGAAACCATTAAC 27 575 37 1
6FAM- 122
ERCC2
Prob CCTACCCGTCAATCCGCTAAAACAAA 30 672 467 2

AC CA-BHQ-1
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3.7. Metilasyon Yiizdesinin Hesaplanmasi
Methylight analizi sonucu elde edilen Ct degerleri {lizerinden metilasyon

miktarr 22ACt

Normospermik, fertil ve infertil erkeklerin sperm DNA’larinda XRCCI! ve ERCC2

metodu (Livak ve Schmittgen, 2001) kullanilarak hesaplanmistir.

genlerinin metilasyon diizeyleri referans gen (ACTB) ile kiyaslanarak bu genler i¢gin

2-8ACt metodundaki

PMR (tamamen metillenmis referans yiizdesi) degeri elde edilmistir.
AACT:(CTGen - CTReferans gene)émek - (CTGen - CTReference) tamamen metlllenmls

DNA’y1 ifade etmektedir (Livak ve Schmittgen, 2001).

3.8. Istatistiksel Analiz

Istatiksel analizler igin SPSS V21 programi (IBM software, Point Claire,
Quebec, Kanada) kullanildi. Istatiksel verilerin normal dagilim gosterip gdstermedigi
Shapiro—Wilk testi ile analiz edildi. Calisma kapsaminda degerlendirilen veriler
arasindaki korelasyon “Spearman rank correlation coefficient” testi ile; farkli gruplar
arasindaki degiskenler ise Mann-Whitney testi ile degerlendirilerek korelasyon katsayisi
ve p degeri ile ifade edildi. P degerinin 0,05 degerinden kii¢iik oldugu durumlar
istatiksel olarak anlamli kabul edildi. SDF ve metilasyon analizlerinin hastalar
kontrollerden ayirmaktaki duyarlilik ve 6zgiilliigii islem karakteristik egrisi (Reciever

Operator Characteristics Curve, ROC) analizi ile degerlendirildi.

57



4. BULGULAR

4.1. Hastalarin Demografik ve Klinik Ozellikleri

Tez calismasma, 2018-2019 yillar1 arasmnda Ondokuz Mayis Universitesi,
Uroloji poliklinigine basvuran adaylardan idiyopatik OAT tanis1 alan ve ¢alismaya
katilma konusunda goniillii 77 infertil hasta ¢alisma grubunda yer almak {izere dahil
edilmistir. Kontrol grubunda ise kadin faktorii nedeniyle poliklinige basvurup, semen
analizi yaptiran bireyler ve donorler yer almistir. Kontrol grubunda yer alan bireylerin
19’u normospermik, 27’si fertil ve 5’1 ise fertilitesi kanitlanmis erkeklerden
olugsmaktaydi. Caligmaya katilan bireylerin yaslar1 19-51 arasindaydi (ortalama
33,547+6,07; p=0,0445). Calisma kapsaminda klasik semen parametrelerinin yani sira
XRCC1 ve ERCC2 genlerinin metilasyonu, sperm c¢ekirdeginin kondensasyonu ve
sperm DNA fragmantasyonu da degerlendirilmistir. Bu parametrelere ait tanimlayici

istatistik verilerinin yer aldig1 tablo asagida verilmektedir (Tablo 2).

4.2. Semen Analizi

Calisma ve kontrol grubundaki tiim bireyler i¢in semen analizi Ondokuz Mayis
Universitesi, Uroloji Anabilim Dali, androloji laboratuvarinda yapilmistir. OAT’l1
bireyler ile normospermik ve fertilitesi kanitlanmis erkekler arasinda semen
parametrelerinden sperm konsantrasyonu, motilitesi ve morfolojisi farklilik gosterirken
(p<0,0002); diger parametrelerde istatiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmemistir.
OAT’lh bireyler normospermik, fertil ve fertilitesi kanitlanmis erkeklerden olusan
kontrol grubuyla karsilastirildiginda yine ayni semen parametrelerinde farklilik
gbzlenmistir [motilite (%15, %95CI %15-52, p<0,0001), morfoloji (%2, %95CI %2-3,
p<0,0001) ve sperm konsantrasyonunun (%4, %95CI %3-5, p<0,0001)]. Ancak semen

hacminde istatiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamamistir (p=0,8281).
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Tablo 2. Calismada yer alan degiskenlerin istatistik verileri

N Standart  Normal
Min Mak Ortalama Ortanca

(H,K) Sapma dagihim
Yas (77,51) 19 51 33,547 33 6,0742 0.0445
Semen hacmi (77,51) 2 8 3,403 3 0,9884 <0.0001
Sperm

(77,52) 1 69 17,512 8 17,6684 <0.0001
konsantrasyonu
Toplam sperm

(77,52) 2,5 260 57,298 27 58,0605 <0.0001
sayis1
Normal morfoloji (77,52) 0 13 4,194 3 2,8589 <0.0001
Anormal morfoloji  (77,52) 87 100 95,806 97 2,8589 <0.0001
Hareketli sperm (77,51) 2 63 29,488 25 18,6406 <0.0001
Hareketsiz sperm (77,51) 37 98 70,589 75 18,7177 <0.0001
Canhihk (77,1) 12 56 34,526 35 9,3583 0.0222
XRCCI PMR (49,32) 0 18,56 4,005 2,19 4,2308 <0.0001
ERCC2 PMR (49,32) 0 0,39 0,0527 0,04 0,05617 <0.0001
Anilin (+) (72,49) 0 58,96 11,255 7,675 10,7702 <0.0001
Anilin (-) (72,49) 0,8 100 78,518 83,205 19,2956 <0.0001
Anilin

(72,49) 0 84,91 10,226 6 13,1031 <0.0001
intermediate
SDF (62,49) 0,62 47,85 12,964 9,97 9,9465 <0.0001

Kisaltmalar: H: hasta, K: kontrol

4.3. Sperm Kromatin Kondensasyonunun Belirlenmesi

Anilin mavisi ile boyama sonucunda elde edilen anilin (+), anilin (-) ve anilin
(intermediate) sperm hiicrelerine ait 151k mikroskobu goriintiileri sekil 10’da
verilmektedir. Anilin mavisi ile boyama sonucunda, 72’si infertil ve 49’u
normospermik/fertil/fertilitesi kanitlanmis bireye ait olan toplamda 30348 spermatozoa
degerlendirilmistir. Anilin (+), anilin (-) ve anilin (intermediate) sperm ylizdesi sirastyla
%10,9; %79,2 ve %9.,9 olarak bulundu. OAT’l1 bireylerdeki anilin (+) sperm yiizdesi
%16,4 iken normospermik, fertil ve fertilitesi kanitlanmis erkeklerden olusan kontrol
grubunda %4,6’dir. OAT’l1 bireyler ve fertilitesi kanitlanmis erkekler arasinda anilin

(+) ve anilin (-) sperm yiizdesi acisindan farklilik bulunmustur (sirastyla p=0,002;
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p=0,003). OAT’l1 erkekler ve normospermik bireyler arasinda ise anilin (+) ve (-) sperm
yiizdesinin (p<0,0001) yan1 sira anilin (intermediate) sperm yiizdesinin de istatiksel
olarak anlamli farklilik gosterdigi belirlenmistir (p=0,0116). Anilin (+) sperm ylizdesi
ile klasik semen parametrelerinden anormal morfoloji ve hareketsiz sperm yilizdesi
arasinda istatiksel olarak anlamli pozitif yonde gii¢lii bir korelasyon belirlenirken;
sperm konsantrasyonu ve toplam sperm miktar1 ile orta derecede negatif yonlii anlamli
bir korelasyon belirlenmistir. Anilin (+) sperm ylizdesi ile orta derecede ancak pozitif
bir korelasyon gosteren diger parametreler ise SDF ve XRCCI metilasyonudur (sirasiyla
p=0,0003 ve p=0,0017). Yas ise anilin (+) sperm ylizdesi ile negatif korelasyon gosteren
bir degisken olarak bulunmustur. Anilin (-) sperm yiizdesi ve yas arasinda zayif pozitif
korelasyon; motilite, sperm konsantrasyonu ve toplam sperm sayisi ile orta derecede
pozitif yonlii bir korelasyon; ve normal morfoloji ile de giiclii pozitif bir korelasyon
oldugu bulunmustur. SDF (r=-0,350; p<0,0002) ve XRCCI metilasyon yiizdesi (r=-
0,290; p=0,0111) ile anilinle boyanmayan sperm yiizdesi arasinda negatif bir korelasyon
oldugu belirlenmistir. Anilin (intermediate) sperm yiizdesi ve SDF arasinda pozitif
korelasyon go6zlenirken (p=0,0034); yas, motilite, normal morfoloji, sperm
konsantrasyonu ve toplam sperm sayisi arasinda istatiksel olarak anlamli negatif bir
korelasyon belirlenmistir. Semen hacmi ve sperm canliligi ile kromatin kondensasyonu
arasinda istatiksel olarak anlamli bir iligki bulunmamistir (Tablo 3). Anilin (+) sperm
yiizdesi OAT’lh infertil erkeklerde (%13,23, %95CI  %10,8997-15,5073)
normospermik, fertil ve fertilitesi kanitlanmis erkeklerden olusan kontrol grubuna
(%3,14, %95CI %2,4260-4,7248) gore daha yiiksek bulundu (p<0,0001). Anilin (-)
sperm yiizdesi OAT’l1 infertil erkeklerde (%75,645, %95CI %70,4108-79,7409)
normospermik, fertil ve fertilitesi kanitlanmis erkeklerden olusan kontrol grubuna
(%91,895, %95CI %489,0141-95,0133) gore daha yiiksek bulundu (p<0,0001).
Normospermik, fertil ve fertilitesi kanitlanmig erkeklerdeki anilin (intermediate) sperm
yiizdesi (%3,43, %95CI %2,4505-5,7679) ise, OAT’1 bulunan infertil erkeklerdekinden
daha diistiktii (%9,73, %95CI %6,2366-12,5679, p<0,0001).
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Sekil 10. Anilin mavisi ile boyamig sperm hiicrelerinin 151k mikroskobu goriintiisii
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Tablo 3. Calismada yer alan degiskenler arasindaki iligki

Degiskenler Anilin Anilin Anilin XRCC1 ERCC2 Semen Sperm
Yas SDF Motilite  Morfolji  Vitalite
(n) (6] (-) (orta) (PMR) (PMR) hem knstrsyn
Yas
(77 H,51 K)
SDF r=-0,009
(62H,49K) p=0,9273
Anilin(+) r=-0,179 r=0,348
(72 H,49K) p=0,0498 p=0,0003
Anilin(-) = 0,195 r=-0,350 r=-0,875
(72H,49K) p=0,0324 p<0,0002 p<0,0001
Anilin (orta) 1=-0,191 r=0,282 r=0,468 r=-0,799
(72 H,49K) p=0,0361 p=0,0034 p<0,0001  p<0,0001
XRCC1 r=0,117 r=0,01 r=0,354 r=-0,290 r=0,181
(49H,32K) p=0,2996 p=0,9277 p=0,0017 p=0,0111 p=0,1183
ERCC2 r=0,081 = 0,025 r=0,189 r=-0,134 r=0,053 r=0,246
(49H,32K) p=04755 p=0,8257 p=0,1018  p=0,2477 p=0,6470 p=0,027
Semen Hecm  r=-0,099 r=-0,202 r=0,02 r=-0,007 r=0,023 r=-0,087 r=0,264
(77TH,51 K) p=0,2664 p=0,0333 p=0,8230  p=0,9351 p=0,8006 p=0,4374 p=0,0172
Sperm
r=0,371 r=-0,345 r=-0,524 r=0,491 =-0,280 r=-0,318 1r=-0,012 r=-0,022
Knstrsyn p<0,0001  p=0,0002 p<0,0001  p<0,0001 p=0,0018 p=0,0039 p=0,9161 p=0,8065
(77 H, 52 K)
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Tablo 3. Calismada yer alan degiskenler arasindaki iligki (Devam)

Degiskenler Anilin Anilin Anilin XRCC1 ERCC2 Semen Sperm
@ Yas SDF ) O (orta) (PMR) (PMR) hacmi Knstrsyn Motilite = Morfolji  Vitalite
Motilite r=0,259 r=-0,330 r=-0,564 r=0540 r=-0,307 r=-0,181 r=-0,128 1r=0,005 1r=0,757
(77H,51 K) p=0,0031 p=0,0004 p<0,0001  p<0,0001 p=0,0006 p=0,1055 p=0,2547 p=0,9511 p<0,0001
Morfolji r=0,352 r=-0,224 r=-0,666 r=0,615 r=-0320 r=-0,276 1r=-0,127 r=-0,006 r=0,796 1=0,789
(77H,52K) p<0,0001 p=0,0182 p<0,0001  p<0,0001 p=0,0003 p=0,0125 p=0,26 p=0,9422  p<0,0001 p<0,0001
Vitalite =-0,039 r=0,013 r=-0,151 r=0,011 =0,149 r=0,136 1r=0,097 r=0,048 r=0,127 1r=0984 1=0,246
(77 H, 1K) p=0,7368  p=0,9204 p=0,2011 p=0,9266 p=0,2096 p=0,3453 p=0,5029 p=0,6749 p=0,2697 p<0,0001 p=0,0301

Kisaltmalar: H: hasta, K: kontrol, hcm: hacim, knstrsyn: konsantrasyon
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4.4. TUNEL Analizi

TUNEL analizi OAT’l1 62 bireye ait 6rnekte ve kontrol grubunda yer alan
26’s1 fertil, 18’si normospermik ve 5’1 kanitlanmis fertil olmak tizere toplam 49 erkege
ait ornekte gergeklestirilmistir. Sekil 11°de ¢alisma ve kontrol grubuna ait birer 6rnegin
TUNEL analizi sonuglar1 (floresan mikroskop goriintiisii) verilmektedir. TUNEL analizi
yapilan bireylerin tamami i¢cin SDF sonuglar1 degerlendirildiginde elde edilen minimun
deger 9%0,62 iken; maksimum deger %47,85 olarak bulunmustur (p<0.001). Sperm
DNA fragmantasyonu ile anilin (+), anilin (intermediate), anormol morfoloji ve
hareketsiz sperm yiizdesi arasinda istatiksel olarak anlamli pozitif yonlii zayif bir
korelasyon belirlendi. Semen hacmi, sperm konsantrasyonu ve toplam sperm miktari ile
SDF arasinda ise istatiksel olarak anlamli negatif bir korelasyon bulundu. SDF
degerinin fertilitesi kanitlanmis erkeklerde normospermik erkeklere gore farklilik
gosterdigi belirlendi (p=0,0109). Bunlara ilave olarak OAT tanis1 alan infertil
erkeklerdeki SDF degerinin (%12,12, %95CI %10,22-16,32) normospermik, fertil ve
fertilitesi kanitlanmis erkeklerden olusan kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek oldugu
(%7,29, %95CI %4,93-9,37) ve iki grup arasindaki bu farkliligin istatiksel olarak
anlamli oldugu ortaya ¢ikarildi (p=0,0011).

A P AT : C : 7
-

Sekil 11. Calisma ve kontrol grubuna ait bireylerin TUNEL analizi sonuglar1 (floresans mikroskop

goriintiisii, 1X biiylitme). Mavi renkli hiicreleri DAPI ile boyanan sperm hiicreleridir. Yesil
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renkli olanlar FITC ile isaretlenen DNA kirig1 igeren sperm hiicreleri A, B, C: Fertil bir bireye
ait olan sperm hiicreleri. A: DAPI isaretli sperm hiicreleri, B: FITC isaretli sperm hiicreleri, C:
DAPI ve FITC isaretli A ve B fotograflarinin ortiistiiriilmesiyle meydana gelen goriintii; D, E,
F: Oligospermik bir bireye ait olan sperm hiicreleri. D: DAPI isaretli sperm hiicreleri, E: FITC
isaretli sperm hiicreleri, F: DAPI ve FITC isaretli C ve D fotograflarinin ortiistiiriilmesiyle

meydana gelen goriintii

Sperm DNA fragmantasyonunun oligospermik infertil erkekleri normospermik,
fertil ve fertilitesi kanitlanmis erkeklerden ayirt etmekteki tahmin edici giiciini
belirleyebilmek i¢cin ROC analizi yapildi. ROC analizi sonuclarina gére SDF’nin %,77,4
duyarlilik ve %59,2 6zgiilliikteki esik degerinin 7,92 oldugu belirlendi (p=0,001) (Sekil
12).
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Sekil 12. SDF ROC egrisi (oligospermik ve normospermik/fertil/fertilitesi kanitlanmis erkekler)
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4.5. XRCC1 ve ERCC2 Genlerinin Promotor Metilasyonu

TUNEL analizi yapilan hasta ve kontrol grubuna ait 111 6rnegin 81’inde (49
infertil birey, 32 normospermik/fertil/fertilitesi kanitlanmis erkek) methylight yontemi
ile metilasyon durumu degerlendirildi. XRCC1 geni i¢in ¢alisilan 81 6rnegin tamaminda
amplifikasyon gozlendi. Bu ornekler icin hesaplanan en diisik XRCCI metilasyon
yiizdesi “0” iken en yiiksek metilasyon yiizdesi 18,56 olarak hesaplanmistir. XRCC/
geni metilasyonu anilin (-) sperm yiizdesi, normal morfoloji, sperm konsantrasyonu ve
toplam sperm sayisi ile negatif korelasyon gosterirken (p <0,002); anilin (+) sperm
yizdesi ve ERCC2 metilasyonu ile istatiksel olarak anlamli pozitif ve zayif bir
korelasyon gosterdi. OAT’l1 infertil erkeklerdeki XRCCI metilasyon yiizdesi (%2,54,
%95CI %1,85-5,12) normospermik, fertil ve fertilitesi kanitlanmis erkeklerden olusan
kontrol grubuna (%1,63, %95CI %1,18-2,21) kiyasla daha yiiksek oldugu bulundu
(p=0,0056).

ERCC2 geni i¢in g¢alistlan 81 Ornegin (49 infertil birey, 32
normospermik/fertil/fertilitesi kanitlanmig erkek) tamaminda amplifikasyon gozlendi.
ERCC?2 geni i¢in belirlenen en diisiik metilasyon yiizdesi “0” iken en yiiksek metilasyon
yiizdesi 0,39 olarak bulundu. ERCC2 metilasyonu XRCCI metilasyonu ve semen hacmi
arasinda pozitif bir korelasyon belirlenmistir (sirastyla p=0,027 ve p=0,0172). ERCC2
metilasyonu calismada yer alan gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik

gostermedi.
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XRCCI ve ERCC2 genlerinin promotor metilasyonlarinin
oligoastenoteratopermik infertil erkekleri normospermik, fertil ve fertilitesi kanitlanmis
erkeklerden ayirt etmekteki tahmin edici giliclinii belirleyebilmek icin ROC analizi
yapildi. ROC analizi sonuglarina goére XRCCI metilasyonunun %83,7 duyarlilik ve
%43,7 ozgiilliikteki esik degerinin >1,43 oldugu belirlendi (p=0,002) (Sekil 13). ERCC2
geni ic¢in yapilan ROC analizinde istatiksel olarak anlamli bir sonuca ulasilamadi

(AUC= 0,579, p=0,2189).
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Sekil 13. XRCC1 promotor metilasyonu i¢in ROC egrisi (oligoastenoteratopermik ve

normospermik/fertil/fertilitesi kanitlanmis erkekler i¢in)
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XRCCI metilasyonunun fertil ve normospermik erkekleri ayirt etmekteki
tahmin edici giici ROC analizi ile degerlendirildiginde, XRCCI promotorunun
metilasyon durumunun %52,2 duyarlilhik ve %73,7 6zgiilliige sahip oldugu belirlendi
(esik deger <1,6) (p=0,030) (Sekil 14). ERCC2 geni i¢in yapilan ROC analizinde

istatiksel olarak anlamli bir sonuca ulagilamadi (AUC= 0,593, p=0,1677).
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Sekil 14. XRCC1 promotor metilasyonu i¢in ROC egrisi (fertil ve normospermik erkekler igin)
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Normospermik ve fertilitesi kanitlanmis erkekler arasindaki XRCC1I ve ERCC2
genlerinin  promotor metilasyonunun ayirt edici giliciinlin  ROC analizi ile
degerlendirilmesi sonucu; ERCC2 metlilasyonu ig¢in %100 duyarlilik ve %49,3
ozgiilliikteki esik degerin 0,04 oldugu belirlendi (p=0,007) (Sekil 15). XRCC1 geni igin
istatiksel olarak anlamli bir sonuca ulasilamadi (AUC= 0,661, p=0,2825).
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Sekil 15. ERCC2 promotor metilasyonu icin ROC egrisi (fertilitesi kanitlanmig erkekler ve

normospermikler i¢in)
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5. TARTISMA

Erkek fertilitesi son 50 yilda gelismis ve sanayilesmis tlilkelerde giderek
azalmaktadir (Gunes ve ark., 2018b). Y-kromozomu mikrodelesyonlari, tek gen
mutasyonlart ve kromozomal anomaliler gibi genetik nedenlerin erkek infertilitesine
neden olabilecegi bilinmektedir. Ancak heniiz kesfedilmeyen genetik ve epigenetik
nedenlerin erkek infertilite olgularinin azzimsanmayacak bir yiizdesinden (%30) sorumlu
oldugu diistiniilmektedir (Neto ve ark., 2016a). Erkek infertilitesinin genetik nedenlerini
belirleyebilmek testisin heterojen dogasindan ve semenin epididimis, prostat ve seminal
vezikiiller gibi farkli organlarin salgilarini igeren kompleks bir sivi olmasindan dolay1
oldukc¢a zordur (Krausz and Riera-Escamilla, 2018, Li ve ark., 2009). Erkeklerde
infertilite tanis1 genellikle semen analizi ile konulmaktadir, ancak semen analizinin
erkek fertilitesini degerlendirmek i¢in tek basina yeterli olmadig bilinmektedir
(Oehninger ve Ombelet, 2019). Son yillarda erkek fertilitesinin degerlendirildigi rutin
uygulamalar arasinda SDF analizlerinin de yer almasmin faydali olabilecegini belirten
caligmalar yaymlanmaktadir (Majzoub ve ark., 2017). SDF’nin spermatogenez
siirecinde rol olan farkli onarim mekanizmalarinin goérevlerini tam olarak yerine
getirememesi sonucunda olusabilecegi bildirilmektedir (Aitken ve De Iuliis, 2010,
Caldecott, 2003). Ayrica SDF gibi DNA hasar tiplerinin germ hiicrelerindeki artis
spermatogenez bozukluklarina dolayisiyla da infertiliteye neden olabilir. Bu ylizden
spermatogenez siirecinde DNA onariminin dogru ve etkin bir sekilde gergeklesmesi
gelisen germ hiicrelerin kalitesi ve genomik biitiinliigii i¢in olduk¢a 6nemlidir (Singh ve
ark., 2019c¢).

Calismamizda OAT’l1 bireylerin semen analizi sonuglari normospermik, fertil
ve fertilitesi kanitlanmig erkeklerden olusan kontrol grubuyla karsilastirildiginda sperm
konsantrasyonu, morfolojisi ve motilitesinin daha diisiik oldugu (p<0,0001), diger
semen parametrelerinde ise istatiksel olarak anlamli bir degisiklik olmadig1 belirlendi.
Farkli infertilite fenotiplerine sahip olan bireyler ile normospermik, fertil ve/veya
fertilitesi kanitlanmis erkekler arasinda semen analizi sonuglarini degerlendiren cesitli
caligmalara ait sonuglar da bizim sonuglarimiz ile uyumludur (Bichara ve ark., 2019,
Braham ve ark., 2019).

Kromatin kondensasyonundaki anomaliler; sperm DNA fragmantasyonu,

diisik semen kalitesi, anormal epigenetik modifikasyonlar ve cesitli infertilite
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fenotipleri ile iliskilendirilmektedir (Muratori ve De Geyter, 2018). Sperm kromatin
kondensasyonunun anilin mavisi ile boyama yontemi kullanilarak analiz edilmesinin
erkeklerde fertilitenin degerlendirilmesine katki saglayabilecegi bildirilmektedir (Auger
ve ark., 1990). Sperm kromatin kondensasyonunun agiklanamayan erkek ve kadin
infertilitesi ve/veya ilimli erkek infertilitesi goriilen g¢iftlerde hamilelik tahmininde
kullanilabilecegi bildirilmektedir. Kromatin kondensasyon bozuklugunun [daha yliksek
anilin (-) orami] hamileligin gergeklestigi ciftlerden olusan bir grupta, hamileligin
gerceklesmedigi gruba gore istatiksel olarak anlamli sekilde daha yiiksek oldugu
bildirilmektedir (Irez ve ark., 2018). Calismamizda OAT’li 72 infertil bireye ait
orneklerde anilin mavisi ile boyama sonucu toplamda 16454 spermatozoa
degerlendirilmistir. Bu analiz sonucu anilin (+) sperm hiicre yiizdesinin 16,4; anilin
(intermediate) sperm hiicre ylizdesinin 13,8 ve anilin (-) hiicre yiizdesinin ise 69,8
oldugunu belirledik. Bu oranlar Ovari ve ark. (2010), tarafindan oligospermili
erkeklerde toplamda 58793 spermatozoanin sperm kromatin kondensasyonunu
acisindan degerlendirildigi ¢alismanin bulgulari ile uyumludur. Ovari ve ark. (2010)’nin
calismalarinda da en yiliksek orana (%73,1) sahip olan spermatozolarin anilin (-)
spermatozolar ve en diisiik orana (%35) sahip olanlarin ise anilin (+) sperm hiicreleri
oldugu bildirilmistir (Ovari ve ark., 2010). OAT’l1 bireylerden olusan infertil hasta
grubumuzda anilin mavisi ile boyanan sperm yilizdesi normospermik, fertil ve fertilitesi
kanitlanmis erkeklerden olusan kontrol grubuyla karsilastirildiginda daha yiiksek
bulunmustur (p=0,002). infertil erkekler normospermik bireylere kiyasla sadece anilin
(+) sperm hiicrelerinin yiizdesinde degil anilin (-) ve anilin (intermediate) sperm
yiizdesinde de istatiksel olarak anlamli farklilik gostermistir. Benzer sonuglar, Braham
ve ark. (2019), tarafindan yapilan yakin tarihli bir ¢alismadan da elde edilmistir.
Aragtirmacilar teratozoospermik bireyleri igeren infertil hasta grubundaki sperm
kromatin kondensasyon anamolilerinin fertil bireylerden olusan kontrol grubuna gore
daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir (Braham ve ark., 2019). Fertil kontrollerle
karsilastirildiginda intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) basarisizligi gozlenen
infertil hastalarin daha yiiksek sperm kromatin kondensasyon bozukluguna sahip oldugu
da Bichara ve ark. (2019), tarafindan bildirilmistir (Bichara ve ark., 2019). Bu sonug da
bizim ¢alismamizdaki OAT’l1 infertil hastalarin fertilitesi kanitlanmis erkeklere kiyasla

daha yiiksek kromatin kondensasyon bozukluguna sahip oldugu sonucunu (p=0,002)
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destekler niteliktedir. Calismamizda kromatin kondensasyon bozuklugu ile anormal
morfoloji ve hareketsiz sperm yiizdesi arasinda pozitif bir korelasyon belirlenirken;
sperm konsantrasyonu ile negatif yonlii orta dereceli ve yasla zayif negatif bir
korelasyon gézlenmistir. Braham ve ark. (2019), klasik semen parametrelerinden sadece
progresif motilite ve anilin (+) sperm ylizdesi arasinda istatiksel olarak anlamli negatif
bir iliski oldugunu belirtmislerdir; diger semen parametreleri ve kromatin
kondensasyonu arasinda anlamli bir iliski bulamadiklarini bildirmislerdir (Braham ve
ark., 2019). Bu durum arastirmacilarin c¢alisma grubundaki erkeklerin infertilite
fenotiplerinden sadece teratozoospermiyi i¢ermesinden kaynaklanabilir olabilir, bizim
calisma grubumuzda oligospermi, astenospermi ve azospermi durumlarini birlikte
barindiran OAT 11 infertil erkekler yer almistir.

Sperm kromatin kondensasyon bozukluklarin yami sira sperm DNA
fragmantasyonu da infertil erkeklerde fertil erkeklerdekinden daha yiiksektir (Atshan ve
ark., 2019, Braham ve ark., 2019, Hassanen ve ark., 2019, Zini ve ark., 2001).
Calismamizda OAT’hh infertil erkeklerdeki SDF degerinin normospermik, fertil ve
fertilitesi kanitlanmis erkeklerden olusan kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek olmasi
literatiirii destekler niteliktedir. OAT’l1 erkekler yalnizca normospermik erkeklerle
karsilastiginda da SDF degeri infertil erkeklerde daha yiiksek bulunmustur (p=0,0001).
Fakat ilgin¢ olarak normospermik erkeklerdeki SDF degeri fertilitesi kanitlanmig
erkeklerdekine gore daha diisiik bulunmustur (p=0,0109). Fertilitesi kanitlanmig
erkeklerde SDF degerinin daha yiiksek olmasi, bu bireylerin normospermiklerden farkli
SDF nedenlerine sahip olma ihtimallerinden kaynaklaniyor olabilir. SDF ile klasik
semen parametrelerinden motilite, vitalite, morfoloji ve konsantrasyonun iliskili oldugu
literatiirde yer alan ¢esitli ¢alismalarda bildirilmektedir (Alargkof ve ark., 2019, Braham
ve ark., 2019, Kabartan ve ark., 2019, Le ve ark., 2019, Zini ve ark., 2001).
Caligmamizda SDF ile anormal morfoloji ve hareketsiz sperm yiizdesi arasinda pozitif
korelasyon; semen hacmi, sperm konsantrasyonu ve toplam sperm sayisi arasinda ise
negatif bir korelasyon oldugunun bulunmasi literatiirii destekler niteliktedir.
Calismamizda SDF ile sperm kromatin kondensasyon bozuklugu arasinda pozitif bir
korelasyon oldugunun bulunmasi Atshan ve ark. (2019), tarafindan yapilan ¢alismay1
tutarli hale getirmektedir (Atshan ve ark., 2019). Sperm kromatin kondensasyonundaki

bozuklugun bir gostergesi olan anilin (+) sperm yiizdesi SDF ile istatiksel olarak
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anlamli pozitif yonde bir korelasyon gostermistir.

Calismamizda SDF ve yas arasinda istatiksel anlamliliga ulasmayan negatif bir
iliski oldugunun belirlenmesi Kabartan ve ark. (2019)’nin ¢alismalar1 ile uyumlu iken;
Colasente ve ark. (2019) ve Guo ve ark. (2019)’nin c¢alismalar ile uyumlu degildir
(Colasante ve ark., 2018, Guo ve ark., 2019, Kabartan ve ark., 2019). Bunun nedeni
calisma grubumuzun Kabartan ve ark. (2019)’nin ¢alisma grubuyla benzerlik
gosterirken; Colasente ve ark. (2019) ve Guo ve ark. (2019)’nin ¢alisma gruplarindan
farkl1 6zellikte olmas1 olabilir.

DNA fragmantasyonunun imprinted genlerin (/GF2 ve KCNQI) metilasyon
durumlarindaki degisiklikler ile iliskili oldugu son zamanlarda yapilan bir ¢alismada
bildirilmistir (Ni ve ark., 2019). DNA yanlis eslesme onarim genlerinin metilasyonunun
erkek infertilitesine neden olabilecegi daha Once yaymlanan bir calismamizda
belirtilmistir (Gunes ve ark., 2018a). Bu ¢alismada DNA baz ve niikleotit kesip ¢ikarma
onariminda rol oynayan XRCC/ ve ERCC2 genlerinin metilasyon durumlarinin SDF ve
kromatin kondensasyonu iizerine olan etkisini arastirdik. Fare ve insanlarin testis
dokularinda yiiksek diizeyde eksprese edilen XRCC! geninin ekspresyonu normal
yetigkin testisi ve infertil bireyin testisi arasinda farklilik gostermektedir (Garcia-
Rodriguez ve ark., 2018, Singh ve ark., 2019¢, Walter ve ark., 1994). XRCC1 genindeki
tek niikleotit polimorfizmleri ile DNA onarim kapasitesi, SDF, semen parametreleri
veya erkek infertilitesi arasindaki iliskiyi degerlendiren smirli sayida calisma
bulunmaktadir (Garcia-Rodriguez ve ark., 2018, Ghasemi ve ark., 2017, Zheng ve ark.,
2012, Ji ve ark., 2010). Bu calismalardan sadece birinde XRCCI polimorfizmlerinin
erkek infertilitesi ya da SDF {izerinde istatiksel olmayan bir etkiye sahip oldugu
bildirilmistir (Zheng ve ark., 2012). XRCC1 gen metilasyonunun erkek infertilitesi, SDF
ve/veya kromatin kondensasyonu ile iliskisini arastiran bir caligmaya literatiirde
rastlanmamistir. Caligmamizda XRCC1 geninin promotor metilasyonu ile klasik semen
parametreleri, infertilite, SDF ve kromatin kondensasyonu arasindaki iligki
arastirtlmistir. OAT’Ii infertil erkekler kontrol grubuyla (normospermik, fertil ve
fertilitesi kanitlanmis erkekler) karsilastirildiginda XRCC! geninin promotor
metilasyonunun infertil erkeklerde daha yiiksek oldugu bulunmustur (p=0,0056). Fakat
kontrol grubunda yer alan normospermik, fertil ve fertilitesi kanitlanmis erkekler infertil

erkeklerle ayr1 ayr1 karsilastirildiginda elde edilen farklilik istatiksel anlamliliga

73



ulasamamistir. XRCCI geninin promotor metilasyonunun infertil grupta farklilik
gostermesi Gunes ve ark. (2018), tarafindan yapilan ve yanlis eslesme onarim
genlerinden MLHI’in promotor metilasyonunun oligospermiklerden olusan infertil
hasta grubunda farklilik gosterdigi ¢alismayla tutarlilik gostermektedir (Gunes ve ark.,
2018a). XRCCI metilasyonu ile normal morfoloji, sperm konsantrasyonu ve toplam
sperm miktar1 arasindan istatiksel olarak anlamli negatif bir korelasyon bulunmustur.
MLHI metilasyonu ile semen parametrelerinden sadece sperm konsantrasyonu arasinda
negatif bir iligki oldugu belirtilmistir (Gunes ve ark., 2018a). Zheng ve ark. (2012),
XRCC!I’in uzayan spermatidlerin erken agamalarinda eksprese edildigi, bu hiicrelerde
kromatin yeniden sekillenmesinde gorev aldigi ve bu sirada onarim kapasitesine sahip
oldugunu bildirmektedir. Calismamizda elde edilen XRCC/’in sperm kondensasyon
bozuklugu [anilin (+) sperm hiicre yiizdesi] ile pozitif bir iligkiye sahip oldugu bulgusu
Zheng ve ark. (2012)’yi destekler niteliktedir (Zheng ve ark., 2012). infertil erkeklerin
testislerinde XRCC1 geninin ekspresyonunun azalmasi ve DNA hasarimi belirten y-H2
AX seviyesinin artmasindan dolayl, XRCCI’in ekspresyonundaki artisin DNA
hasarindaki artisla sonuglanabilecegi bildirilmektedir (Singh ve ark., 2019c).
Calismamizda XRCC! geninin promotor metilasyonu ile SDF arasinda anlamli bir iliski
bulunamamasi; XRCC1I geni tek niikleotit polimorfizmlerinin SDF iizerinde bir etkiye
sahip olmadigin1 belirten Zheng ve ark. (2012)’nin ¢alismas1 ve Kabartan ve ark.
(2019)’nin DNA onarim genleri BRCAI ve BRCA2 genlerinin metilasyonu ile SDF
arasinda istatiksel olarak anlamli bir iliskinin bulunmadigini belirttikleri calisma ile
uyumludur (Kabartan ve ark., 2019, Zheng ve ark., 2012). Calismamizda XRCC! gen
metilasyonu ile yas arasinda bir iliski bulunamamistir. BRCAI ve BRCA2 genlerinin
metilasyonu ile yas arasinda da bir iligki bulunamamistir (Kabartan ve ark., 2019).
Niikleotit kesip ¢ikarma onariminda rol oynayan ERCC2 geni testiste
ekspresyonu yliksek olan bir gendir. ERCC2 geninin tek niikleotit polimorfizmleri ve
idiyopatik erkek infertilitesi arasindaki iligski genellikle ayni polimorfizm (Lys751Gln)
icin sinirli sayida c¢alisma ile arastirllmistir. Bu c¢alismalarin bazilarinda idiyopatik
infertilite riski ve ERCC2 polimorfizm(ler)i iliskili bulunurken, bazilarinda
bulunmamistir (Gu ve ark., 2007, Ji ve ark., 2008). Gu ve ark. (2010), tarafindan
yapilan iki farkli ¢aligmada ise ERCC2 Lys751Gln polimorfizmi ile SDF arasinda bir
iliski bulunmadig belirtilmistir (Gu ve ark., 2010a, Gu ve ark., 2010b). Ancak son
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zamanlarda Singh ve ark. (2019), tarafindan yapilan bir ¢calismada ERCC2 751A>C tek
niikleotit polimorfizminin AA genotipinin Asya kokenli erkeklerde infertilite riskini
(azospermi) artirdigr bildirilmistir (Singh ve ark., 2019a). Bizim c¢alismamizda infertil
erkekler ve kontroller arasinda FRCC2 geninin promotor metilasyonunda istatiksel
olarak anlaml bir farklilik gézlenmemistir. ERCC2 metilasyonu ile semen hacmi ve
XRCCI metilasyonu arasinda pozitif yonde bir korelasyon bulunmustur (sirastyla
p=0,0172, p=0,027). ERCC2 metilasyonu ile SDF arasinda bir iliski bulunamamasi
Kabartan ve ark. (2019)’nin calismasinmi tutarli hale getirmektedir (Kabartan ve ark.,
2019). XRCC1 geninin promotor metilasyonu ile infertilite ve SDF arasinda bulunan
anlamli korelasyonun ERCC2 geni i¢in bulunamamasiin nedeni; XRCC/ genine ait
sadece bir transkript varyant1 bulunurken ERCC2 genine ait 4’1 uzun 11’1 trunkat olmak
izere toplam 15 transkript varyant1 bulunmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Calismamizda DNA onarim genlerinin metilasyon durumlart ile erkek
infertilitesi, sperm DNA fragmantasyonu, sperm cekirdeginin kromatin kondensasyonu
ve klasik semen parametreleri arasindaki iliski ortaya konulmustur.

Calismamizin bazi smirliliklart bulunmaktadir. DNA metilasyon analizinde
kullanilan methylight yonteminin yari-kantitatif bir yOntem olmasi, metilasyon
analizlerinin duplike olarak gergeklestirilememesi, TUNEL analizinin floresan
mikroskopta sayimdan daha kesin ve dogru sonug verebilecek flow sitometri ile
yapilamamasi, c¢alismada yer alan 6rnek sayisinin sinirli olmasi bu smirhiliklardan
bazilaridir. Diger bir siirlilik ise calisma i¢in sahip oldugumuz biitgenin yeterli
olmamasindan dolay1 her bir onarim yolagi i¢in sadece bir gen c¢alisabilmemizdir. Hem
BER hem de NER’de yer alan ¢ok sayida gen bulunmaktadir. Bu yolaklarda rol alan
daha fazla sayida geni calismak daha bilgi verici olacaktir. Tiim bu sinirliliklara ragmen
calismamiz baz ve niikleotit kesip ¢ikarma onarim yolaklarinda yer alan XRCCI ve
ERCC2 genlerinin metilasyon durumlar1 ile sperm DNA fragmantasyonu ve sperm

kromatin kondensasyonu arasindaki iliskiyi inceleyen ilk ¢aligmadir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢aligmasi ile BER yolaginda rol oynayan XRCC1I ve NER yolaginda rol
oynayan ERCC?2 genlerinin promotor metilasyonu ile sperm DNA fragmantasyonu ve
sperm kromatin kondensasyonu arasindaki iliski ilk defa incelenmistir.

Calisma sonucunda elde edilen veriler XRCCI ve ERCC?2 genlerinin promotor
bolgelerindeki metilasyon ile SDF arasinda bir iliski olmadigin1 gostermektedir
(p>0,05). Ancak XRCCI gen metilasyonunun infertile (n=49) ve normospermik/fertil
bireylerde (n=27) farklilik gosterdigi ve XRCCI metilasyonu ile sperm kromatin
kondensasyonunun iligkili oldugu goriilmektedir (p<0,05). Sperm kromatin
kondensasyonunun hem XRCCI metilasyonu hem de SDF ile iliskili olmast (p<0,05)
daha fazla sayida 6rnekle ve yari-kantitatif bir yontem yerine kantitatif bir yontemle
caligmanin istatistiki olarak anlamli bir sonuca ulasmaya yardimci olabilecegini
distindiirmektedir.

Erkek infertilitesi alaninda uzman olan androloglardan bazilarinin SDF
analizlerinin rutin uygulamalar arasinda yer almasmin faydali olabilecegi yoniindeki
Onerilerine kars1 goriiste olanlar da bulunmaktadir. DNA fragmantasyonu olan ve
olmayan sperm hiicrelerinin yumurtayr ayni etkinlikte dolleyebildigi bilinmektedir.
Fakat hasarli DNA tastyan spermle dollenme sonucunda diisiik ve embriyo gelisiminde
azalma gibi olumsuz durumlarin yasanabilecegi de bildirilmektedir. SDF’in sperm
kromatin kondensasyonu ile iligkili olmas1 ve sperm kromatin biitiinliigiiniin de germ
hiicrelerin gelisimi ve kalitesi i¢in olduk¢a 6nemli oldugu diisiiniildiiglinde, SDF
konusunda daha iyi tekniklerle ve daha fazla smirlandirilmis ¢aligma gruplarinda

calismanin daha bilgi verici olacagini diistinmekteyiz.
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Saym Dog. Dr. Sezgin GUNES

Etik Kurulumuza sunmus oldugunuz Idiyopatik Erkek infertilitesinde ERCC2,
MLHI, MSH2 ve XRCCI Genleri Promotor Metilasyonlar: ile Sperm DNA
Fragmantasyonu Arasmdaki iliskinin Arastiilmasi  baslikli OMU KAEK 2016/185
Karar nolu nitelikli arastirma projeniz amag, gerekge, yaklasim ve yontemle ilgili
agiklamalari, Klinik Aragtrmalar Etik kurulu yonergesine gore 28.04.2016 tarihli Etik
Kurulumuzda incelenmis etik agidan uygun bulunmustur. Ancak arastirma biitgesinin maddi
destegi heniiz saglanamadigindan projeye biitge destegi saglanip, tarafimiza bildirilmesinden
sonra baslanmasina oy birligi ile karar verilmistir.

Bilgilerinize arz/rica ederim.

Ondokuz mayis Un_iversitesi Tip Fak. Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Tel:(0362)3121919/2782 -4576007 Omutack/zgmail.com
Hastane i¢i 1.Kat (Ozel servis karsist) Atakum/SAMSUN
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Ek 2: Hasta Goniillii Onam Formu

HASTA BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU ORNEGI

ARASTIRMANIN ADI ( CALISMANIN ACIK ADI):

“IDIYOPATIK ERKEK INFERTILITESINDE ERCC2, MLHI, MSH2? ve XRCCI
GENLERI PROMOTOR METILASYONLARI iLE SPERM DNA
FRAGMANTASYONU ARASINDAKI ILISKININ ARASTIRILMASI”

Goniilliiniin Bas Harfleri << >>

Bir aragtirma caligmasina katilmaniz istenmektedir. Katilmak isteyip istemediginize karar
vermeden Once arastirmanin neden yapildigini bilgilerinizin nasil kullanilacaginin ¢alismanin
neleri icerdigini ve olasi yararlarim risklerini ve rahatsizlik verebilecek konulari anlamaniz
onemlidir. Liitfen asagidaki bilgileri dikkatlice okumak i¢in zaman ayiriniz ve eger istiyorsaniz
0zel veya aile doktorunuzla konuyu degerlendiriniz. Eger bir bagka calismada da yer aliyorsaniz
bu ¢alismada yer alamazsiniz.

BU CALISMAYA KATILMAK ZORUNDAMIYIM?

Calismaya katilip katilmama karar1 tamamen size aittir. Eger calismaya katilmaya karar
verirseniz imzalamaniz igin size bu Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formu verilecektir.
Katilmaya karar verirseniz, ¢alismadan herhangi bir zamanda ayrilmakta 6zgiirsiiniiz. Bu durum
sizin aldiginiz tedavinin standardini etkilemeyecektir. Eger isterseniz, bu klinik g¢alismaya
katiliminizla ilgili olarak hekiminiz bilgilendirilecektir.

CALISMANIN KONUSU VE AMACI NEDiR?

Caligsmada, non-obstriiktif azospermi ve oligoastenoteratospermi (OAT) tanisi almis ¢ocugu
olmayan erkeklerden tani1 amagl alinan kan, testis dokusu ve semen sivisi drnekleri ile gocuk
sahibi olan erkeklerden elde edilen semen sivist ve kan oOrneginde; kalitsal materyalin
onariminda rol alan bazi genlerde meydana geldigi diistiniilen degisikler arastirilacaktir. Bu
calisma sonucunda tespit edilebilecek bu degisikliklerin sebebi belirlenemeyen kisirligin
nedenlerini arastirmay1 amagliyoruz.

CALISMA iSLEMLERI:

Aragtirma sirasinda size tani ve tedavi i¢in uygulanacak islemler haricinde ek bir ilag
uygulamasi veya caninizi acitacak girisimsel herhangi bir uygulama yapilmayacaktir. Biitiin
inceleme ve aragtirma teshis ve tedavi amaciyla canli sperm aranmasi sirasinda testisinizden
kiiclik bir miktar doku alacaktir. Ayrica, kolunuzdan alinacak bir miktar kan ve 3-7 giinliik
cinsel perhizin ardindan semen analizi yapilmak iizere verdiginiz semen Orneklerinden artani
calismaya dahil edilecektir.

Bu doku pargasi, kan ve semen 6rneklerinden DNA (kalitsal materyal) izole edilerek hastaliga
sebep olabilecegi diisliniilen bazi genlerdeki degisimler aragtirilacaktir. Sizden alinan kan, doku
ve semen Ornekleri daha sonra kullanilmayacaktir. Cocugu olan erkelerde erkeklerden sadece
kan ve semen Ornegi alinacaktir.

BENIiM NE YAPMAM GEREKIiYOR?
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Calisma doktorunuzun talimatlarmma uymaya, randevu ve vizitelere katilmaya ve yukarida
anlatilan c¢alismayla ilgili tiim islemlere uymaya istekli olmalisiniz. Calisma doktorunuzu
ziyarete belirlenen giinlerde gelmelisiniz ve bir sonraki ziyaretiniz de, ziyaretten ayrilmadan
once planlanmalidir. Yine ¢alismadan once veya caligma sirasinda aldiginiz bagka herhangi bir
tibbi tedaviyi de ¢aligma doktoruna sOylemeniz 6nemlidir. Semen 6rnegini 3-7 giinliik cinsel
perhizin ardindan vermeniz énemlidir.

CALISMAYA KATILMAMIN NE GiBi OLASI YAN ETKIiLERi, RISKLERI VE
RAHATSIZLIKLARI VARDIR?

Calismaya katilarak bagvurmus oldugunuz merkezde size uygulanacak olan ve sizin teshis ve
tedavi siirecinde uygulanacak islemler haricinde herhangi bir uygulama yapilmayacagi ig¢in bu
caligmanin size bir yan etkisi s6z konusu degildir.

GEBELIK VE DOGUM KONTROLU

Calismaya bayanlar dahil edilmeyecektir.

CALISMAYA KATILMANIN OLASI YARARLARI NELERDIR? (Varsa aciklayiniz)

Bu ¢aligma ile vermis oldugunuz semen sivisi ve testisinizden alinan dokuda daha 6nceden tan
amaciyla uygulanmamis ve heniiz rutin testler dahilinde olmayan bir test uygulanacaktir. Testin
sonuglar1 kisirliga sebep olabilecegi diisiiniilen bazi genlerde epigenetik degisikliklerin (DNA
onarim genlerinde meydana gelen epigenetik degisiklikler) olup olmadigini gosterir.

Bu sayede tespit edilebilecek epigenetik degisiklikler bu hastaligin nasil olustuguna dair bizlere
ipuglar1 verebilecek ve hastaligin tedavisi i¢in yeni hedefler bulunmasina yardimci olacaktir.

GONULLU KATILIM

Bu arastirmaya katilma kararimi tamamen goniillii olarak veriyorum. Bu ¢alismaya katilmay1
reddedebilecegimin veya katildiktan sonra istedigim zaman, bu tedavi kurumunda goérecegim
bakim ve tedaviler etkilenmeksizin ve higbir sorumluluk almadan ayrlabilecegimin
bilincindeyim. Caligmadan her hangi bir zamanda ayrilirsam, ayrilma nedenlerimi, ayrilisimin
sonuglarini ve izleyen donemde alacagim tedavileri doktorumla tartisacagim.

CALISMAYA KATILMAMIN MALIiYETi NEDiR?

Calisma kapsaminda katilimeilardan herhangi (yol dahil) bir iicret talep edilmeyecek ve hastaya
da herhangi bir 6deme yapilmayacaktir.

Herhangi bir yan etki veya fiziksel zarar gelisirse hemen ¢alisma doktorunuzu gereken tibbi
tedavinin uygulanabilmesi i¢in bilgilendiriniz.

KiSIiSEL BILGILERIM NASIL KULLANILACAK?

Bu formu imzalayarak doktorunuzun ve onun kadrosunun c¢aligma igin sizin kisisel bilgilerinizi
(“Calisma Verileri”) toplamalarma ve kullanmalarma onay vermis olacaksmiz. Bu durum
dogum tarihiniz, cinsiyetiniz, sigara ve alkol kullanma durumunuz, etnik koékeniniz ayrica
calisma verilerinizin kullanimu ile ilgili verdiginiz onayin herhangi bir belirlenmis birim tarihi
yoktur, ancak doktorunuzu haberdar ederek bu onaymizdan herhangi bir zamanda
vazgecebilirsiniz.

Calismanin sonuglar1 tibbi yaymnlarda yaymlanabilir, ancak sizin kimlik bilgileriniz bu
yayinlarda agiklanmayacaktir.
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Doktorunuzdan toplanan ¢aligma verileriniz hakkinda bilgi isteme hakkinda sahipsiniz. Ayni
zamanda bu verilerdeki herhangi bir hatanin diizeltilmesini isteme hakkinda da sahipsiniz. Eger
bu konuda bir isteginiz olursa liitfen doktorunuzla goriisiiniiz.

Eger onaymizda vazgecerseniz, doktorunuz g¢alisma verilerinizi artik kullanamayacak ya da
diger kisilerle paylagamayacaktir.

Bu formu imzalayarak, caligma verilerinizin bu formda tanimlandig: sekilde kullanimina onay
vermekteyim.

ARASTIRMA SURESINCE 24 SAAT ULASILABILECEK KiSiLER:

Aragtirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte, Prof. Dr. Ramazan
Ascr’y1 0 (362) 3121919 / 2255 telefon numarasi ile Ondokuz May1s Universitesi, Tip Fakiiltesi,
Uroloji ABD’den arayabilecegimi biliyorum.

CALISMADAN AYRILMAMI GEREKTIRECEK DURUMLAR:

Yoktur.

YENI BiLGILER CALISMADAKI ROLUMU NASIL ETKILEYEBILIiR

Caligsma siirerken ortaya ¢ikmis olan biitiin yeni bilgiler bana derhal iletilecektir.

Calismava Katilma Onay1

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formundaki tiim agiklamalar1 okudum. Bana, yukarida konusu ve
amac1 belirtilen aragtirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama asagida adi belirtilen hekim
tarafindan yapildi. Arastirmaya goniillii olarak katildigimi, istedigim zaman gerekgeli veya
gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi ve kendi istegime bakilmaksizin arastirmact
tarafindan arastirma dis1 birakilabilecegimi biliyorum.

S6z konusu arastirmaya, higbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmayi kabul
ediyorum. Doktorum saklamam ic¢in bu belgenin bir kopyasini ¢alisma sirasinda dikkat
edecegim noktalar1 da icerecek sekilde bana teslim etmistir.

Géniilliiniin Ad1 / Soyadi / Imzas1 / Tarih

Agiklamalar1 Yapan Kisinin Adi1/ Soyadi / Imzas1 / Tarih

Gerekiyorsa Olur Islemine Tanik Olan Kisinin Ad1 / Soyadi / Imzas1 / Tarih
Gerekiyorsa Yasal Temsilcinin Ad1/ Soyadi / Imzas1 / Tarih

* Aciklamalar hastanin anlavabilecegi acikhikta ve teknik terimlerden uzak bir sekilde
belirtilmelidir.
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