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OZET

IDIYOPATIK ERKEK INFERTILITESINDE DNA
FRAGMANTASYONU iLE MLH1 VE MSH2 GENLERININ PROMOTOR
METILASYONU ARASINDAKI ILISKININ ARASTIRILMASI

Amac: Tez cgalismasinda idiyopatik infertil hastalarda MLH1 ve MSH2 genlerinin
promotor metilasyonlari, sperm DNA fragmantasyonu ve histonca zengin sperm
yiizdesinin belirlenmesi ve elde edilen sonuglarin semen parametreleri, yas ve sigara
kullanimi verileriyle birlikte analiz edilmesi amaclanmistir.
Materyal ve Metot: Calismaya katilan 52 kontrol ve 75 infertil erkekten alinan
orneklerde sperm DNA fragmantasyonu TUNEL, histonca zengin sperm yiizdesi anilin
mavisi boyama yontemi, MLH1 ve MSH2’nin promotor metilasyon (sirasityla n=39 ve
40) yiizdeleri MethyLight yontemi ile analiz edilmistir.
Bulgular: Calismada MLH1 ve MSH2 promotor metilasyon degisimlerinin DNA
fragmantasyon indeksi (DFI) tizerine etkisi goriillmemistir. MSH2 promotor metilasyonu
ve DFI kontrol grubunda oligoastenoteratozoospermi (OAT) grubuna kiyasla daha
diisik bulunmustur. MLH1 promotor metilasyonu ve anilin pozitif sperm yiizdesi
arasinda pozitif korelasyon (P=0,0188), MSH2 promotor metilasyonu ile sperm
konsantrasyonu ve toplam sperm sayisi arasinda ise negatif korelasyon bulunmustur
(sirastyla P=0,0068 ve P=0,009). Kontrol grubunun anilin pozitif sperm yiizdesi, OAT
grubuna gore distiktiir (P<0,0001). Anilin pozitif sperm ylizdesi, yas (P=0,0015),
toplam sperm sayist (P<0,0001), motilite (P<0,0001) ile negatif korelasyonludur. Sigara
iciminin diger parametreler lizerine etkisi goriilmemistir.
Sonu¢: Calisma sonuglar1 yanlis eslesme onariminda kritik gorevleri olan MLH1 ve
MSH2 genlerindeki epigenetik degisikliklerin semen parametreleri iizerine etkili
olabilecegini diislindiirmiistiir. Ancak, bu genlerin metilasyon degisikliklerinin
infertilite, DFI ve protaminasyonla olan iligkisinin anlagilmasi i¢in daha kapsamli
caligmalara ihtiyag vardir.
Anahtar kelimeler: MLH1; MSH2; Sperm DNA fragmantasyonu; Sperm histon
Giilgez Neslihan TASKURT HEKIM, Doktora Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi-Samsun, Ekim-2019
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF RELATIONSHIP BETWEEN PROMOTER
METHYLATION OF MLH1 AND MSH2 WITH DNA FRAGMENTATION IN
IDIOPATHIC MALE INFERTILITY
Aim: In this study, we aimed to investigate the promoter methylation of MLH1 and
MSH2 genes, sperm DNA fragmentation and percentage of histone-rich sperm in
idiopathic infertile patients and to evaluate the results with semen parameters, age and

smoking data.

Material and Method: The promoter methylation of MLH1 and MSH2 (n=39 and
n=40, respectively) were analyzed by MethyLight method, sperm DNA fragmentation
by TUNEL and the percentage of histone-rich sperm by aniline blue staining method in
52 control and 75 infertile men.

Results: In the study, no effect of the promoter methylation changes of MLH1 and
MSH2 on DNA fragmentation index (DFI) was observed. MSH2 promoter methylation
and DFI were lower in the control group compared to the
oligoasthenoteratozoospermiac (OAT) group. There was a positive correlation between
MLH1 promoter methylation and percentage of aniline positive spermatozoa (P=0.0188)
and a negative correlation between MSH2 promoter methylation and sperm
concentration and total sperm count (P=0.0068 and P=0.009, respectively). The
percentage of aniline positive sperm of the control group was lower compered to the
OAT group (P<0.0001). Aniline positive spermatozoa was negatively correlated with
age (P=0.0015), total sperm count (P<0.0001) and motility (P<0.0001). No correlation
was found between smoking and other parameters.

Conclusion: The results of the study suggest that methylation alterations in MLH1 and
MSH2 genes, which have critical roles in mismatch repair, may have an effect on semen
parameters. However, further studies are needed to understand the relationship between
methylation changes of these genes and infertility, DFI and protamination.

Keywords: MLH1; MSH2; Sperm DNA fragmentation; Sperm histone

Gulgez Neslihan TASKURT HEKIM, Ph.D. Thesis
Ondokuz Mayis University-Samsun, October-2019



SIMGELER VE KISALTMALAR

AZF : Azospermik faktor bolgesi

CBAVD : Konjenital bilateral vas deferens agenezi

CF : Kistik fibrozis

CFTR : Kistik fibrosiz transmembran regulator

(6{0) : Krosover

DFI : DNA fragmantasyon indeksi

DSB : Cift zincir kirigi

HR : Homolog rekombinasyon

ICSI : Intrasitoplamik sperm enjeksiyonu

IVF : In vitro fertilizasyon

KS : Klinefelter sendromu

MLH1 : mutL homolog 1

MMR : Yanlis eslesme onarimi

MSH?2 : mutS homolog 2

MTHFR : Metilentetrahidrofolat rediiktaz

NOA : Nonobstriiktif azoospermi

OAT : Oligoastenoteratozoospermi

P1 : Protamin 1

P2 : Protamin 2

PBS : Fosfat tuz tamponu

PFA : Paraformaldehit

ROS : Reaktif oksijen tiirleri

SCLB : Somatik hiicre lizis tamponu

SCO : Sertoli cell only sendromu

SO X Siddetli oligozoospermi

TUNEL X Terminal deoksiniikleotidil transferaz aracili dUTP-gentik ug
etiketleme

WHO : Diinya Saglik Orgiitii
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1. GIRIS

Erkek infertilitesi diinya genelindeki ciftlerin yaklagik %10-15ini etkileyen
onemli bir saglik problemidir (Tahmasbpour ve ark., 2014). Erkek infertilitesinin
degerlendirmesinde ayrintili alinmis tibbi ge¢mis, fiziksel muayene ve iki ayri1 semen
analizi yer almaktadir (Jungwirth ve ark., 2012).

Semenin makroskopik ve mikroskopik olarak degerlendirilmesinin Gnemine
ragmen konvansiyonel semen analizleri erkegin iireme potansiyelini dogru sekilde
tahmin etmede yetersiz kalabilmektedir (Agarwal ve ark., 2019). Infertil erkeklerin bir
kisminin normal semen parametrelerine sahip olmasit erkek infertilitesinin
degerlendirilmesinde daha ileri tetkiklere gerek duyuldugunun bir gostergesidir (Saleh
ve ark.,, 2002; Belloc ve ark., 2014). Yapilan calismalar sperm DNA hasar ve
fragmantasyon analizlerinin ileri testler arasinda Onemli bir yere sahip oldugunu
gostermektedir. Sperm DNA biitiinliigliniin bozulmas: paternal iireme potansiyelini
negatif yonde etkiler (Aitken ve De luliis, 2010). Bir¢ok ¢alisma infertil erkeklerde
fertil erkeklere kiyasla daha fazla DNA hasar1 gozlendigini ve yiiksek sperm DNA
hasarinin siklikla diisiik sperm sayisi, azalmig motilite, anormal morfoloji ve ileri
paternal yas ile iliskili oldugunu gostermistir (Muratori ve ark., 2000;
Wyrobek ve ark., 2006; Erenpreiss ve ark., 2008; Boushaba ve Belaaloui, 2015). Sperm
DNA hasar1 ayrica hem dogal yollarla hem de yardimci lireme teknikleri ile meydana
gelen hamileliklerde diistiklere, embriyoda gelisimsel bozukluklara, konjenital ve
kromozomal anomalilere neden olabilmektedir (Schulte ve ark., 2010; Simon ve ark.,
2017).

DNA onarim mekanizmalarindan biri olan yanlis eslesme onariminin
(mismatch repair system, MMR) en iyi bilinen gorevi replikasyon sirasinda tek bazlik
yanlis eslesmeleri ve insersiyon/delesyonlari diizelterek genomik kararliligi korumaktir
(Crouse, 2016; Peltomaki, 2016). MMR, ayrica homolog rekombinasyonda da yer
almaktadir (Spies ve Fishel, 2015). Homolog rekombinasyon somatik hiicrelerde
durmus replikasyon catalinin yeniden fonksiyon kazanmasinda ve DNA ¢ift zincir
kiriklarinin (double strand breaks, DSB) onariminda gorev alir. Mayozda homolog
rekombinasyon profazin erken safhalarinda genom boyu programli DSB olusumuyla

baslayan krosover olusumu igin gereklidir (Manhart, 2016; Spies, 2015). MMR
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rekombinasyon sirasinda yanlis eslesmeleri diizeltir ve mayozda homolog kromozomlar
arast krosovera aracilik eder (Manhart, 2016). Hayvan modelleri ve spermatogenik
bozuklugu olan hastalarla yapilan ¢alismalar MMR genlerinin erkek infertilitesinde rol
alabilecegini gostermektedir (Paul ve ark., 2007; Terribas ve ark., 2010).

Tez calismasi i¢cin DSB onarimi, kromozomal sinaps ve genomik kararliligin
korunmasindaki gorevleri goz Oniinde bulunduruldugunda, MMR genlerindeki
epigenetik degisikliklerinin sperm DNA fragmantasyonu iizerine etkili olabilecegi
distiniilmistir. Calismada bu hipotez dogrultusunda MLH1 ve MSH2’nin promotor
bolgesi metilasyon yiizdeleri, sperm DNA fragmantasyonu ve histonca zengin sperm
yiizdesi fertil/normozoospermiklerde ve OAT teshisi alan kisilerde belirlenmis, bu
genlerin metilasyon degisikliklerinin DNA fragmantasyonu {iizerinde etkisi olup

olmadiginin arastirilmasi amacglanmaistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Infertilite Epidemiyolojisi

Ureme ¢agindaki ciftlerin yaklasik %8-12'ini etkileyen infertilite, ¢iftlerin en az
bir y1l veya daha uzun siirede korunmasiz ve diizenli cinsel iliskiye ragmen ¢ocuk sahibi
olamamasidir (Vander Borght ve Wyns, 2018). Giiney ve Orta Asya, Dogu ve Kuzey
Afrika ve Dogu Avrupa’daki bazi populasyonlarda insidanst %30’a kadar ¢ikmaktadir
(I1zzo ve ark., 2015). Yalnizca erkek faktoriiniin sorumlu oldugu infertilite olgular1 %20-
30 civarindadir ancak erkek faktorii tiim olgularin neredeyse %50'sini olusturur (Murray
ve ark., 2012; Dadhich ve ark., 2015; Vander Borght ve Wyns, 2018).

Erkek fertilitesi, genetik ve epigenetik faktorler, konjenital ya da kazanilmis
iirogenital anomaliler, kanserler, iirogenital enfeksiyonlar, skrotal 1sinin artis1, endokrin
rahatsizliklar, immunolojik faktorler ve toksik etkenler (ilaglar, tiitlin, uyusturucu, agir
metaller, alkol vb.) nedenleriyle azalabilmektedir (Krausz, 2011; Sabanegh, 2011).
Infertil erkeklerin yaklasitk %]15'inde kromozom ya da tek gen mutasyonlari
gozlenmektedir. Karyotip analizi ve Y-kromozomu mikrodelesyon analizleri sirasiyla
<10 milyon sperm/ml ve <5 milyon sperm/ml olan hastalar i¢in onerilmektedir (Krausz
ve ark., 2015). Infertil erkek olgularmin yaklasik %30’unda ise erkek infertilitesiyle
iligkilendirilen bir faktor tanimlanamamaktadir ve bu olgular idiyopatik olarak

adlandirilmaktadir (Sekil 1).

m SebebiBilinen Infertilite
mIdiyopatik

= Hipogonadizm

B Genel / Sistemik

Hastaliklar

¥ Ereksiyon/ Ejakulasyon
Bozukluklar

u Tikaniklik

Vageltomi

Sekil 1. Erkek infertilite sebepleri ve iligkili faktorler (Jungwirth ve ark., 2012)



2.2. Spermatogenez

Spermatogenik bozukluklar erkek infertilitesinin en yaygin nedenidir ve birgok
genetik ve epigenetik faktor bu duruma neden olabilmektedir (Song ve ark., 2016).
Seminifer tiibiillerde meydana gelen spermatogenez, c¢ok sayida hiicre tipinin,
hormonun, genetik ve epigenetik faktorlerin etki ettigi karmasik bir siirectir ve temelde
lic asamadan olusur. Bu agamalar sirasiyla spermatogonianin mitotik proliferasyonu ve
primer spermatositlere farklilagsmasi, primer spermatositlerin mayozla spermatidleri
olusturmas1 ve yuvarlak spermatidlerin spermatozoaya farklilastigi spermiyogenez
asamasidir (Stukenborg ve ark., 2014). Siire¢ yaklasik 64 giin siirer ve sonugta bir giinde
150-275 milyon sperm iiretilir (Song ve ark., 2016). Saglikl1 bir erkekte spermatogenez;
ergenlikte hipotalamusun hormonal kontroliiyle baslar, bireyin tiim yasami boyunca
devam eder ve siire¢ sirasinda yaklasik 2300 gen bir arada calisir (Sharma, 2011;
Hotaling ve Carrell, 2014).

Spermatogenez sirasinda testis mikrogevresinin siki kontrolii altinda olan
spermatogonia hem mitozla kék hiicre havuzunun devamliligini saglar hem de mayozla
spermatozoaya farklilasir (Fok ve ark., 2014; Hai ve ark., 2014). Seminifer epitelin
bazal laminasinda tip A ve tip B spermatogonia bulunur. Insanda tip A spermatogonia
niikleuslarinin boyanma &zelliklerine gore iki gruba ayrilir: A koyu ve A soluk. iki grup
A spermatogonia da farklilasmamis kok hiicredir, ancak bazi kaynaklarda olduk¢a nadir
boliinen A koyu spermatogonia esas rezerv kok hiicre, proliferasyonuyla once tip B
spermatogoniaya sonra da spermatositlere farklilasarak germ hiicre sayisimi arttiran A
soluk spermatogonia ise progenitdr hiicre olarak kabul edilir (Waheeb ve Hofmann,
2011; Stukenborg ve ark., 2014; Komeya ve Ogawa, 2015). Tip B spermatogonianin
mitotik ¢ogalmasiyla olusan primer spermatositler mayoza ilerlerler. Leptoten
asamasinda DSB olusumuyla baslayan genetik rekombinasyon pakiten asamasinda
tamamlanir (Gunes ve ark., 2015). Mayoz 1’in sonunda her primer spermatositten bir
cift haploid kromozomlu ve rekombinant DNA’l1 sekonder spermatosit olusur (Song ve
ark., 2016). Spermatogonial boliinmeler sirasinda sitokinez tamamlanmaz, hiicreler
birbirleriyle sitoplazmik kopriiler aracilifiyla bagli ve iletisimde kalirlar. Boliinmeler
birbirlerine bagli hiicre kolonlar1 olusturur, iyonlar ve molekiiller bu hiicrelerarasi
kopriilerden gecerek her hiicre sirasinin senkronize olarak olgunlagsmasina olanak saglar

(Gilbert, 2000).



Mayozun ikinci boliinmesinden sonra her bir sekonder spermatosit iki yuvarlak
spermatide boliiniir. Insanda niikleer morfolojilerine bagli olarak Sa-Sb1-Sh2-Sc-Sd1-
Sd2 seklinde alt1 spermatid tanimlanmustir (De Vries ve ark., 2012). Haploid
spermatidlerde de sitoplazmik kopriiler korunur. Tip A spermatogoniumdan spermatide
kadar olan bdliinmeler sirasinda hiicreler seminifer tiibiillerin bazal membranindan
liimene dogru kademeli olarak yol alirlar. Boylece her hiicre tipi tiibiiliin belirli bir
katmaninda bulunur. Spermatidler liimenin sinirinda bulunur ve burada sitoplazmik

baglantilarini kaybederek sperm hiicrelerine farklilasirlar (Gilbert, 2000).

Telophase Anaphasse Metaphase
Cytokinesis Telophase interphose Cytokiness Prophase Interphase

%S&gew

Sekil 2. Spermatogenez (Gunes ve ark., 2015)

Spermiyogenez bir yuvarlak Sa spermatidin bir spermatozoona doniistiigii
olgunlasma islemidir (Sekil 2). Bu asamada artik hiicre boliinmesi meydana gelmez
ancak bazi sitoplazmik ve niikleer degisiklikler olusur. Akrozom, Golgi cisimciginden
hiicre iskeletinin katilimiyla olusur ve sperm niikleusunun etrafini1 kaplar (Gilbert, 2000;
Neto ve ark., 2016). Niikleer histonlarin yaklasik %851 protaminlerle yer degistirerek
niikkleusun daha siki paketlenmesine yol agar. Spermatidin sekli kademeli olarak uzar ve
mikrotiibiiller sperm flagellasin1 olusturmak iizere 2+9 diizenini olusturmaya baglar

(Sekil 3) (Neto ve ark., 2016; Gunes ve ark., 2018).
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Sekil 3: Sperm flagellas: ve mikrotiibiil yerlesimi, aksonem Kkesiti (Gunes ve ark., 2018)

Mikrotiibiillere ek olarak yogun dis fiberler ve fibroz kilif da flagellar hareket
diizenine destek saglayacak sekilde organize olur (Eddy ve ark., 2003). Mitokondria
sayisini arttirir ve orta cisimeigi olusturmak i¢in kuyruk temelinin gevresine toplanir
(Sekil 3). Spermatozoanin hareketliligini en iist seviyeye c¢ikarmak igin, Golgi
cisimciginin kalintilarin1 ve diger organelleri iceren fazla sitoplazma atilarak Sertoli
hiicreleri tarafindan fagosite edilir (Neto ve ark., 2016). Sonugta olusan spermatozoa
tiiblil limenine salinir (Gilbert, 2000).

Kapasitasyon spermatozanin fertilizasyona hazirlandig1 asamadir. Fertilizasyon
sirasinda kapasitasyonunu tamamlamis spermatozoon ovumun kiimiiliis ooforusuna
penetre olur ve sonra zona pellusidaya plazma membranmi birlestirerek baglanir.
Yumurtanin zona pellusidasina baglandiktan sonra spermatozoon akrozom reaksiyonu
ad1 verilen ekzositotik bir evreye girer. Akrozom reaksiyonu fertilizasyon igin
gereklidir, ¢iinkii spermatozoonun zona pellusida i¢inden ge¢mesini ve yumurta
oolemasiyla fiizyonuna olanak verir (Ickowicz ve ark.,, 2012). Kapasitasyonda
bikarbonat konsantrasyonunun ve hiicre i¢i pH'n artmasina bagl olarak kolesteroliin
plazma membranindan akisi, lipit yataklarinin anterior hareketi, hiyaliironidaz enzimi ve
zona pellusida i¢in reseptorlerin yiizey ekspresyonlarinda degisiklikler, hiicre i¢i siklik
adenozin monofosfat seviyesinin artis1 ve hiperaktive hareket gibi birgok biyokimyasal

ve hiicresel degisiklik meydana gelir (Aitken ve Nixon, 2013).



2.3. Erkek Infertilitesinin Genetik Nedenleri

Erkek infertilitesi genetik ve epigenetik nedenlerden kaynaklanan karmagsik
etiyolojili bir hastaliktir. Karyotip anormalikleri, Y-kromozomu mikrodelesyonlar1 ve
Kistik fibrosiz transmembran regulator (CFTR) geni mutasyonlar1 azospermi ve siddetli
oligosperminin (severe oligospermia, SO) iyi bilenen genetik nedenleri arasinda yer
almaktadir. Bu nedenlerin yam sira infertil erkeklerin gamet kok hiicrelerinde DNA
metilasyonu, DNA’y1 paketleyen histon proteinlerinin kuyruklarinda yer alan epigenetik
degisiklikler, histon protamin orani, mutasyonlar, DNA hasar1 ve fragmantasyonu

siklikla goriilebilmektedir.

2.3.1. Kromozom Bozukluklar:
Karyotip analizi spermatogenik bozukluklari olan hastalarda ilk istenen genetik
testtir. Kromozom bozukluklar: infertil erkeklerin yaklasik %6’sinda  goriiliir.

Azospermik erkeklerde prevalans %15’e kadar ¢ikabilmektedir (Song ve ark., 2016).

Klinefelter Sendrom (47,XXY)

Erkeklerde nonobstriiktif azoospermiye (NOA) neden olan, en yaygin goriilen
sayisal kromozom bozuklugu ve cinsiyet kromozomu anomalisidir (Wikstrom ve
Dunkel, 2011). Prevalansi yaklasik 2/1000’dir (Franik, Hoeijmakers ve ark. 2016).
Klinefelter sendromlu (KS) erkeklerde normal kromozom kurulusuna ek olarak bulunan
ikinci X-kromozomu yiiziinden primer testikiiler yetmezlik vardir (Song ve ark., 2016).
Fazla X-kromozomu paternal ya da maternal mayozda ayrilmama sonucu ortaya ¢ikar.
KS’de olgularin %10-20’si mozaik (46,XY/47,XXY) ya da daha yiiksek dereceli X
anoploidili (48, XXXY, 48 XXYY, 49 XXXXY) oldugu i¢in olgularda genis bir
fenotipik dagilim gozlenir (Wikstrom ve Dunkel, 2011; Franik ve ark., 2016; Song ve
ark., 2016).

47, XYY

Yaklasik 1/1000 canli erkek dogumda goriilen, KS’den sonraki en yaygin
cinsiyet kromozomu anomalisidir. 47, XYY paternal mayozda ayrilmama yiiziinden
gerceklesirken, postzigotik mitozlarda mozaik ayrilmama formlarina (46,XY/47,XYY)
neden olur (Kim ve ark., 2013). XYY’li erkekler normalin iizerindeki boylar1 disinda
fenotipik olarak normaldirler (Behre ve ark., 2000). Normozoospermiden azoospermiye

kadar degisken sperm sayilarina sahip olabilirler. Bu erkekler fertil olabilmelerine
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ragmen yapilan c¢alismalar bu erkeklerin semenlerinde anormal kromozomlu sperm

insidansinin arttigini bildirmistir (Kim ve ark., 2013; Song ve ark., 2016).

46,XX Erkekler

46,XX sendromu (Testicular Disorder of Sex Development, testikiiler DSD),
yaklasik 20000 canli erkek dogumda bir meydana gelen nadir bir genetik sendromdur
(Gunes ve ark., 2013; Song ve ark., 2016).

Testikiiler DSD sendromlu erkekler ii¢ fenotipten birini gosterirler: Klasik
46,XX hastalar erkek internal ve eksternal genitalyaya sahiptir ve genellikle ergenlikten
sonra infertilite tedavisinde tani alirlar. 46,XX ambiguous genitaliali hastalar eksternal
genitalyada belirsizlik (mikropenis ya da hiperklitoridi gibi) gosterirler. XX gercgek
hermafroditler de internal ya da eksternal genital belirsizlik gosterir ve dogduklarinda
fark edilirler. Farkli fenotipler gozlense de testikiiler DSD sendromlu erkekler AZF
bolgeleri olmadigi i¢in infertillerdir. Yaklasik %80’ninde Y-kromozomu cinsiyet
belirleyici bolgenin (sex-determining region Y, SRY) X-kromozomuna ya da bir
otozoma translokasyonu goriiliir. Geriye kalan1 SRY-negatif 46,XX erkeklerdir. SRY-
negatif hastalarda, SRY 'nin gizli gonadal mozaisizmi, bazi otozomal ya da X {izerinde
erkek tireme sistemi yolaklarini baskilayan genlerdeki mutasyonlar ya da SRY’nin asagi
yolagindaki cinsiyet belirleyici genlerin ekspresyonunun degismesinin testikiiler doku

olusumuna neden olabilecegi digiiniilmektedir (Li ve ark., 2014).

Y-kromozomu bozukluklari

Erkek cinsiyet farklilasmasi icin gerekli olan Y-kromozomunun yapisi
heterojendir ve bes farkli tip diziden olusur. ilk bélge, psddootozomal bdlge (PAR), Y-
ve X-kromozomlarinin ug¢ bdlgesinde bulunan ve X ve Y arasindaki homolog
rekombinasyonun gergeklestigi dizileri kapsar (PAR1 ve PAR2). Diger bolgeler,
psodootozomal bolgeler arasinda kalan X-aktarilan, X-dejenere, amplikonik ve
heterokromatik diziler bir arada Y-kromozomunun erkege 6zgii bolgesini (male spesific
region of Y chromosome, MSY) meydana getirir. Amplikonik diziler, diger 6kromatik
dizilerden farkli olarak ¢ok sayida tekrar iceren ve genelde palindromik yerlesmis
duplike dizilerdir. Palindromik diziler, testis spesifik fonksiyonlari olan dokuz farkli gen
ailesinden 60 amplikonik gen tasirlar. Tekrar bolgelerinin birbirlerine oldukca benzer

olmast nedeniyle (>%99,9), bu boélgelerde inter ve intrakromatid resiprokal



rekombinasyon (ektopik rekombinasyon) olduk¢a fazla go6zlenir. Ektopik
rekombinasyon sperm sayisinin azalmasit gibi siddetli fenotipik etkileri olan

delesyonlara, inversiyonlara ve duplikasyonlara neden olur (Hughes ve Rozen, 2012).

Heterochromatin
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Sekil 4. Y-kromozomu mikrodelesyonlar1 (Neto ve ark., 2016)

a. Y- kromozomundaki delesyonlar (Sekil 4) erkek infertilitesinin en iyi bilinen
genetik nedenlerindendir. NOA ve SO hastalarinin  %10-15’inde  gozlenirler.
Spermatogenik bozukluklarla iliskili olan mikrodelesyonlar Y-kromozomun uzun kolu
(Yq) iizerindedir ve ¢ogunlukla de novo olusur (Hotaling ve Carrell, 2014). ilk Y-
kromozomu mikrodelesyonu 1976’da azospermik bir hastada tanimlanmistir ve
aragtiricilar o bolgede azospermi faktdr (AZF) isimli bir genin varhigini ortaya
koymuslardir (Tiepolo ve Zuffardi, 1976). AZF bolgesi 3 alt bolge igerir: AZFa, AZFb
ve AZFc (Song ve ark., 2016).

AZFa: Yg’nun proksimalinde 792 kb uzunlugunda bir bdlgedir. AZFa i¢inde
tekrarli bolgeler bulunmaz. AZFa bolgesindeki delesyon sikligi (NOA'T1 erkeklerde
%0,28), AZFb ve AZFc bélgelerine oranla daha diisiiktiir. Iki dSnemli gen icerir: USP9Y
ve DBY (DDX3Y). DBY, testiste lokalize olan ve premayotik germ hiicrelerinin
gelisiminde rol oynayan bir protein kodlar. USP9Y gen iiriinii de spermatogenezde rol

oynar. Bu genin delesyonu azoospermi ya da oligozoospermiye neden olur. Bu iki genin



delesyonunun azospermi ya da Sertoli-cell only (SCO) sendromuyla sonuglandigi
bildirilmistir (Song ve ark., 2016).

AZFb: Bu bolgede bulunan RBMY geninin Y-kromozomu iizerinde alt1
kopyast bulunur. RBMY1 ve PRY genleri sirasiyla testis 6zgii kesme faktorii ve
apoptotik yolakta rol alan birer protein kodlar. Bu iki genin delesyonla kaybi
spermatogenezde arreste yol agar (Hotaling ve Carrell, 2014).

AZFc: En yaygin goriilen AZF delesyonudur; AZFc bolgesindeki delesyonlar
NOA'l1 erkeklerin %10'unda bulunur ve tiim erkeklerde 1/4000 siklikta goézlenir
(Hotaling ve Carrell, 2014). Spermatogenezde rol oynayan onemli genler igerir. Y-
kromozomunda 4 kopya olarak bulunan DAZ genleri iyi bilinen 6rneklerdendir. DAZ
genleri germ hiicre gelisiminin tiim asamalarinda eksprese edilirler. Bu genlerin
delesyonlar1 oligospermiden azospermiye kadar degisen fenotiplere neden olabilir.
AZFc¢ mikrodelesyonlar1 parsiyel veya tam delesyonlar halinde olabilir (Abur ve ark.,
2019). Parsiyel delesyonlardan en sik gozlenenler gr/gr ve b2/b4 delesyonlaridir (Beyaz
ve ark., 2017; Gunes, 2018) (Sekil 5).

AZF mikrodelesyonlarda ¢ok kesin olmamakla birlikte genotip-fenotip
korelasyonu bulunmaktadir. Genelde AZFa ve AZFb bdlge delesyonu olan bir erkekte
sperm gozlenmesi pek olasi degilken, AZFc delesyonlu erkeklerde cerrahi sperm
ekstraksiyonuyla sperm elde etme sans1 ¢ok daha yiiksektir (%70’e kadar). Ancak, AZF
bolgesindeki genlere ve delesyon tipine bagl olarak calisma sonuglarinda farkliliklar
olabilmektedir (Song ve ark., 2016).

b. Y-kromozomunun amplikonik yapisi delesyonlarin yani sira Y-
kromozomunun iki kardes kromatidinin ¢esitli noktalarinda ektopik rekombinasyonla
flizyonlara neden olur ve sonugta izodisentrik Y-kromozomu meydana gelir. Kisa
kollarin kaybi1 ve iki Yq’nun birlesmesi (idicYq) SRY’nin kaybi yiiziinden XY gonadal
disgenezi ve cinsiyet doniisiimiine yol acar. XY gonadal disgenezi SRY nin kaybi1 ya da
SRY’deki nokta mutasyonlarla meydana gelir. Bu olgularda gonadlar testise farklilasmaz
ve ayrica fonksiyonel ovaryumlar da olusmaz. Iki kisa kolun fiizyonu daha siklikla
gerceklesir (idicYp) ve iki farkli klinik sonucu gozlenir. idicYp’nin mitotik olarak
kararsiz olmasi nedeniyle hiicrelerde 45,X/46,X,idicYp mozaisizmi gozlenir. idicYp
kromozomunda spermatogenez i¢in Onemli genler tasiyan distal dizilerin yoklugu

spermatogenik bozukluklara yol agar. Ayrica, idicYp iizerinde iki PARI bdlgesinin
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bulunup PAR?2 bolgesinin olmamasi mayozda hatalara yol agabilir (Hughes ve Rozen,
2012).

PAR1
L 3.5 Mb
b2 g1 £r2 r3 g2 r3r4d g3 b4
|~ T I- -_I- | -_y-
DAZ1/DAZ2 CDVla  DAZ3/DAZ4  CDVib
AVASE]
AZFb — 4| grlgr |éam -
— 16Mb
[ bimw3
1l 16Mb—
Yq mmp[  b2b3 | — [ J—
— 18Mb_—
PAR2

Sekil 5. b2/b4 ve gr/gr delesyonlarinin yerlesimi (Gunes, 2018)

2.3.2. Gen Mutasyonlari

Kistik Fibroz (CF)

Konjenital bilateral vas deferens agenezi (CBAVD) infertil erkeklerin %1" inde
bulunur ve vas deferens yoklugu (bazi olgularda epididimisin distal kismi1), hipoplastik
seminal vezikiiller, seminal hipovolemi (<1 ml) ve sonugta asidik ejakulat ve obstriiktif
azospermi ile karakterizedir. CF hastalarin hepsinde CBAVD gozlenir. Kuzey Avrupali
irkta 1/1600 goriilme ve 1/25 tastyict sikligi bulunmaktadir (Song ve ark., 2016).

Kallman Sendromu

Anosmia ya da hiposmia ile birlikte goriilen idiyopatik hipogonadotropik
hipogonadizm olarak tanimlanir. Kallman Sendromlu erkekler X-kromozomu
tizerindeki KAL1 geninde veya 8. kromozom iizerindeki fibroblast biiyime faktor
reseptorii 1 (FGFR1) geninde delesyonlar tasirlar. KAL1 gonadotropin salgilatic
hormon noéronlarinin gégiinden sorumlu olan anosmin 1 adi verilen bir adhezyon
molekiilii kodlar. FGFR1 delesyonu ise sendromun anosmik veya hiposfik formlarina

neden olur (Song ve ark., 2016).
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Konjenital Hipopituitarizm

Testikiiler ~yetmezlikle sonuglanan hipogonadotropik  hipogonadizmle
iligkilidir. Mutasyona ugrayan genler: HESX1, LHX3, LHX4, PROP1, POU1F1, SOX3
ve SOX2'dir (Song ve ark., 2016).

Leydig Hiicre Hipoplazisi

Genetik temelli olan ve testikiiler yetmezlige yol agan nadir bir durumdur. LH
reseptorii genindeki mutasyonlar Leydig hiicre hipoplazisine sebep olur. Hastaligin hafif
formunda hipogonadizm gdozlenirken, siddetli formda psddohermafrodizm gozlenir

(Song ve ark., 2016).

2.3.3.Polimorfizmler

Bilinen mutasyonlarin degerlendirilmesinden sonra primer testikiiler
yetmezligin yaklasik %40°’1 idiyopatik olarak kalir (Krausz ve ark., 2015). 2000’li
yillarin basindan itibaren gelistirilen yeni yontemlerle erkek infertilitesinde tek
niikleotid polimorfizmleri (SNP), degisken sayida bitisik tekrarlar (VNTR) ve kopya
sayist varyasyonlart (CNV) arastirllmaya baslanmistir. Literatiirdeki polimorfizm
arastirmalarinin sonuclar1 c¢esitlilik gostermektedir. Calismalar arasindaki farklilik
etnik/cografik, fenotipik ve oOrneklem biiyiikliigii farklarindan kaynaklanmaktadir
(Hotaling ve Carrell, 2014; Krausz ve ark., 2015).

Farkli meta-analizlerde metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) genindeki
¢.677C>T polimorfizmi erkek infertilitesiyle iliskili bulunmustur (Tuttelmann ve ark.,
2007; Gupta ve ark., 2011). MTHFR, 1p.36.22'de bulunur ve folat metabolizmasiyla
iligkili bir gen kodlar. Folat, genom biitiinliigliniin devam1 ile DNA'nin sentezi, onarimi
ve metilasyonu igin gereklidir. Ostrojen reseptdrii 1 ve 2 (ESR1 ve 2) genleri, nitrik
oksit sentaz 3 (NOS3) geni, DAZL, CYP1Al, androjen reseptorii (AR) geni, TP53 ve
USP26 de aday gen yaklasimi igerisinde polimorfizmleri ¢alisilan diger genlerdendir
(Krausz ve ark., 2015). Farkli populasyonlarda yapilan genom boyu iliskilendirme
calismalarinda ise farkli genlerdeki (PMRT6, PEX10, SOX5, HLA-DRA,
C60rf10/BTNL2 gibi) SNP'ler erkek infertilitesiyle iligkili bulunmus ancak ortak bir
SNP saptanamamuistir (Aston ve Carrell, 2009; Hu ve ark., 2012; Zhao ve ark., 2012).
CNV’ler arasinda ise spermatogenik bozukluklarla iliskili oldugu kesinlesen tek varyant
AZF mikrodelesyonlaridir (Krausz ve ark., 2015).
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2.4. Erkek Infertilitesinin Epigenetik Nedenleri

Erkeklerde gametlerin farklilasmas1 sirasinda homolog rekombinasyonla
genetik bilgi degisir, ayrica epigenetik bilgi de degisiklige ugrar. Bu epigenetik
degisimler sperm genomunun global/gen-spesifik metilasyonu, histon/protamin
degisikligi ve histon modifikasyonlar1 ile kromatinin yeniden sekillenmesi ve kisa
kodlanmayan RNA’lar yoluyla meydana gelir (Dada ve ark., 2012; Gunes ve ark.,
2016).

Spermatogenez sirasindaki epigenetik degisimler Sekil 6’da 6zetlenmistir.
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Sekil 6. Spermatogenez sirasindaki epigenetik olaylar (Dada ve ark., 2012)

2.4.1.Protaminasyon
Fertilizasyonun gerceklesebilmesi i¢in spermin oldukg¢a 6zellesmis bir yapi

kazanmas1 gerekir (Sekil 7). Spermiyogenezde sperm kromatinindeki histonlarin %85-
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95’inin protaminlerle yer degistirmesi bu 6zellesmeye bir 6rnektir (Gunes ve Kulac,
2013; Gunes ve ark., 2016). Protaminasyon sperme 6zel bir epigenetik diizenlenmedir
ve paternal DNA’nin sikistirilmasini saglar. Kromatin yapisinin degismesi hem sperm
motilitesi i¢in gereklidir hem de genomu oksidasyondan, mutajenlerden, niikleazlardan
ve kadin iireme sistemindeki diger zararli molekiillerden korur (Carrell, 2012; Francis
ve ark., 2014).

Sperm kromatinin yeniden diizenlenmesinde once kromatin yapisina katilan
testis spesifik histon 2B (TH2B) gibi histon varyantlar1 hiperasetile olur. Bu sekilde
kromatin daha gevsek bir yapi1 kazanir ve topoizomerazlar DNA sarmalina girebilir.
Topoizomerazlar DNA’da zincir kiriklari olusturur ve bdylece histonlar gegis
proteinleriyle (Transition proteins, TP1 ve TP2) yer degistirir (Gunes ve Kulac, 2013;
Francis ve ark., 2014). TP’lerin tamami daha sonra protaminlerle (protaminl ve
protamin2, P1 ve P2) yer degistirir ve paternal DNA toroid formuna ulasir. P1 ve P2
farkli bolgelerindeki serin rezidiilerinden fosforillenir ve epididimiste sistein
rezidiilerinin arasinda disiilfit baglar1 ve cinko kopriileri olusarak toroidal yapinin
stabilizasyonu saglanir (Carrell, 2012; Francis ve ark., 2014; Castillo ve ark., 2015)

Insanlarda P1:P2 oram yaklasik olarak 1°dir (0,8-1,2). Niikleoprotamin
yapisindaki bir hata ya da P1:P2 oranindaki sapmalar paternal DNA’y1 niikleaz ve
ROS’lara kars1 daha savunmasiz hale getirerek spermatogenez hatalarina ve infertiliteye
neden olabilmektedir (Aoki ve ark., 2005; Aoki ve ark., 2006; Carrell ve ark., 2008;
Carrell, 2012; Dada ve ark., 2012; Francis ve ark., 2014; Gunes ve ark., 2016). P1:P2
oranindaki sapmalara protaminlerin ekspresyonunun diizenlenmesindeki ve histon yer
degisimindeki hatalar, protamin kodlayan genlerdeki SNP’ler, metal ve pestisitlerle

etkilesimler neden olabilir (Francis ve ark., 2014).

2.4.2.Genom Boyu ve Gen Spesifik Metilasyon

Spermatozoa kendine 6zgii DNA metilasyon 6zelligine sahiptir. Baz1 genler
maternal ya da paternal kaliimli olmalarina bagli olarak metillenir. Imprintlenme
denilen bu olay gen ekspresyonunu, allelin parental orijinine gore degistirir (Gunes ve
ark., 2016). Embriyonun erken evrelerinde primordial germ hiicrelerinde (PGC)
gerceklesen genom boyu demetilasyon, epigenetik hafizay: siler ve boylece epigenetik
isaretlerin ve epimutasyonlarin sonraki nesle taginmasmi onler (Laurentino ve ark.,

2015, Eguizabal ve ark., 2016). Aktif DNA demetilasyonu i¢in gerekli olan TET 1-3
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(ten-eleven translocation) enzimleri spermatogenezin farkli asamalarinda eksprese
olurlar ve ekspresyon seviyeleri erkek infertilitesiyle iligkili bulunmustur (Ni ve ark.,
2016). Demetilasyondan sonra DNA metil transferazlarca (DNMT) remetilasyon islemi

baslar, boylece spermaztozoa paternal olarak imprintlenir (Gunes ve ark., 2016).

Histon Modifikasyonu DNA metilasyonu
<

Matriks baglanma
bolgesi

Kodlanmayan RNA'lar

Non-histon ve non-protamin
proteinler

Sekil 7. Spermde kromatinin yeniden yapilanmasi (Schagdarsurengin ve ark., 2012)

Imprint bolgelerindeki hatali DNA metilasyonu ve DNMT lerdeki mutasyonlar
ve polimorfizmler erkeklerde infertiliteyle iligkili bulunmustur (El Hajj ve ark., 2011,
Niles ve ark., 2013; Kitamura ve ark., 2015; Laurentino ve ark., 2015; Gunes ve ark.,
2016).

Imprint genleri disinda, bircok calismada, tekrar dizilerinin genom boyu
metilasyon degisiklikleri ve non-imprint genlerin hatali metilasyonlar1 ile anormal
sperm parametreleri arasinda iliski belirtilmistir (Kitamura ve ark., 2015; Gunes ve ark.,
2016).

Kromatin yapisindaki histonlar somatik hiicrelerde histon varyantlariyla yer
degistirir ya da kuyruklarindaki amino asit rezidiilerinden kimyasal modifikasyona
ugrar. Boylece hiicrenin doku spesifik gen ekspresyonunun kontroliine katkida
bulunurlar (Miller ve ark., 2010). Genel olarak H3’iin 9. lizininin metilasyonu
(H3K9me) transkripsiyonel olarak inaktif DNA ile iligkilidir. H3’lin 4. lizininin

metilasyonu (H3K4me) ise tersine aktif genlerin promotorlarinda yogun olarak bulunur.
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Germ hiicrelerinin histon modifikasyonlar1 gelismeleri esnasinda siirekli degisir (Dada
ve ark., 2012). Premayotik primordial germ hiicrelerinde ve spermatogoniada H3K9me
ve H3K4me seviyesi diisiiktiir, gen baskilayict H3K27me3 seviyesi yiiksektir ve H4
deasetiledir (Dada ve ark., 2012; Stuppia ve ark., 2015; Eguizabal ve ark., 2016).
Mayoz sirasinda DNMT3A, DNMT3B ve DNMT3L eksprese olur ve onlarin aktiviteleri
de novo DNA metilasyonunu diizenler. Sonrasinda metilasyon profili DNMT]I
aktivitesiyle devam ettirilir. Spermatogoniada paternal metilasyonu olusturmak igin
kademeli bir DNA metilasyonu meydana gelir. Spermatositlerde H3K4 ve H3K9
metilasyonu goézlenir. Yuvarlak spermatidlerde H4 hiperasetile hale gelir. DNMT1
eksprese olur ve histonlardan TP’lere geg¢is goézlenir. Spermiyogenez asamasindaki
uzamis olan spermatidlerde H3K9 demetile olur ancak DNA metilasyonu devamliligini
sirdliriir. Bu asamada TP’lerden protaminlere gegis olur. Spermatozoada genomik

imprinting korunur (Stuppia ve ark., 2015).

2.4.3.Kisa Kodlanmayan RNA'lar

Erkek germ hiicre hattindaki kodlanmayan RNA’lar {i¢ temel grupta
incelenebilirler: mikro RNAlar (miRNA), kiigiik etkilesimli RNAlar (siRNA) ve P-
element induced wimpy testis (PIW]I) etkilesimli RNAlar (piRNA) (Luo ve ark., 2016).
Kisa kodlanmayan RNA’lar evrimsel olarak korunmus protein ailelerine baglanirlar. Bu
protein ailelerinden olan Argonat proteinlert miRNA ve siRNA’lara baglanir ve hem
somatik hiicrelerde hem de germ hiicrelerinde bulunurlar. PIWI proteinler ise
piRNA’lara baglanir ve ¢cogunlukla germ hiicrelerinde bulunurlar (de Mateo ve Sassone-
Corsi, 2014). miRNA’lar, endojen siRNAlar ve piRNAlarin {igii de erkek germ
hiicrelerinde eksprese olur ve spermatogenez igin gereklidirler. mIRNA’lar ve
siRNA’lar spermatogenez boyunca siklikla eksprese olurken, piRNA’lar sadece
yuvarlak spermatidlerde ve pakiten asamasindaki spermatositlerde bulunur (Gunes ve
ark., 2016).

Spermatogenezde miRNA ve endojen siRNA yolaklari arasindaki fonksiyonel
farkliliklar1 arastirmak i¢in, bu iki kodlanmayan RNA’nin biyogenezinde rol alan
Drosha ve Dicer nakavt fareleri kullanilmistir (Yadav ve Kotaja, 2014). Drosha ve Dicer
nakavt fareler spermatogenez hatalarindan kaynakli infertildir (de Mateo ve Sassone-
Corsi, 2014; Gunes ve ark., 2016). Dicer nakavt modellerine kiyasla Drosha nakavt

modelleri daha ciddi hasarlar almislardir. Bu durum miRNAlarin spermatogenez ve
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fertilite i¢in daha 6nemli olduklarini diistindiiriir (Yadav ve Kotaja, 2014; Gunes ve ark.,
2016). Ekspresyon ¢aligsmalarinin yani sira bu enzimleri kodlayan genlerdeki SNP’ler de
erkek infertilitesiyle iligkili bulunmustur (Gunes ve ark., 2016).

Erkek germ hiicrelerinde toplam 73 endojen siRNA tanimlanmistir (Kotaja,
2014; Yadav ve Kotaja, 2014). Bu endojen siRNA’larin hedefleri c¢ogunlukla
mRNA’dir. Ayrica psddogenlere, retrotranspozonlara ve kodlanmayan RNA’lara da
baglanirlar (Yadav ve Kotaja, 2014).

piRNA’lar ise kisa kodlanmayan RNA’larin daha spesifik bir iiyesidir ve
susturma islevini PIWI proteinleriyle (fare ortologlart MIWI, MIWI2, MILI) beraber
gerceklestirir. Biyogenezleri tam olarak bilinmemekle birlikte Dicer’dan bagimsizdir.
piRNA’lar ve PIWI proteinler, yer degistirebilen genetik elementlerin susturulmasi,
translasyonun diizenlenmesi, PGC’lerin yeterliligi ve gd¢ii, RNA’larin par¢alanmasi ve
hiicresel savunmada rol oynar. MIWI mutasyonlu farelerde spermatogenez erken
yuvarlak spermatid evresinde durur (de Mateo ve Sassone-Corsi, 2014; Luo ve ark.,
2016). PIWI genlerindeki polimorfizmler insanda spermatogenetik hata riskini arttirict
etki yapabilir (Luo ve ark., 2016). PIWI genlerinin anormal metilasyonu spermatogenez

hatalartyla iliskili bulunmustur (Heyn ve ark., 2012).

2.5. Sperm DNA Hasari

DNA hasari, DNA fragmantasyonu (tek ve c¢ift zincir kiriklari), baz
modifikasyonlari, delesyon ve insersiyonlar gibi DNA'nin yapisindaki degisimlerdir
(Sharma ve ark., 2013). Literatiirde Sperm DNA hasarinin nedeninin tanimlanmasinda
lic temel teori Onerilmistir: ROS, sperm kromatin paketlenmesi ve tamamlanmamis

apoptoz (Gunes ve ark., 2015).

2.5.1.Reaktif Oksijen Tiirleri

Reaktif oksijen tiirleri (Reactive oxygen species, ROS) dis yoriingelerinde
eslesmemis elektron(lar) igeren oksijen metabolitleridir. Eslesmemis elektronlari
nedeniyle yiiksek derecede reaktiftirler ve lipidler, proteinler, kompleks karbonhidratlar
ve niikleik asitlerle kimyasal reaksiyona girebilirler (Aprioku, 2013). Siiperoksit
anyonlar1(O2), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil (OH®) iyonlari ile nitrik oksit (NO)
en iyi bilinen ROS’lardandir (Molteni ve ark., 2014).
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Spermatozoada ROS iiretimi normal fizyolojik bir siirectir. ROS'lar sinyal
iletim mekanizmalarinda 6nemli aracilardir, sperm kapasitasyon ve akrozom reaksiyonu
Ve spermatozoon-oosit birlesiminin diizenlenmesinde rol oynarlar (Koksal ve ark.,
2003; de Lamirande ve Lamothe, 2009). ROS insan spermatozoasi tarafindan NADPH
oksidaz sistemiyle sperm plazma membraninda ya da elektron transport zincirindeki
elektron sizintilarin sonucunda mitokondride olusur (Aprioku, 2013). Ayrica toksinlere,
biyolojik tehlikelere, radyasyona, asir1 1siya, bazi ilaglara ve agir metallere maruz
kalmak ve sigara icmek de eksternal olarak testis ve epididimiste ROS iiretimine katkida
bulunabilir (Lavranos ve ark., 2012).

Insan spermatozas1 yiiksek miktarda ¢oklu doymamis yag asidi igerdiginden,
ROS'larin asir1 birikimi sonucu olusan oksidatif stresin ilk hedefi spermatozoanin lipid
membrani, ikincil olarak da yapisal proteinler ve niikleik asitler gibi major
biyomolekiillerdir (Lavranos ve ark., 2012). Spermde sitoplazma oran1 oldukga azdir bu
sebeple hem siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz gibi koruyucu
enzimler acisindan fakirdir hem de rezidual sperm sitoplazmasi spermin orta bolgesinde
yogunlasmis durumdadir, bu yiizden burada bulunan herhangi bir antioksidan, spermin
basindan kuyruguna uzanan plazma membranina koruyuculuk saglamamaktadir
(Agarwal ve ark., 2005). Oksidatif stres DNA hasari, lipid peroksidasyonu, ve apoptoza
yol agarak sperm canliligi, hareketliligini ve fertilizasyon potansiyelini azaltir (Koksal

ve ark., 2003; Gunes ve ark., 2015).

2.5.2.Sperm Kromatin Paketlenmesi

Haploid sperm kromatini, histonlarin biiylik ¢ogunlugunun Once gecis
proteinleriyle sonra da protaminlerle yer degistirmesi sonucu oldukg¢a siki paketlenir.
Spermde kromatinin yeniden paketlenmesi sirasinda topoizomeraz II tarafindan DNA
zincir kiriklart meydana gelir. Bu sekilde sperm kromatinin yeniden modellenmesi
sirasinda ortaya ¢ikan torsional stres rahatlatilir (loannou ve ark., 2016).

Protaminin temel bileseni olan arginin DNA zincirindeki fosfat gruplarinin
giiclii negatif yiiklerini noétralize eder. Protaminlerde bulunan sisteinler ise disiilfit
capraz baglarla dayaklilig1 arttirir. Disiilfit capraz baglar1 spermatozoanin epididimisten
gecisinde artar. Boylece protamin paketlenmesi sonrasinda olusan toroid formu daha
kompakt hale gelir. Her kromozom toroid ¢elengi haline gelerek niikleer interiorda

kromo-merkezleri olusturan sentromerlerinden kiimelesirler. Telomerler de niikleer
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periferde dimer ya da tetramer yapisi olustururlar (loannou ve ark., 2016). Kompakt
sperm DNA’s1 in vitro olarak indirgeyici ajanlar olmadan dekondanse edilemez haldedir
(Ward, 2010).

Normal olarak kromatinin yeniden paketlenmesi ve DNA biitiinliigiiniin
yeniden saglanmasi epididimal gegis esnasinda tamamlanmis olur. Ancak epididimal
gecisten sonra spermatozoada endojen kiriklarin bulunmasi spermiyogenezde kromatin

paketlenmesindeki bir hatayr ve tamamlanmamis maturasyon asamasini isaret eder

(Andrabi, 2007).

2.5.3. Apoptoz

Apoptozun normal spermatogenezde iki rolii vardir: Sertoli hiicreleri tarafindan
desteklenen germ hiicre populasyonunu sinirlandirmak ve anormal spermatozanin secici
olarak yok edilmesi (Gunes, ve ark., 2015).

Testislerde meydana gelen germ hiicre apoptozunun aracilarindan biri Fas/FasL
sistemidir. Fas, Fas ligandina (FasL) baglandiginda apoptozu baglatir. FasL Sertoli
hiicreleri tarafindan bol miktarda eksprese edilirken testikiiler germ hiicreleri de Fas
MRNA ve proteini eksprese eder. Fas/FasL sistemi, normal spermatogenezdeki roliine
ek olarak testikiiler yaralanmalarda da apoptozu arttirir (Sakkas ve ark., 2004).
Apoptotik belirtegler tasiyan spermatozoalar anormal morfoloji, bozulmus biyokimyasal
fonksiyon ya da niikleer DNA hasar1 gosterebilirler (Gunes ve ark., 2015). Ejakulattaki
spermatozoada Fas varligi diisiik sperm konsantrasyonu ve anormal morfoloji ile
korelasyonlu bulunmustur. Bel-x, p53 ve annexin V gibi diger apoptotik markerler da

anormal semen parametreleriyle iligkili bulunmustur (Sakkas ve ark., 2004).

2.5.4.Sperm DNA Fragmantasyonu

DSB’ler kromozomal karasizligi indiiklemeleri ve kromozomal yeniden
diizenlenmelerin artmasina yol agmalari nedeniyle en 6nemli DNA hasar tipidir
(Menezo ve ark., 2010). Erkek germ hiicrelerinde DNA biitiinliigii belli bir asamaya
kadar aktif olarak korunur. Ancak onarimin etkinligi, sitoplazmik icerigin azalmasi ve
DNA’nin daha siki paketlenmesi nedeniyle spermiyogenez ile birlikte kaybolmaya
baslamaktadir. Spermatozoanin, epididimisteki gecisinde ve depolanmasinda ve
ejakulasyon sonrasinda meydana gelen DNA hasarlarin1 onarabilecek mekanizmasi

bulunmaz (Gonzalez-Marin ve ark., 2012). Bu nedenle bu asamadaki spermatozoa DNA
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hasarmin birikmesine olduk¢a miisaittir (Marchetti ve ark., 2015). Sperm DNA
biitiinligiiniin bozulmasi paternal iireme potansiyelini negatif yonde etkiler (Aitken ve
De luliis, 2010). Cok sayida ¢alisma infertil erkeklerdeki sperm DNA kiriklarinin ya da
farkli DNA hasarlarmin, fertil erkeklerden daha fazla oldugunu gostermistir
(Giwercman ve ark., 2010; Ramos-Ibeas ve ark., 2014). Semen analizinde diisiikk sperm
sayis1, azalmig hareketlilik ve anormal morfoloji (OAT) siklikla yiiksek sperm DNA
hasartyla birliktelik goriilmektedir (Schulte ve ark., 2010; Gunes ve ark., 2015).
Fertilizasyondan sonra hasarli sperm DNA'st bir 6lglide ovumun onarim
mekanizmalariyla onarilir (Menezo ve ark., 2010). Maternal olarak onarilamayan sperm
DNA hasari, 6zellikle DNA fragmentasyonu, infertilitenin yan1 sira, hem dogal yollarla
hem de yardimci iireme teknikleriyle meydana gelen gebeliklerde diisiiklere, embriyonal
gelisim bozukluklarina, dogumsal ve kromozomal anomalilere neden olur (Schulte ve
ark., 2010; Fernandez-Diez ve ark., 2016; Zhang, Zhu ve ark., 2016; Simon ve ark.,
2017). Sperm DNA hasarmin etkisi yalnizca perinatal donemde gozlenmez. Ayrica,
sigara kullanimiyla artan oksidatif sperm DNA hasarinin ¢ocukluk donemi kanserleriyle
de iliskili oldugu bulunmustur (Ji ve ark., 1997; Aitken ve Krausz, 2001; Wright ve ark.,
2014; Kumar ve ark., 2015).

2.6. Yanhs Eslesme Onarim (Mismatch Repair, MMR)

DNA onarim mekanizmalarindan biri olan MMR’nin gorevi replikasyon
esnasinda meydana gelen yanlis baz eslesmeleri ve genellikle replikasyon sirasindaki
kaymalardan olusan insersiyon/delesyon ilmeklerini diizelterek genomik kararlig
korumaktir (Crouse, 2016; Peltomaki, 2016). Bu gorevlerinin yani sira MMR, mayozda
ve gametogenezde de gorev alir (Tablo 1) (Manhart and Alani, 2016). MMR’daki
mutasyonlar mikrosatellit kararsizligina yol agarak Lynch Sendromu’na ve sporadik
rahim, yumurtalik, serviks, meme, mide, idrar yollar1 ve deri tiimorlerine (yaklasik
%15’ine) neden olur (Hu ve ark., 2016; Peltomaki, 2016). Mutasyonlarin yaninda
epigenetik degisimler, 6zellikle MLH1 ve MSH2'nin promotor bolge hipermetilasyonlari
da kanser ¢alismalarinda sikg¢a hastalikla iliskilendirilmistir (Czerninski ve ark., 2009;
Lee ve ark., 2011; Ling ve ark., 2011; Alkam ve ark., 2013; Su ve ark., 2014).
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Tablo 1. MMR proteinleri ve fonksiyonlari (Li, 2008)

Protein Fonksiyon

hMutSo, (MSH2-MSHS6)
hMutSB (MSH2-MSH3)

DNA yanlig eslesme / hasar tanima

Molekiiler araci; endonukleaz, yanlig eslesme aracili kesiminin

hMutLo (MLH1-PMS2) sonlandirilmasi

hMutLp (MLH1-PMS1) ?

hMutLy (MLH1- MLH3) Onarimin mindr yolagi, mayozda gorevli
Exol DNA kesimi, yanlis eslesme kesimi
Pold DNA'nin yeniden sentezi

PCNA MMR'in baglamasi, DNA'nin yeniden sentezi

ssDNA'ya baglanma/koruma; yanlis eslesme kesiminin
uyarilmasi; DNA kesiminin sonlandirilmasi; DNA'nin yeniden
sentezinin ilerletilmesi

RPA
HMGB1 Yanlis eslesme aracili kesim
PCNA'nin yiiklenmesi; 3' ¢entik-yonlendirmeli onarim; MutLa
endonukleazinin aktivasyonu
RFC
DNA Ligaz | Centik ligasyonu

Bakterilerden insanlara olduk¢a korunmus bir mekanizma olan MMR’da

replikasyon eslenikli onarimin temel asamalar1 su sekildedir:

1- MutSa  (MSH2/MSH6) tek  bazlik  yanlis  eslesmeleri  ve
insersiyon/delesyonlari tanirken, MutSp (MSH2/MSH3) esas olarak insersiyon/delesyon
bolgelerini tanir (Li, 2008; Peltomaki, 2016). MMR’in hedef bdlgeyi tanimasi bazi
bakterilerde (E.coli gibi) hemimetilasyonla gerceklesirken diger bir¢ok canlida primer
dizilerin RNaz ile kesilmesi sonucu olusan ¢entik yardimiyla olur (Crouse, 2016).
Okaryotlarda MMR, ayrica oncii iplikteki prolifere hiicre niikleer antijenle (PCNA)
iliskidedir (Schulte ve ark., 2010; Gunes ve ark., 2015).

2- Tanimadan sonra MutS kompleksi ATPaz aktivitesiyle konformasyonel bir
degisiklige ugrar ve kayan kelepg¢e konformasyonu olusur. Boylece MutS proteinleri
DNA sarmalina diffiize olur (Peltomaki, 2016; Tham ve ark., 2016).

3- Sonra bu yapt MutL kompleksi tarafindan tanimnir. MLH1/PMS2’den olusan
MutLa tek bazlik yanlis eslesmeleri ve insersiyon/delesyon ilmeklerini tanirken, MutLy
heterodimeri (MLH1 ve MLH3) cogunlukla mayozda gorev alir ve MMR’1n min6r

yolagini olusturarak daha ¢ok insersiyon/delesyonlarin onariminda goérev alir. MutLf3
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heterodimeri (MLH1 ve PMS1) MMR da gorev almamaktadir (Li, 2008; Manhart ve
Alani, 2016; Peltomaki, 2016).

4- MLH1'in endonukleaz aktivitesi yanlis eslesmenin oldugu dizinin ayirt
edilmesini saglar.

5- Okaryotlarda hatali dizinin kesip ¢ikarilmas1 helikaz aktivitesiyle
gerceklesmez. Kesip ¢ikarma islemi ya ekzonukleaz I (EXOI) aktivitesine ya da
replikatif polimerazin hatali niikleotidi igeren diziyi ortadan kaldirmasina baglhdir.

6- En son olarak DNA dizisi tekrar sentezlenir ve ligasyonla baglanir
(Peltomaki, 2016; Tham ve ark, 2016). MMR DNA polimerazin okuma
kontrolorliglinden (proofreading) kacan yanlis eslesmis bazlari, insersiyon ve
delesyonlar1 ve hatta sentez sirasinda araya giren riboniikleotidleri taniylp onarmasi
replikasyonun dogrulugunu biiyiik oranda arttirir. Bu oran E.coli de yaklasik 100 kat
iken, 6karyotik organizmalarda ¢ok daha yiiksek bulunmustur (Crouse, 2016) (Sekil 8).

Replikasyon dogrulugunu arttirmasmin yani sira, MMR oksidasyonla ya da
alkilasyonla olusan gesitli ekzojen ve endojen hasarlari tanir (Li ve ark., 2016). MMR
yoklugunda, endojen ROS seviyesinin artmasi baz ¢ifti mutasyon oranini Onemli
derecede arttirmaktadir (Crouse, 2016). MMR, eger lezyonlarin onarimi miimkiin
degilse, hiicre dongiisiiniin durmasina ya da apoptoza yol acar (Li, 2008; Li ve ark.,
2016; Peltomaki, 2016). Yapilan ¢aligmalarda, MutS ve MutL hasarli hiicrelerde DNA
hasarina cevaben hiicre dongiisiiniin durdurulmasinda kusurlar ortaya ¢ikmistir. Bu
hiicrelerde p53 ve p73’iin fosforilasyonu gerceklesmemektedir (Li, 2008). MutSa ve
MutLa'nin p53 ve p73°i fosforilleyen ATM, ATR ve c-Abl kinazlariyla fiziksel olarak
iligkide oldugu belirtilmistir. Bu gozlemler, MutSa ve MutLo’nin iginde bulundugu
sinyalizasyon basamaklarinin hiicre dongiisiiniin durdurulmas1 ve/veya apoptozda rolii
oldugunu disiindiirmektedir (Li, 2008). MMR ayrica somatik hipermutasyonda,
immunglobulin lokuslarindaki smif degisiminde ve lgli tekrar dizilerinin

genislemesinde de rol alir (Crouse, 2016; Manhart ve Alani, 2016).
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Sekil 8. insanda MutS ve MutL kompleksleri ve yanlis eslesme onarmmi (Peltomaki, 2016)

MMR, homolog rekombinasyonda (HR) olduk¢a 6nemlidir (Spies ve Fishel,
2015). Somatik hiicrelerdeki homolog rekombinasyon, durmus replikasyon gatalinin
kurtarilmasinda gorev alan ve DSB’lerin olusumunu ve onarimini igeren bir islemdir.
Mayozda HR, krosover i¢in gereklidir ve profazin erken sathalarinda genom boyunca
programli olusan ¢ok sayida DSB ile baslar (Spies ve Fishel, 2015; Manhart ve Alani,
2016). DSB'lerin bir kismi1 homolog kromozomlar arasi krosoverla sonuglanir (krosover
iriin, CO), geri kalan1 krosover olmayan iirlinler (NCO) olusturur ya da kardes kromatid
kalip olarak kullanilarak onarilir (Rogacheva ve ark., 2014). MMR, mayozda
rekombinasyonda meydana gelen yanlis eslesmeleri  diizelterek  genetik
rekombinasyonun diizenlenmesinde rol oynar ve homolog kromozomlar arasindaki
krosovera aracilik eder (Manhart ve Alani, 2016).

Yanlis eslesme onariminda hi¢ rol almayan MSH4/MSHS5 heterodimeri ile
onarimin mindr yolagi olan MLH1/MLH3 heterodimeri spermatogenezin anahtar
asamast olan mayoz I deki krosover dncesi kromozomlarin dogru segregasyonu icin
gereklidir (Manhart ve Alani, 2016) (Sekil 9). Segregasyondaki hatalar andploid
gametlerin, fetal kayiplarin olusmasina sebep olur ya da kontrol noktalarinin aktive
olmasiyla mayotik arrest ve infertilite ile sonuglanir (Terribas ve ark., 2010; Manhart ve
Alani, 2016).
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Sekil 9. Ustte mayozda homolog kromozomlarin diizgiin hizalanmasi ve normal segregasyon; altta ise
homolog kromozomlarin diizgiin hizalanmamas1 ve anormal segregasyon sematize edilmistir

(Manhart ve Alani, 2016).

MSH4 ve MSHS5, mayozun erken safhalarinda homolog kromozom ¢iftlerinin
arasinda sinaptonemal kompleksi olusturan fermuar benzeri proteinler olan ZMM
proteinlerdendir. Bu proteinler 6zellikle krosover bolgelerinde lokalizedirler. MLH1 ve
MLH3 de krosover formasyonundan sorumludur. MSH4/MSH5 mayozun erken
sathalarinda DSB bdlgelerinde ortaya ¢ikar. MLHI1 pakiten evresinin ortasinda MSH4
ile kolokalize sekilde ortaya ¢ikar; MLHI1/MLH3 ise sadece krosoverin c¢oziilme
bolgelerinde bulunur (Manhart ve Alani, 2016).

2.7. Yanhs Eslesme Onarimm ve Erkek Infertilitesi

Onemli fizyolojik fonksiyonlar1, model hayvanlar ve infertil erkeklerle yapilan
caligmalar MMR genlerinin ve proteinlerinin erkek infertilitesinde rol oynayabilecegini
gostermistir. MLH1 geni 3p22.2°de lokalize olup 21 ekzonu vardir. Genin 23 transkripti
(splays varyanti) bulunur. MLHI1 proteini 756 amino asit uzunlugundadir. MSH2 geni
ise 2p21-p16.3’de lokalizedir ve 22 ekzonu ile 10 transkripti bulunur. MSH2 proteini
934 amino asit uzunlugundadir. MLH1 ve MSH2 proteini testis (sirasiyla RPKM 17.8
ve RPKM 3.4) basta olmak iizere bircok dokuda eksprese olur (Fagerberg ve ark.,
2014). MMR knockout erkek farelerde spontan mutasyon artigi ve kanser gibi beklenen
fenotiplere ilaveten infertilite de gozlenmektedir (Fischer ve ark., 2016).

MutL defektli erkek farelerde hig olgun sperm gézlenmez. Pms2” fareler ise
mayozdaki anormal kromozomal sinapsis yiiziinden infertildir (Fischer, Dudley ve ark.

2016). Msh4 ve Msh5 genlerinin yoklugunda da mayotik hatalardan dolay1 infertilite
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gozlenir (Terribas ve ark., 2010). Bu MMR proteinleri memeli testikiiler dokusunda,
ozellikle spermatositlerde yiliksek derecede eksprese olurlar. MLH1, MLH3, PMS2,
MSH4 ve MSH5 genlerinin infertil erkeklerin testikiiler dokularindaki mRNA
ekspresyon seviyelerinin arastirildigr bir ¢alismada PMS2 haricindeki diger tim
genlerin mRNA ekspresyon seviyeleri spermatogenik hatalari olan infertil hastalarda
daha diisiik bulunmustur (Terribas ve ark., 2010).

MLH1 odaklarinin sayisiyla Olgiilen krosover spermatosit basina yaklasik
olarak 50°dir. Infertil erkeklerde mayotik rekombinasyon sayisi anlamli olarak daha
distiktiir (Sun ve ark., 2007; Sanderson ve ark., 2008). Rekombinasyonun azalmasi
anoploid gametlerin olusumunu arttirir. Globozoospermi, teratozoospermi ve OAT
vakalarinda artmis andploidi ile ilgili faktorler bulunmustur (Sanderson ve ark., 2008).
Infertil erkeklerde sinapsiste de hatalar gdzlenir. Bu hastalarin kromozomlari sinaps
yapabilseler bile sinaptonemal komplekslerinde bosluklar ve pargalar gozlenir
(Sanderson ve ark., 2008). Sinapsisteki hatalar ve rekombinasyonun azalmasi,
aciklanamayan infertilite olgularinin bir kisminda rol oynayabilir (Sun ve ark., 2007).

MutS homologlart hasarli farelerde yanlis eslesme onariminda hatalar
gozlenmektedir. Msh2 defektli erkek farelerde ayrica spermatogenik hatalar tespit
edilmistir (Paul ve ark., 2007; Mukherjee ve ark., 2010).

Mutasyonlarin yanisira DSB onarimi ve kromozomal sinapsiste gorevli olan
MLH1, MLH3, TEX11, TEX15, PMS2 ve MSH5 genlerdeki SNP'lerin erkek infertilitesi
acisindan risk faktorii olusturabilecegi saptanmuistir (Ferras ve ark., 2007; Ji ve ark.,
2012; Markandona ve ark., 2015; Zhang ve ark., 2015).

DNA onarimi ve mayozdaki kritik rolleri diisliniildigiinde ve literatiirdeki
erkek infertilitesi iligskilendirme ¢alismalar1 goz Oniinde bulunduruldugunda, MMR
genlerinin sperm DNA’s1 lizerindeki etkilerini daha ayrintili sekilde inceleme meraki
dogmaktadir. Bu dogrultuda o6zellikle DSB onarimi, sinapsis siireci ve genomik
kararliligin korunmasinda onemli rolleri olan MLH1 ve MSH2’deki epigenetik
degisikliklerin sperm DNA fragmantasyonu ile iliskisi aragtirllmigtir. Bu hipotez
dogrultusunda OAT teshisi almis infertil gruptan ve fertil ve/veya normozoospermik
kontrol grubundan semen o6rnekleri alinmigtir. Bu orneklerde MLH1 ve MSH2’nin
promotor bdlgesi metilasyon yiizdeleri MethyLight yontemi ile Kkantitatif olarak

degerlendirilmistir. Orneklerin sperm DNA fragmantasyonu TUNEL, histonca zengin
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sperm yiizdesi de anilin mavisi boyama yontemi ile belirlenmistir. Cikan sonuglar,
semen parametreleri, yas ve sigara kullanimi verileriyle birlikte istatistiksel olarak

analiz edilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Calismaya, Ondokuz Mayis Universitesi Hastanesi Uroloji Polikliniginde
idiyopatik OAT tanisi alan infertil hastalar ve normal semen parametrelerine sahip
(normozoospermik) ve fertil erkekler dahil edilmistir. Semen analizi alt degerleri Diinya
Saghk Orgiitii (World Health Organization, WHO) 2010 kriterlerine gére semen
voliimii i¢in 1,5 ml, toplam Sperm sayisi i¢in 39 milyon/ejakulat, sperm konsantrasyonu
icin 15 milyon/ml, vitalite i¢cin %58, progresif motilite i¢in %32, total motilite (progresif
ve non progresif) icin %40 ve morfolojik olarak normal formlar icin %4 olarak
belirlenmistir (Cooper ve ark., 2010). OAT tanist WHO 2010 kilavuzuna gore yapilan
iki adet semen analiziyle konulmustur. Semen analizinde sperm konsantrasyonun 15
milyon/ml, sperm motilitesinin %32 ve normal sperm morfolojisinin %4’lin altinda
olmasi bu hastalarin OAT olarak kabul edilmesini saglamistir (Jungwirth ve ark., 2012).
Calisma oncesinde dahil edilecek katilimcilarin sayist %80 gii¢ ve %95 giiven araligi
esas alinarak giig testi ile 70 hasta ve 58 kontrol olarak belirlenmistir. Normal yoldan ve
iki yasindan kii¢iik ¢ocuk sahibi olan fertil ve/veya normozoospermik erkeklerden 52
birey kontrol grubunu olusturmustur. Kontrol ve hasta grubundaki bireylerin £5 yas
eslenik olmasimna dikkat edilmistir. Obstriiktif azospermik hastalar gibi klinik olarak
veya karyotip anomalisi, Y-kromozomu mikrodelesyonu ve CFTR gen mutasyonu gibi
genetik olarak tani alan hastalar ¢alisma kapsamina dahil edilmemistir. Yaslar1 18-50
arasinda olan 75 idiyopatik infertil hasta ise ¢alisma grubunu olusturmustur. Calismanin
etik agidan uygunlugunu gosteren Etik Kurul raporu Ondokuz Mayis Universitesi
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun (KAEK) 28.04.2016 tarih ve 2016/185 nolu karar1
ile onaylanmistir (EK 1). Calismaya dahil edilecek hasta ve kontrollerin se¢iminde
kullanilan dahil edilme ve edilmeme kriterleri asagida verilmektedir (Tablo 2). Hastalar
arastirma konusunda bilgilendirilmis, kabul etmeleri durumunda arastirmaya dahil
edilmislerdir. Hasta ve kontrollerden yas, meslek, sigara kullanimi ve infertilite

oykiisiinii kapsayan ayrintili bilgi alinmistir (Ek 2 ve Ek 3).
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Tablo 2. Hasta ve kontrollerin se¢iminde kullanilan kriterler

Hasta ve kontrollerin seciminde dahil edilme kriterleri

e  OAT tanisi alma

e Kontrol grubunu olusturan bireylerin normal yoldan ve iki yasindan kiigiik ¢ocuk
sahibi olmas1 ve/veya normal semen parametlerine sahip olmasi

e Bireylerin yaglarinin 18-50 arasinda olmasi

¢ Kontrol grubundaki bireylerin hasta grubundakilerin +5 yas eslenigi olmasi

Hasta ve kontrollerin seciminde dahil edilmeme Kriterleri
e Hastalarda karyotip anomalisi, Y-kromozomu mikrodelesyonu ve CFTR mutasyonu
tanimlanmasi

e  Kontrol grubundaki erkekler i¢in yardimer lireme teknikleri ile gocuk sahibi olma

e Hastalarin 18 yagindan kii¢lik ve 50 yagindan biiyiik olmasi

3.1.1.Orneklerin Ahnmasi

OAT tanisi alan hastalardan ve kontrollerden semen 6rnegi alinmistir. Calisma
kapsaminda kullanilan tiim semen Ornekleri 2-5 giinliik cinsel perhizin ardindan
mastiirbasyonla elde edilmistir. Arastirmada hastalardan bir kez ejakiilat alinmistir.
Ornekler 37°C’de 20-30 dakika inkiibe edilerek sivilastirildiktan sonra OMU Tip
Fakiiltesi Arastirma Hastanesi Androloji laboratuvarlarinda WHO 2010 kilavuzuna gore
semen analizi yapilmistir (WHO, 2010). Analizden sonra karanlikta ve 37°C’de
tutulmustur. Semenin bir kismu TUNEL analizi ve anilin mavisi boyamasi, diger kismi
ise DNA izolasyonu i¢in kullanilmistir. Orneklerden izole edilen DNA'nin bisiilfit
dontigimii gergeklestirilmistir. Bistilfit doniisimii yapilan DNA ile MLH1 ve MSH2

genlerinin promotor bdlge metilasyon yiizdeleri belirlenmistir.

3.2. Metot

Tez calismasinin akis semasi asagida gosterilmistir (Sekil 10).
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3.2.1. TUNEL Testi

En sik kullanilan DNA fragmantasyon tespit yontemlerinden biri olan TUNEL,
klinik agidan uygun, yliksek hassasiyet ve 6zginligli olan bir testtir. TUNEL testi,
kaliba bagimsiz c¢alisan bir enzim olan terminal niikleotidil transferaz (TdT)
katalizorliigiinde, tek ve ¢ift zincir DNA kiriklarina dahil olan floresan etiketli
dUTP’nin belirlenmesiyle gerceklestirili. DNA fragmantasyonu sonrasinda akim
sitometrisi ya da floresan mikroskopla, denatiirasyona gerek kalmadan Oolgiilebilir
(Kabartan ve ark., 2019). Tezde In Situ Cell Death Detection kit (Roche Diagnostics,
Almanya) kullanilmistir. Protokol asagidaki gibidir:

Ornek Materyalin Fiksasyonu

a) Semen Orneginden 1 ml Ependorf tiipe alinarak 1500 rpm’de 7,5 dakika
santrifij edildi.

b) Pellet lizerine 1 ml fosfat-tuz tamponu (phosphate-buffer saline, PBS)
eklenerek yikandi.

c) Pellet iizerine %3,6’lik 1 ml paraformaldehit (PFA) eklendi.

Polilizin Kaph Lamlarin Hazirlanmasi

a) Lamlar distile su:poli L-lizin (1:9) karsimi igerisinde 5 dakika, oda
sicakliginda bekletildi.

b) 60 °C’lik etiivde bir saat inkiibe edildi.

Ekim Islemi

a) PFA’da bekleyen 6rnekler 250 g’de 10 dakika santrifiij edildi.

b) Pellet 1-5 milyon/ml sperm olacak sekilde 1xPBS ile resiispanse edildi.

c) Polilizin kapli lamlara 10 ul PB siikroz damlatildi.

d) PB siikrozun {izerine resiispanse edilen drneklerden 200-250 pl ilave edildi.

e) Ekilen 6rnekler nemli ve karanlik ortamda ve 4 °C’de bir gece bekletildi.

Permeabilizasyon

a) Slaytlar 2 kez 1xPBS ile yikandi.

b) Ekim alaninin iizerine 200 pl permeabilizasyon soliisyonu eklendi.
c) Kapali kapta, buz iizerinde ve 4 °C’de 10 dakika inkiibe edildi.

d) Inkiibasyon sonras1 1xPBS ile yikandh.
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Permeabilizasyon soliisyonu 9%0,1 sodyum sitrat ve %0,1 Triton X-100
¢ozeltisinin karistirilmastyla, 100 ml’lik cam sise igerisinde, her seferinde taze olarak

hazirlandi.

TUNEL Reaksiyonu
TUNEL reaksiyonu karanlik ortamda gergeklestirildi.

Hazirlama

a) Mor kapakli etiket soltiisyonunun i¢inden 100 pl ¢ikarildi.

b) Etiket soliisyonunun fiizerine mavi kapakli enzim soliisyonunun tamami
ilave edildi. Pipetaj yaparak iyice karistirildi. Islemler arasinda mor kapakl
tiip buz tstiinde bekletildi.

c) Secilen alanlara 45 pul reaksiyon karigimi kondu.

d) Slaytlar karanlik ve nemli ortam i¢inde 37 °C’de bir saat inkiibe edildi.

e) Inkiibasyon sonunda slaytlar 3 kez 1xPBS ile yikand.

Goriintiileme

Goriintileme OMU Tibbi Patoloji Anabilim Dali’nda bulunan floresan
mikroskopta (Olympus BX-51) ve 40X biiyilitme altinda yapildi. Slaytlarda ayni
alanlarin uygun filtrelerle hem DAPI hem FITC sinyallerinin fotograflari ¢ekildi.

Fotograflarin Analizi

Her 6rnek i¢in ortalama 500 hiicre ve en az ii¢ ayr1 alanin fotografi ¢ekildi. Bu
fotograflar Image J programu ile bilgisayar ortaminda her alan i¢cin DAPI ve FITC
sinyalleri ayr1 ayr1 olacak sekilde sayildi. DFI (DNA fragmantasyon indeksi) (FITC /
DAPI) x 100 formiiliine gére hesaplandi.

3.2.2. Anilin Boyamasi

Anilin mavisi ile boyama yOntemi histon-protamin degisimindeki hatalarla
karakterize edilen olgunlagsmamis spermatozoanin tespitinde kullanilmaktadir. Asidik
bir boya olan anilin mavisi sperm kromatininde lizince zengin histonlara baglanir.
Boylece olgunlagsmamis sperm mikroskop altinda arjinin ve sisteince zengin olan
protaminle paketlenmis olgun sperme kiyasla koyu mavi olarak ayirt edilir (Mostafa ve
ark., 2018).
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Anilin Boya Soliisyonunun ve Fiksatifin Hazirlanmasi
%»35’lik anilin soliisyonu i¢in, cam sale i¢inde hazirlandi. Boya soliisyonu 11k

almayacak sekilde oda 1sisinda bekletildi (Emirzeoglu, 2019).

Orneklerin Hazirlanmasi

a) 1 ml taze semen 6rnegi 2000 rpm’de 7 dakika santrifiij edildi.
b) Pellet 1 ml 1xPBS soliisyonu ile yikandi.

) 2000 rpm’de 7 dakika santrifiij edildi.

d) Pellet slaytlara yayildu.

Fiksasyon ve Boyama
a) Slaytlar %3’likk glutaraldehit ile fikse edildi.

b) Fikse edilen lamlara %5°’lik anilin boyasi uygulandi.

Hiicrelerin Incelenmesi

Sperm hiicreleri 100x biiyilitme altinda ve immersiyon yagi ile anilin ile
boyanma 6zelliklerine gore koyu lacivert olarak tam boyanmissa ya da sadece bir kismi1
koyu lacivert olarak boyanmissa anilin pozitif (histonca zengin), boyanmamis ya da
soluk mavi olarak boyanmissa anilin negatif (protamince zengin) olarak degerlendirildi.

Her 6rnek icin ortalama 200 hiicre sayildi.

3.2.3.Somatik Hiicrelerin Lizisi

Semenin somatik hiicrelerden elimine edilmesi amaciyla asagidaki protokole
gore somatik hiicre lizisi uygulandi:

a) Semen Ornegi 8 dakika 1500 rpm’de santrifiij edildi. Stipernatant atildi

(Goodrich ve ark., 2007).

b)Pellet 1 ml 1xPBS ile 2 kez yikandi.

c) Pellet 15 ml somatik hiicre lizis tamponu (SCLB) ile resiispanse edildi.

d) Ornekler buz iizerinde 25 dakika inkiibe edildi.

e) 15 dakika 1200 rpm’de santrifiij edilerek pellet ileriki islemler i¢in saklandi.

3.2.4.Sperm DNA Eldesi
Sperm DNA’larinin izolasyonu igin Quick-gDNA Miniprep Kit (Zymo
Research, ABD) asagidaki protokole gore kullanildi (Gunes ve ark., 2018):
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a) 100 pl seminal plazma iizerine 400 pl genomik lizis tamponu ilave edildi.
Karisim 4-6 saniye vortekslenerek tamamen homojenize edildi. Sonrasinda
5-10 dakika oda 1s1sinda inkiibe edildi.

b)Karisim toplama tiipii i¢indeki Zymo-Spin kolona alind1 ve 10,000 g’de 1
dakika santrifiij edildi. Altta kalan siv1 atildi.

¢) Zymo-Spin kolon yeni bir toplama tiipine alindi ve kolona 200 pul DNA
Onyikama Tamponu ilave edildi. 10,000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

d)Kolona 500 ul g-DNA Yikama Tamponu konuldu ve 10,000 g’de 1 dakika
santrifiij edildi.

e)Kolon 1,5 mI’lik temiz bir mikrosantrifiij tiipiine alind1. Uzerine 40 ul DNA
eliisyon tamponu ilave edildi. Sonrasinda oda 1si1sinda 5 dakika inkiibe edildi

ve en yliksek hizda 30 saniye santrifiij edildi.

DNA Konsantrasyonun Olgiilmesi
Elde edilen DNA’larin konsantrasyonu Multiscan Go spektrofotometrede
(ThermoFisher Scientific, Finlandiya) bisiilfit doniisiimii 6ncesinde dlciilerek 200 ng/ul

olarak ayarlandi.

3.2.5. Bisiilfit Doniisiimii
Izole edilen ve konsantrasyonlari belirlenen sperm DNA’larmin bisiilfit
doniisiimii i¢cin EZ DNA Methylation Kit (Zymo Research, ABD) kullanilmistir (Gunes
ve ark., 2018). Protokolii asagidaki gibidir:
a) Protokol oncesinde CT doniisiim reaktifi hazirlandi. Bunun igin kitin i¢inde
bulunan CT doniisiim reaktifi tizerine 900 pl steril deiyonize su, 300 ul M-
Dilisyon Tamponu ve M-Eritici Tamponu ilave edildi. Tamamen
coziindiiriilene kadar, arada vorteks yapilarak, 15 dakika oda 1sisinda
bekletildi.
b) 20 pul DNA 6rnegi iizerine hazirlanan CT doniisiim reaktifinden 130 pl ilave
edildi ve vorteks yapilarak iyice karistirildi.
c) Karisim 98 °C’de 10 dakika, 64°C’de 2,5 saat bekletildi. Bu asamada eger
diger asamalara gecilmeyecekse, 6rnek 4°C’de saklandi.
d) Zymo-spin kolonlar igine 600 ul M-Baglayict tampondan konuldu. Sonra

kolona 6rnegin tamamu ilave edildi.
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e) Kolonun kapagi kapatilarak alt {ist etme yoluyla karistirildu.

f) Kolon 13,000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Kolonun altinda kalan sivi
atild1.

g) Kolona 100 ul M-Yikama soliisyonu ilave edildi ve 13,000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edildi.

h) Kolona 200 pl Desiilfonasyon tamponu ilave edilerek oda 1sisinda 20 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda 13,000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
Kolonun altinda kalan s1v1 atild1.

1) Kolona 200 ul M-Yikama soliisyonu ilave edildi ve 13,000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edildi. Bu agsama bir kere daha tekrar edildi.

J) Yikama asamasi sonunda kolonlar bir kez daha 13,000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edilerek, yikama soliisyonunun iyice akitilmasi saglandi.

k) Kolonlar 1,5 ml’lik tiiplere alinarak iglerine 10 ul M-Eliisyon tamponu ilave
edildi. Tipler 13,000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

I) Elde edilen bisiilfit donlisiimii tamamlanmis DNA’lar metilasyon analizinde

kullanilana kadar -20°C’de saklanda.

3.2.6. Es Zamanh PCR ile Methylight Analizi

MLH1 ve MSH2 genlerinin promotor bolgelerinin metilasyon analizi
semikantitatif Methylight yontemi ile degerlendi. Methlight yontemi, prob bazli es
zamanli PCR metilasyon analizidir. Bu yontem metilasyon miktarini belirlemek i¢in
kullanilmaktadir (Eads ve ark., 2000). Metilasyon spesifik Tagman proplar bir florofor
ve bir susuturucu (quencher) parga iceren oligoniikleotidlerdir. Florofor probun 5'
ucunda bulunurken, susturucu parga ¢ogunlukla 3' ucunda ya da probun i¢inde bulunur.
PCR'in uzama fazinda prop Taq DNA polimerazin 5'-3' ekzonukleaz aktivitesi ile kesilir
ve boylece florofor ve susturucu parga ayrilir. Bu durum biriken PCR {iriinii miktartyla

orantili olarak tespit edilebilen floresan ile sonuglanir (Sekil 11).
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Sekil 11. Kantitatif es zamanli PCR yonteminde metilasyon spesifik primerlerin ve probun

kullanilma prensibi (Qiagen, 2011°den uyarlanmistir)

Methylight analizi EpiTect Methylight PCR Kit kullanilarak (Qiagen) Rotor
Gene-Q es zamanli PCR cihazinda (Qiagen, CA, USA) gerceklestirilmigtir. MLH1
geninin promotor bolge dizisine 6zgli primerler ve prop dizileri Pe’rez-Carbonell ve
arkadaglarmin yaptigi calismadan alimmistir (Perez-Carbonell ve ark., 2010). MSH2
geninin bisilfit doniisimi yapilmis promotor bolge dizisine 6zgii primer ve prob
dizayn1 Beacon Designer 8.2 programi ile yapilmigtir. MLH1 ve MSH2 genlerinin
promotor bolge dizilerinin (Sekil 12) metile primer ve prop dizileri ile internal referans
geni olarak kullanilan ACTB geninin i¢in metilasyondan bagimsiz primerleri ve probu
(Kahn ve ark., 2008) Tablo 3’te verildigi gibidir.

Tablo 3. Tezde kullanilan primer ve prop dizileri

MLHZ1 forward primer AGGAAGAGCGGATAGCGATTT

MLH1 reverse primer TCTTCGTCCCTCCCTAAAACG

MLH1 prop 6FAM5’-CCCGCTACCTAAAAAAATATACGCTTACGCG-3’BHQ-1
MSH2 forward primer GGGATTATGGCGTGTGATATTACG

MSH2 reverse primer AAAATCGAAACTACGATAAACCGTAAA

MSH2 prop 6FAMS’-ACCACTACACTCCAACGTAAACGACAAATT-3’BHQ-1
ACTB forward primer TGGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAGT

ACTB reverse primer ~ AACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAA

ACTB prop 6FAMS’-ACCACCACCCAACACACAATAACAAACACA-3’BHQ-1
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MLH 1
Kromozom 3 (uzunluk: 84 bg)

36993271 AGGA AGAGCGGATA GCGATTTTTA ACGCGTAAGC
GTATATTTTT TTAGGTAGCG GGTAGTAGTC GTTTTAGGGA
GGGACGAAGA 36993354

MSH?2
Kromozom 2 (uzunluk: 147 bg)

47402094 GGGATTATGG CGTGTGATAT TACGTTTGGC GTTAAACGTT
TGTTTTTTTA TTTATTTTAT TTTGTATTTT TTGAGATAGG GTTTTTAATT
TGTCGTTTAC GTTGGAGTGT AGTGGTATAA TTTACGGTTT
ATCGTAGTTT CGATTTT 47402240

Sekil 12. MLH1 ve MSH2 genlerinde ¢ogaltilan diziler, primerler ve metilasyon bolgeleri.
Primer dizileri alt1 ¢izili sekilde, metilasyon bolgeleri sar1 renkli vurguyla

belirtilmigtir

Methylight yontemi i¢in kullanilan PCR reaksiyon karisimi her bir 6rnek icin
20 pl toplam hacim igin 1X EpiTect Methylight master mix, 0,4 uM forward primer, 0,4
uM reverse primer, 0,2 uM prop, bisulfit doniisiimii yapilmis DNA (<100 ng) ve RNase
free su igermektedir. MLH1 PCR icin dongii kosullari; 95°C’de baslangic PCR
aktivasyon asamasini takiben 95°C’de 15 saniye denatiirasyon ve 55°C’de 60 saniye
baglanma/uzama asamalarini i¢eren 45 dongiiden olusmaktadir. MSH2 PCR i¢in dongii
kosullari; 95°C’de baslangig PCR aktivasyon asamasi, 95°C’de 15 saniye denatiirasyon

ve 60°C’de 60 saniye baglanma/uzama asamalarini igeren 45 dongiliden olugmaktadir.

Metilasyon Seviyesinin Hesaplanmasi

Metilasyon miktarinin relatif kuantifikasyonu Ct degerleri iizerinden elde
edilmistir. 22" metodu (Winer ve ark. 1999; Schmittgen ve ark., 2000; Livak ve
Schmittgen, 2001) kullanilarak kontrol ve infertil gruptaki erkeklerin sperm
DNA’larindaki MLH1 ve MSH2 genlerinin metilasyon diizeyleri referans gen (ACTB)
ile hesaplanmustir. 224t metodundaki AACT = [(CTwedef Gen - CTReferans gen)omek = (CTHedef
Gen - CTReferans gen) tamamen metillenmis DNA]’Y1 belirtmektedir. Hedef bolgelerin metilasyon
yiizdeleri (percentage of fully methylated reference; PMR) 224¢t x 100% formiilii ile
hesaplanmistir (Kaur ve ark., 2016; Wu ve ark., 2016).
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3.2.7.1statiksel Analiz

Calismalardan elde edilen veriler IBM SPSS Statistics Version 22.0 (Armonk,
NY, ABD) programi kullanilarak istatistiksel olarak analiz edildi. Normal dagilima
uyan parametrelerin arasindaki iliski bagimsiz grup t-testi ile degerlendirildi. Kontrol ve
OAT gruplarinin arasinda normal dagilima uygunlukluk gdstermeyen parametreler
Mann-Whitney U testi ile analiz edildi. Degerler arasindaki korelasyonlar Spearman
korelasyon analizi ile test edildi. Spearman’in siralama korelasyon katsayisi (r) iki sirali
degiskenin arasindaki iligskinin giicli ve yonelimini belirlemede kullanildi. Esik degerleri
ROC analizi ile belirlendi. P degeri 0,05’in altindaki degerler (P<0,05) istatistiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Tez ¢alismasinda 2018-2019 yillar1 arasinda yaslart 18-50 arasinda degisen
toplam 127 kisiden semen 6rnegi alindi. Iki yasindan kiiciik ¢ocugu olan ve/veya
normozoospermik olan 52 kisi kontrol grubunu, oligoastenoteratozoospermi (OAT)
tanis1 alan 75 infertil erkek ise hasta grubunu olusturdu. Kontrol ve hasta gruplarini
olusturan kisilerin yaslar1 arasinda farklilik goriilmedi (P=0,55) (Tablo 4). Yas gruplar
aras1 normal dagilim gosterdigi igin parametrik olarak analiz edildi (Kontrol ve OAT
gruplari i¢in sirastyla, ¢arpiklik 0,452 + 0,330 ve 0,713 £ 0,277, basiklik 0,415 £+ 0,650
ve 0,917 £ 0,548). 1ki grubun semen parametreleri agisindan karsilastiriimas: Tablo 4’de

verilmigtir.

Tablo 4. Gruplar aras1 semen parametrelerinin kargilastirilmasi  Mann-Whitney test

Kontrol OAT pa
n Ortanca Ortalama n  Ortanca Ortalama
Sira Sira

Voliim (ml) 52 3,0 54,36 75 3,0 66,28 0,3656
Sperm
Konsantrasyonu 52 34,5 86,50 75 4,0 38,00 <0,0001
(milyon/ml)
Total Sperm Sayist 55 4554 gga7 75 150 3809  <0,0001
(milyon/ejakulat)
Total Progresif
Motil Sperm Sayisi 52 48,0 86,46 75 1,0 38,03 <0,0001
(milyon)
ileri Hareketli
(Progresif) Sperm 52 47,0 85,66 75 10,0 38,71 <0,0001
(A) %
Yerinde Hareketli
Sperm (B) % 52 5,0 59,52 75 5,0 61,31 0,2076
(')/Tmo“' Sperm (C) 5 480 2737 75 850 89,27  <0,0001
Motilite (A+B) % 52 52,0 85,63 75 15,0 38,73 <0,0001
Normal Morfoloji % 52 7.0 86,50 75 2,0 38,00 <0,0001

4.1. TUNEL

Calismaya dahil olan 100 erkegin semen 6rnegi DNA fragmantasyonu TUNEL
yontemi ile analiz edildi (Sekil 13). Kontrol grubunun DFI degerleri, istatistiksel olarak
tam anlamli olmamakla birlikte, OAT grubuna kiyasla daha diisiik olarak bulundu
(P=0,0554). Gruplarin DFT agisindan karsilagtirmalar1 Tablo 5’de verildi.
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A) a

Sekil 13. DNA fragmantasyonu az (A) ve fazla (B) olan 6rneklerin DAPI (a,c) ve FITC (b,d)

goriintlisi

Tablo 5. Gruplar aras1 DFI karsilastirmasi

DFI Kontrol OAT

n 46 54

En diisiik deger 1,50 3,64

En yiiksek deger 54,48 64,10
Ortanca 21,68 25,88
Ortanca igin %95 CI 18,0266 - 23,8791 22,4501 - 30,5011
Ceyrekler arasi aralik 15,14 - 31,84 19,82 - 34,09
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Tablo 5 (devam). Gruplar aras1 DFI karsilagtirmasi

Hodges-Lehmann Ortanca

Ayrimi 4,62
%95 ClI -0,15-9,62
z;)antrol grubu ortalama 44,478
OAT grubu ortalama sira 55,630
Mann-Whitney U 965

P =0,0554

DFI’nin infertil ve kontrol grubundaki bireyleri ayirt etme giici AUC (area
under the ROC curve)=0,612 ve P=0,052 olarak belirlendi. %67,4 duyarlilik
(sensitivite) ve %57,4 ozgiillik (spesifite) ile DFI’in hasta ve kontrol gruplari arasindaki
esik degeri %24,9 olarak hesaplandi (Sekil 14). DFI’in sperm konsantrasyonu (r=-
0,266, P=0,007) toplam sperm sayist (r=-0,299, P=0,002) ve toplam progresif motil
sperm sayisiyla (r=-0,253, P=0,011) negatif korelasyonlu oldugu belirlendi (Tablo 6).

DFI
100
80
B Sensitvity &7.4
.. GBOf- Crteion <245
z |
2 B
40
20
B AUC=0612
Netd P =0.052
O g e e
0 20 40 G0 a0 100

100-Specificity

Sekil 14. DFI’nin ROC egrisi
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Tablo 6. DFI’1n yas, anilin pozitif sperm yiizdesi, promotor metilasyon yiizdeleri ve semen parametreleri ile iligkisi r: Spearman korelasyon katsayisi

Toplam

. Toplam ileri Yerinde )
Yas Anilin (+) = MLHL  MSH2 Voliim Sperm Sperm Pr_og. Hareketli Hareketli Immotil Motilite Normal__ Vitalite
Sperm PMR PMR Kons. Motil Sp. Sperm Morfoloji
Sayisi Sperm Sperm
Sayisi
r -0,008 0,164 -0,145 0,042 -0,137 -0,266 -0,299 -0,253 -0,183 0,044 0,180 -0,185 -0,195 0,014
DFI P 0,935 0,126 0,407 0,806 0,175 0,007 0,002 0,011 0,069 0,663 0,073 0,066 0,052 0,918
N 100 88 35 36 100 100 100 100 100 100 100 100 100 54
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4.2. Anilin Mavisi Boyamasi

Calismaya katilan kisilerin 114’{in{in anilin boyamas1 sonucunda anilin pozitif
sperm yiizdesi hesaplandi (Sekil 15). Kontrol grubunun anilin pozitif sperm yiizdesi,
OAT grubuna gore anlamli sekilde diisiik bulundu (P<0,0001) (Tablo 7).

A)

Sekil 15. Kontrol (A) ve OAT (B) grubuna ait spermlerin anilin mavisi boyamasi goriintiisii.

a)  Anilin pozitif sperm b) Anilin negatif sperm c) Yart boyanmig sperm

Tablo 7. Gruplar arasi anilin pozitif sperm yiizdesi karsilagtirmasi

% Anilin (+) Sperm Kontrol OAT

n 49 65

En diisiik deger 471 15,38

En yiiksek deger 60,00 86,47
Ortanca 14,98 41,80
Ortanca i¢in %95 ClI 10,8515 - 18,0444 39,4292 - 49,8669
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Tablo 7 (devam). Gruplar aras1 anilin pozitif sperm yiizdesi kargilagtirmasi

Ceyrekler arast aralik 9,2975 - 22,4975 28,2925 - 55,6950
Hodges-Lehmann Ortanca Ayrimi 26,41
%95 ClI 20,26 - 32,49
Kontrol grubu ortalama sira 30,674
OAT grubu ortalama sira 77,723
Mann-Whitney U 278
P <0,0001

Anilin pozitif sperm yiizdesi, yas (r=-0,294, P=0,0015), toplam sperm sayisi
(r=-0,683, P<0,0001), sperm konsantrasyonu (r=-0,658, P<0,0001), progresif motil
sperm yiizdesi (r=-0,628, P<0,0001), toplam motilite (r=-0,639, P<0,0001), toplam
progresif motil sperm sayis1 (r=-0,682, P<0,0001) ve normal morfoloji (r=-0,668,
P<0,0001) ile negatif korelasyonlu, immotil sperm yiizdesi ile pozitif korelasyonlu
bulunmustur (r=0,635, P<0,0001). Anilin pozitif sperm yiizdesi ile DFI arasinda bir
iliski bulunmamstir (P=0,2157) (Tablo 8).

Anilin pozitif sperm ylizdesinin infertil ve kontrol grubundaki bireyleri ayirt
etme giici AUC=0,911 ve P<0,001 olarak belirlendi. Yiizde 87,8 duyarlilik ve %82,8
ozgiilliik ile anilin pozitif sperm yiizdesinin infertil ve fertil/normozoospermik bireyler

arasindaki esik degeri %26,92 olarak hesaplandi (Sekil 16).

100 = ’_‘_,—'—'J—
= Sensitivity: 57.5 '
s |- e ‘
.. B0
= B
"U_—-; |
=
= -
40
20 A
[ i AUC =0.911
-l P < 0.001
o i A R Mo IS
0 20 40 G0 80 100

100-Specificity
Sekil 16. Anilin pozitif sperm yiizdesi i¢cin ROC egirsi
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Tablo 8. Anilin pozitif sperm yiizdesinin semen parametreleri, yas ve DFI iizerine etkisi r: Spearman korelasyon katsayisi

Toplam Lo .
Sperm Toplam Pro leri Yerinde Immotil Normal
Yas Voliim P Sperm 99 Hareketli Hareketli Motilite .. Vitalite DFI
Kons. Motil Sp. Sperm Morfoloji
Sayisi Sperm Sperm
Sayisi
r -0,294 -0,0653 -0,658 -0,683 -0,682 -0,628 -0,108 0,635 -0,639 -0,668 -0,0206 0,164
Anilin (+)
sperm % 0,0015 0,4903  <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,251 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,8704 0,2157
n 114 114 114 114 114 114 114 114 114 114 65 88

44



4.3. MLH1 ve MSH2 Genlerinin Promotor Bélgelerinin es zamanh PCR ile

Analizi

MLH1 ve MSH2 genlerinin promotor bolgelerinin metilasyon oranlar1 sirasiyla

39 ve 40 katilimcida semikantitatif MethyLight analizi ile 6l¢tildii.

Tablo 9. Gruplar arast MLH1 ve MSH2 promotor metilasyon yiizdelerinin kargilagtirmasi

MLH1 PMR MSH2 PMR
Kontrol OAT Kontrol OAT
n 18 21 17 23
En diisiik deger (%) 0,00002 0,00008 0,00020 0,00246
](:;,Z)Yﬁksek deger 0,04749 0,10760 27,93220 29,11830
Ortanca 0,00481 0,00964 0,09902 0,61300
(%g“é? emn 0,0004962 - 0,02215 0,002473 - 0,01836 0,04397 - 0,3499 0,3227 - 1,0542

Ceyrekler arast
aralik

Hodges-Lehmann
Ortanca Ayrimi

%95 CI

Kontrol grubu
ortalama sira
OAT grubu
ortalama sira

Mann-Whitney U

0,0005

-0,006873 —0,009651

19,111

20,762
173
P =0,6522

0,0004600 - 0,02294 0,001690 - 0,01915 0,04209 - 0,3644 0,1464 - 1,3754

0,3364
-0,005339 - 0,7587
16,5882

23,3913
129

P =0,0688

MLH1 promotor metilasyonu kontrol ve OAT gruplar1 arasinda farklilik

gostermemistir (P=0,6522). Iki grup arasindaki MSH2 promotor metilasyonu kontrol

grubunda OAT grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte daha
diisiik bulunmustur (P=0,0688) (Tablo 9).
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Sekil 17. MLH1 ve MSH2 promotor metilasyonlar1 igin ROC egrileri
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Tablo 10. MLH1 ve MSH2 promotor metilasyon yiizdelerinin diger parametrelerle korelasyonu r: Spearman korelasyon katsayisi

Toplam A .
Toplam Ileri Yerinde . -
Yas Voliim Sperm Sperm Pr_og. Hareketli Hareketli Immotil Motilite Normal__ Vitalite DFI Anilin
Kons. Motil Sp. Sperm Morfoloji (+)
Sayisi Sperm Sperm
Sayis1
r 0,154 -0,034 0,024 0,018 -0,084 -0,129 -0,008 0,126 -0,126 0,021 -0,124 -0,145 0,401
I\IQII;/IHRl P 0,3480 10,8394 0,8841 0,9132 0,6102 0,4346 0,9597 0,4458 0,4458 0,8974 0,5911  0,4065 0,0188
n 39 39 39 39 39 39 39 39 39 39 21 35 34
r 0,122  -0,060 -0,421 -0,408 -0,277 -0,201 -0,199 0,247 -0,247 -0,293 0,062 0,042 0,088
I\S&HRZ P 0,4518 10,7118  0,0068 0,0090 0,0831 0,2141 0,2176 0,1248 0,1248 0,0661 0,7773  0,8063 0,6154
n 40 40 40 40 40 40 40 40 40 40 23 36 35
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MLH1 promotor metilasyonunun ROC analizi anlamli bulunmamigtir
(AUC=0,542, P=0,664). MSH2 promotor metilasyonu icin infertil ve kontrol
grubundaki bireyler arasindaki ayirt etme giici AUC=0,542 ve P=0,067 olarak
hesaplanmistir (Sekil 17). MSH2 promotor metilasyon yiizdesinin %69,6 duyarlilik,
%76,5 ozgiilliik ile esik degeri %0,3621 olarak belirlenmistir.

MLH1 ve MSH2 promotor metilasyonlar: ile DFI arasinda iliski bulunmadi
(swrastyla P=0,4065 ve P= 0,8063). MLH1 promotor metilasyonu ve anilin pozitif sperm
yiizdesi arasinda pozitif korelasyon bulundu (r=0,401, P=0,0188). MSH2 promotor
metilasyonu ile sperm konsantrasyonu ve toplam sperm sayisi arasinda ise negatif

korelasyon bulundu (sirasiyla r=-0,421 P=0,0068 ve r=-0,408, P=0,009) (Tablo 10).

4.4. Sigara Kullanimi ve Yas

Yaslanmanin MLH1 ve MSH2 promotor metilasyon yiizdelerine ve DFI
tizerine etkisi goriilmedi (sirasiyla P=0,348, P=0,4518, P=0,9352) (Tablo 11). Kontrol
ve OAT gruplari arasinda sigara kullanimi agisindan istatisitiksel bir farklilik bulunmadi
(P=0,357). Sigara igen ve igmeyen kisiler arasinda yas, semen parametreleri, DFI, anilin
pozitif sperm yiizdesi ve MLH1 ve MSH2 metilasyon yiizdelerinin dagilimi agisindan
bir farklilik bulunmadi (Tablo 12).

Tablo 11. Yasin metilasyon ve DFI iizerine etkisi

Yas MLH1 PMR MSH2 PMR DFI

n 39 40 100
Spearman's katsayisi (rho) 0,154 0,122 -0,00823
Anlamlilik diizeyi P=0,3480 P=0,4518 P=0,9352
95% ClI (rho) -0,169 - 0,448 -0,197 - 0,418 -0,204 - 0,188
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Tablo 12. Sigara kullanimin diger parametrelerin dagilimina etkisi ® Mann-Whitney test

Sigara icenler Sigara icmeyenler pa
n Ortanca Ortalama n Ortanca Ortalama
Sira Sira
Yas 52 34 62,88 70 32 60,47 0,71
Volim 52 3 58,23 70 63,93 0,3434
Sperm Kons. 52 7 58,38 70 63,81 0,4005
Toplam Sperm 52 23 5724 70 31 64,66 0,2512
Sayist
Toplam Prog.
Motil Sp. Sayist 52 3 59,63 70 4 62,89 0,6136
lleri Hareketli 52 20 5085 70 15 6273  0,6553
(Progresif) Sperm
Jerinde Harghetll ¢, 5 5083 70 5 6274 05719
Sperm
Immotil Sperm 52 75 63,39 70 79 60,09 0,6093
Motilite 52 25 59,38 70 21 63,08 0,5664
Normal Morfoloji 52 3 59,60 70 3 62,91 0,6014
Vitalite 34 35 39,93 40 34 35,44 0,3695
DFI 41 25,13 48,46 54 23,62 47,65 0,8865
%Anilin(+4)sp 50 3949 5985 60 2556 51,88  0,1017
MLH1 PMR 18 0,008735 18,78 18 0,00384 18,22 0,8743
MSH2 PMR 19 0,357 19,18 18 0,4087 18,81 0,9153
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5. TARTISMA

Erkek infertilitesi sperm iiretimi ya da fonksiyonunda bozulmaya neden olan
genetik, epigenetik, endokrin veya gevresel degisimlerin bir sonucu olarak ortaya
cikabilmektedir (Agarwal ve ark., 2019). Hayvan modelleri ve spermatogenik
bozuklugu olan hastalarla yapilan ¢alismalar DNA onarim mekanizmalarinda rol alan
genlerin ve epigenetik faktorlerin erkek infertilitesinde rol oynayabilecegini
gostermistir. Tez ¢alismasinda DNA onarim mekanizmalarindan biri olan MMR’da
gorev alan genlerden MLH1 ve MSH2 genlerinin promotor boélge metilasyon
degisikliklerinin sperm DNA fragmantasyonu {izerine etkisi olup olmadig1
arastirilmistir.  Ayrica sperm DNA kondensasyonunun, yaslanmanin ve sigara
kullaniminin etkileri incelenmistir.

Calismada kontrol ve OAT grubunu olusturan kisilerin yaslari arasinda
istatistiksel olarak bir farklilik bulunmamistir (P=0,55). Kontrol ve OAT grubundaki
kisiler beklenildigi iizere sperm konsantrasyonu, toplam sperm sayisi, toplam progresif
motil sperm sayisi, progresif hareketli sperm yiizdesi, sperm motilite yiizdesi, immotil
sperm ve normal morfoloji acisindan istatistiksel olarak farklilik gostermektedir.

Calismada MLH1 promotor metilasyonu iki grup arasinda farklilik
gostermemigstir (P=0,6522). MSH2 promotor metilasyonu kontrol grubunda infertil
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte daha diisiik bulunmustur
(P=0,0688). Tez ¢alismasinda sperm MLH1 promotor metilasyonunun OAT ve
normozoospermik erkekleri ayirt etmedeki tahmin giicii anlamli bulunmamistir
(P=0,664). MSH2 promotor metilasyonu igin ise %69,57 duyarlilik ve %76,47 6zgiilliik
ile esik degeri %0,3621 olarak hesaplanmigtir. MLH1 ve MSH2 genomik biitiinliigii
korumada, DNA hasar sinyalizasyon yolaklarinda, mayozda ve gametogenezde rol alan
ve testiste yiiksek derecede eksprese edilen MMR proteinleridir (Fagerberg ve ark.,
2014; Crouse, 2016; Manhart ve Alani, 2016). MMR’daki hatalar bazi kanserlere
yatkinligin yani1 sira infertiliteyle de iliskilendirilmistir (Gunes ve ark., 2015).
Literatirde bu iki gendeki mutasyonlarin erkek infertilitesiyle iligkilendirildigi ¢ok
sayida calisma bulunmaktadir. MIh1l defektli farelerde mikrosatellit instabilitesiyle
birlikte infertilite de gozlenir (Mukherjee ve ark., 2010). MIh1” erkek farelerde
germinal farklilasma pakiten asamasinda durur ve hi¢ olgun sperm tiretilmez (Terribas

ve ark., 2010). MLH/’in mRNA ekspresyon seviyesi spermatogenik hatalari olan
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infertil hastalarda daha diisiik bulunmustur (Terribas ve ark., 2010). Infertil erkeklerde
MLH1 odaklarinin sayisiyla degerlendirilen mayotik rekombinasyon sayisi anlamli
olarak daha diisiik olarak bulunmustur (Sun ve ark., 2007; Sanderson ve ark., 2008).
Idiyopatik infertilite tanis1 alan 1292 erkek hasta ve 480 fertil kontrolde MLH1 deki bir
polimorfizmin azospermi veya oligospermide risk faktorii olusturabilecegi saptanmustir.
Aragtiricilar ayrica MLH1 polimorfizminin sperm DNA hasarinin artisiyla iligkili
olabilecegini bulmuslardir (Ji ve ark., 2012). Msh2 knockoutlu erkek farelerin
fertilitelerinin etkilenmedigi bildirilmesine ragmen, bu farelerde spermatogenik hatalar
gozlenmistir (Paul ve ark., 2007; Mukherjee ve ark., 2010). Paul ve ark. (2007),
knockout ¢alismalarinda Msh2” farelerde apoptotik germ hiicrelerinde artis ve
epididimal sperm sayisinda diisiis saptamislardir.

Literatiirde erkek infertilitesinde MLH1 ve MSH2 genlerinin promotor
metilasyon degisimlerinin incelendigi bir c¢alisma bulunmaktadir. Giines ve
arkadaglarmin (2018) yaptigi bu pilot c¢alismada, MLH1 ve MSH2’nin promotor
metilasyonu metilasyon spesifik PCR (MSP) ile 10 oligozoospermik ve 29
normozoospermik erkekte analiz edilmistir. Arastiricilar siddetli oligozoospermik
erkeklerin (<5 milyon sperm/ml) spermlerinde MLHZ1’in anlamli sekilde daha fazla
metile oldugunu bildirmislerdir. Calismada MSH2 promotor metilasyonu infertil
erkeklerde daha yiiksek bulunmasina karsin istatistiksel anlamlilik kazanmamistir. ROC
analizi MLH1 metilasyonu %22,2 duyarlilik ve %100 6zgiilliik igin pozitif tahmin
degeri %100 ve negatif tahmin degeri %60 olarak belirlenmistir (Gunes ve ark., 2018).
Calisma sonuglar arasindaki farklilik 6zellikle MLH1 i¢in secilen promotor bdlgeden
ve hasta gruplarinin farkliligindan kaynaklaniyor olabilir. Hiicre hatlari ile yapilan
calismalar MLH1 promotorunda CpG alanlarmin yogun oldugu bdlgelerin bazilarinin
MLH1 ekspresyonu iizerinde etkili olmadig1 ya da o bolgelerin metilasyonunun genin
ekspresyonu ile tam olarak korele olmadigini ortaya ¢ikarmistir (Deng ve ark., 1999).
Ancak, MLH1 promotorunda transkripsiyon baglama alanina yakin lokalize olan kisa
proksimal dizinin (C bolgesi, -248 ~ -178) metilasyonunun MLH1 ekspresyonunun
susturulmasi tizerinde kritik etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Deng ve ark., 1999). Tez
calismasinda MLH1’in promotorunda C bolgesi metilasyon durumu kantitatif olarak
analiz edilmistir. Ilaveten pilot ¢alismada metilasyon durumunun Kkalitatif olarak

degerlendirilmis olmasi iki ¢alismanin sonuclarinin paralel olmamasina neden olmus
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olabilir. Tez ¢caligmasinda elde edilen sinirin biraz iistiindeki anlamlilik degerleri, MLH1
ve Ozellikle MSH2 promotor metilasyon degisimlerinin daha fazla 6rnek tizerinde
calisilmasinin 6nemini gostermektedir.

Calismada Kontrol grubunda DNA fragmantasyon orani, OAT grubuna kiyasla
daha diisiik olarak bulunmustur (P=0,0554). Ancak bu farklilik istatistiksel olarak tam
anlamlilik kazanmamistir. Calismada DFI sperm konsantrasyonu, toplam sperm sayisi
ve toplam progresif motil sperm sayisi ile negatif korelasyonlu olarak bulunmustur.
Literatiirde yiiksek DNA fragmantasyonu siklikla infertiliteyle iliskilendirilmistir
(Giwercman ve ark., 2010; Ramos-Ibeas ve ark., 2014). Sharma ve ark (2010)., DNA
fragmantasyonunu TUNEL yontemini akim sitometrisi ile analiz ederek
degerlendirmistir. Arastiricilar normozoospermik/fertil erkeklerden olusan kontrol
grubundaki DFI’1 infertil gruba gore daha diisiik olarak belirlemislerdir (Sharma ve ark.,
2010). Ayni arastiricilar ilerleyen yillarda ayni1 yontemle farkli ¢alisma grubunda paralel
sonuglar bulmuslardir. Doksanbes normozoospermik ve/veya fertil kontrol ile 261
infertil erkegin TUNEL ile DNA fragmantasyonunun belirlendigi bu ¢alismada infertil
grupta DFI'in fertil gruba gore anlamli olarak daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Sharma
ve ark., 2016). Arastiricilar yiiksek 6zgiillik ve yiiksek pozitif tahmin degeri ile DFI
icin esik degerini %16,8 olarak belirlemislerdir. Arastiricilar bu ¢aligmalarda akim
sitometrisi sayesinde her 6rnek i¢in ortalama 10,000 sperm sayimi gergeklestirmislerdir.
Tez ¢alismasinda DFI TUNEL yontemi ile immunofloresan mikroskop altinda manuel
sayimla analiz edilmistir. Her Ornek i¢in ortalama sayilan sperm sayist akim
sitometrisine kiyasla ¢ok daha azdir. Ornek basma degerlendirilen hiicre sayisinm
arttirilmast caligmanin istatistiksel giiciinii arttirabilir. Kabartan ve ark. (2019), <10
milyon sperm/ml olan oligozoospermik hasta grubu ve TUNEL sonuglarini floresan
mikroskop ile degerlendirdikleri ¢alismalarinda DFI'mn infertil grupta kontrol grubuna
kiyasla daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Calismada arastiricilar, DFI i¢in esik
degerini %17 olarak belirlemis ve DFI’in sperm konsantrasyonu, motilite ve normal
morfoloji ile negatif korelasyonlu oldugunu bulmuslardir (Kabartan ve ark., 2019). Bu
calismayla tez calismasina dahil edilen infertil grup arasinda farklilik bulunmaktadir.
Tez calismasi igin segilen hasta grubunda sperm konsantrasyonu igin alt sinir <15

milyon/ml olarak belirlenmistir.
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Tez ¢alismamiz infertilitede MLH1 ve MSH2’nin promotor bolge
metilasyonlar1 ile DFI arasinda iliskinin arastirildig: ilk ¢alismadir. Tez ¢alismasinda
orneklerde MLH1 ya da MSH2 'nin promotor bolge metilasyonlari ile DFI arasinda bir
iliski bulunmamustir (Sirasiyla P=0,4065 ve P=0,8063). Literatiirdeki ¢alismalar imprint
genlerdeki metilasyon degisikliklerinin erkek infertilitesi ile iligkisi tizerine
yogunlagmistir (Klaver ve ark., 2013; Xu ve ark., 2016). En giincel g¢alismalardan
birinde, imprint genlerdeki DNA metilasyon seviyesinin sperm DFI ile korelasyonlu
oldugu ve bu genlerdeki anormal metilasyonun sperm DNA hasariyla iligkili olabilecegi
gosterilmistir (Ni ve ark., 2019). Fertilizasyondan sonra hasarli sperm DNA’s1 bir
Olgiide ovumun onarim mekanizmalariyla onarilmaktadir (Gunes, 2018). Ovumun
onarim kapasitesi maternal yaslanmaya, hasar oranina ve hasar tipine gore degisiklik
gostermektedir (Ahmadi ve Ng, 1999; Hamatani ve ark., 2004). Bu sebeple ¢alismanin
daha biiyiik bir kohort {izerinde tekrarlanmasi 6nem arz etmektedir.

Calisma kapsaminda ayrica MLH1 ve MSH2 promotor metilasyonlarinin semen
parametreleri tizerine etkisi olup olmadig: arastirilmistir. MLH1 promotor metilasyonu
ile anilin pozitif sperm yiizdesi arasinda pozitif korelasyon bulunmustur (r=0,401,
P=0,0188). MSH2 promotor metilasyonu ile sperm konsantrasyonu ve toplam sperm
sayist arasinda negatif korelasyon bulunmustur (sirasiyla r=-0.421, P=0,0068 ve r=-
0.408, P=0,009). MSH2 metilasyon oran1 ile normal morfoloji ve toplam progresif motil
sperm sayist arasinda istatistiksel anlamlilifi olmayan korelasyon vardir. Bu
korelasyonlarin anlamlilik kazanabilmesi i¢cin daha fazla 6rnek iizerinde calisilmasi
gerektigi istatistiksel olarak hesaplanmistir. Giines ve ark. (2018), benzer sekilde MLH1
ve MSH2 metilasyonu ile sperm Kkonsantrasyonu arasinda negatif bir iliski
bildirmislerdir.

Tez ¢alismasinda kontrol grubunun anilin pozitif sperm yiizdesi, OAT grubuna
gore daha diisiik bulunmustur (P<0,0001). Anilin maviSi boyamasi sperm kromatin
kondensasyonunun goriintiillenmesi igin kullanilmaktadir (Kim ve ark., 2013). Fertil
erkekler sperm niikleer proteinlerden P1 ve P2’yi yaklasik olarak ayni oranlarda
eksprese ederler (Hammoud ve ark., 2009). P1:P2 oranindaki degisimler histonlarin
protaminlerle anormal yer degisimlerine neden olabilmektedir (Zhang ve ark., 2006;
Zini ve ark., 2007; Francis ve ark., 2014). Bu durum sperm DNA’sinin paketlenmesinde

yetersizliklere ve infertiliteye neden olabilmektedir (Carrell ve ark., 2008). Yapilan
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calismalar histon protamin gegisindeki hatalarin erkek infertilitesiyle ve erken dénem
diistiklerle iligkili olabilecegini gostermektedir (Zhang ve ark., 2006; Zini ve ark., 2007;
Yu ve ark., 2014; Jerre ve ark., 2019; Pourmasumi ve ark., 2019). Pourmasumi ve ark.
(2019), 342 normozoospermik ve 1044 infertil bireyin semen Orneklerini sperm
kromatin kondensasyonu agisindan degerlendirmis ve anilin pozitif spermlerin infertil
grupta daha fazla oldugunu bildirmislerdir. Zhang ve ark. (2006), daha kii¢iikk bir
kohortta (10 fertil ve 20 infertil) benzer bir sonug¢ elde etmisler ve infertil erkeklerin
pozitif ve orta sekilde boyanan spermatozoa oraninin fertillere gore daha yiiksek oranda
oldugunu bulmuslardir. Zini ve ark. (2007), astenospermik erkeklerde sperm niikleer
histonun (H2B) protamine (P1+P2) oraninm fertil erkeklere gore daha yiiksek olarak
bulmuslardir. Infertiliteyle iliskisine ek olarak, bu yil i¢inde yayimlanan bir calismada
histonca zengin spermatozoa yiizdesinin artmasi erken donem diistiklerle de iliskili
bulunmustur (Jerre ve ark., 2019). Bu ¢alismada arastiricilar yaklasik 5000 IVF ve ICSI
siklusu tlizerinde calismislar ve yiiksek histon oraninin ICSI'de artmis diisiik riskinin
tahmin edilebilirligi agisindan kullanilabilecegini belirtmislerdir. Tez g¢alismasinda
anilin pozitif sperm sayisi1 toplam sperm sayisi, sperm konsantrasyonu, progresif motil
sperm ylizdesi, toplam motilite yiizdesi, toplam progresif motil sperm sayist ve normal
morfoloji ile negatif korelasyonlu bulunmustur. Anilin pozitif sperm sayisi ile immotil
sperm  yiizdesi arasinda pozitif bir korelasyon vardir. Sperm kromatin
kondensasyonundaki degisimlerin sperm sayisi, motilitesi ve normal morfoloji ile olan
kuvvetli iliskisi literatiirle de desteklenmektedir (Kim ve ark., 2013; Pourmasumi ve
ark., 2019). Protaminlerin histonlarla yerdegisimi mayoz tamamlandiktan sonra
spermiyogenezin uzayan spermatid asamasinda meydana gelir. Bu spermatidler
protaminlerin yerlesmesi sirasinda olgun spermin hareket ve fertilite kabiliyeti iizerine
etkili olan siiregler gegirirler (Garcia-Rodriguez ve ark., 2018). Bu durumun
protaminasyondaki hatalarin ve dolayisla histon ylizdesindeki artisin  semen
parametreleri {izerinde etkili olabilmesine neden olabilecegi diistiniilmektedir (Carrell
ve ark., 2008).

Calismada sigara i¢iminin infertilite ile iligkisi bulunmamistir (P=0,357).
Sigara kullanim1 semen parametreleri, DFI, anilin pozitif sperm sayis1 ve MLH1 ve
MSH2 metilasyon oranlari iizerine etki gostermemistir. Literatiirde Sigara i¢iminin erkek

infertilitesine ve semen parametreleri etkisi ilizerine yapilan ¢aligmalarin sonuglari
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cesitlilik gostermektedir (Gunes ve ark., 2018). Hamad ve ark. (2014), sigara igen
erkeklerde sperm sayisinin, motilitenin ve vitalitenin anlamli sekilde azaldigini
bildirmislerdir. Arastiricilar ayrica sigara igen grubun sperm orneklerinde histon oranini
sigara igmeyenlere kiyasla anlamli olarak yiiksek bulmustur (Hamad ve ark., 2014).
Collodel ve ark. (2010) yaptig1 ¢alismada infertil sigara i¢cen ve infertil sigara igmeyen
hastalar semen parametreleri acisindan benzerlik goriilmiis, ancak sperm
konsantrasyonu sigara icen infertil grupta sigara igme yogunluguna bagli olarak
degisiklik gostermistir. Arastiricilar, bizim bulgularimizla paralel olarak idiyopatik
infertil erkeklerde sigara igmenin semen parametreleri tiizerine kritik bir etki
gostermedigini bildirmistir. Infertil sigara icenler ve infertil sigara igmeyenler arasinda
yapilan bir ¢alismada, iki grup arasinda sperm sayisi, progresif motilite, normal
morfoloji ve sperm kromatin kondensasyonu agisindan farklilik bulunmustur (Mostafa
ve ark., 2018). Calismalar sigaranin konvansiyonel semen parametreleri ve sperm
fonksiyon testleri iizerine olan etkisinin igilen sigara miktar1 ve sigara igme siiresiyle
iliskili olabilecegini gostermektedir (Collodel ve ark., 2010; Cui ve ark., 2016; Mostafa
ve ark., 2018). Cui ve ark. (2016), 841 sigara icen ve 287 sigara igmeyen erkekle
yaptiklart ¢alismada igilen sigara miktarina bagli olarak sperm motilitesinin azaldigini,
uzun siire sigara igenlerde motilite ile birlikte sperm konsantrasyonu ve vitalitenin diisiis
gosterdigini bildirmiglerdir. Sigara igen grupta DNA fragmantasyon orani da artis
gostermistir. Yiizdoksan sekiz normozoospermik ve 124 infertil hasta ile yapilan bir
caligmada agir icici olan grupta sigara igmeyen gruba kiyasla istatistiksel olarak daha
fazla histon-protamin geg¢isi hatalar1 gozlendigi bildirilmistir (Yu ve ark., 2014). Benzer
sekilde Hamad ve ark. (2014), sperm histon oranini sigara i¢enlerde sigara igmeyenlere
kiyasla anlamli olarak yiiksek olarak bulmustur. Besbin sekizyiiz altmigbes katilimcinin
sonuglarinin degerlendirildigi bir meta-analizde sigara igiminin sperm sayisinin, Sperm
hareketliliginin ve normal morfolojinin azalmasi ile iligkili oldugunu ve sigaranin bu
etkisinin infertil erkeklerde genel populasyona oranla ve agir igicilerde az igenlere
kiyasla daha fazla goézlendigi sonucuna varmistir (Sharma ve ark., 2016). Sigara
iciminin somatik hiicrelerde DNA metilasyonunu degistirdigi ¢calismalarla gosterilmistir
(Word ve ark., 2013). Son yillarda yapilan bir ¢alismada sigara igiminin sperm DNA
metilasyonunu etkiledigini, sigara i¢en ve igmeyen erkekler arasinda genom boyu sperm

DNA metilasyon farkliliklar1 bulundugu bildirilmistir (Jenkins ve ark. 2017).
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Aragstiricilar, sigara igen grupta metilasyonu degisen 141 CpG tanimlamistir. Ayni
aragtiricilar  yaglanmanin da sperm DNA'sinda genom boyu CpG metilasyon
degisikliklerine neden oldugunu ancak farkli CpG’leri etkilediklerini gostermislerdir
(Jenkins ve ark. 2014). Tez ¢alismasinda istatistiksel degerlendirme sigara i¢enler ve
icmeyenler tlizerinden yapilmistir. Sigara i¢cme siiresinin Ve Yogunlugunun analiz
edilmemesi ve infertil grubun tedavi siirecinde sigarayr birakma ihtimali ¢aligmada
sigara i¢imi ile semen parametreleri, sperm metilasyon oranlari, DNA fragmantasyonu
ve anilin pozitif sperm sayis1 arasinda iliski olmamasini agiklayabilir.

Calismada yaslanmanin MLH1 ve MSH2 promotor metilasyon oranlarina ve
DFI {izerine etkisi goriilmemistir. Ancak yaslanma ile spermde anilin pozitif sperm
yiizdesi artist iligkili bulunmustur (r=-0,294, P=0,0015). Kim ve ark. (2013), daha dar
bir yas araligina sahip erkeklerden alinan semen 6rnekleri {izerinde yaptiklari caligmada
sperm kromatin kondensasyonu ile yas arasinda bir iliski bulmamislardir.

Yapilan epidemiyolojik ¢alismalar erkeklerde fertilitenin erkegin genel saglik
durumu hakkinda bir belirte¢ olabilecegini gostermektedir. Literatiir, spermatogenik
bozukluklar1 olan erkeklerin basta testis kanseri olmak {izere daha yiiksek kanser riski
ile kars1 karsiya oldugunu ortaya koymaktadir (Jacobsen ve ark., 2000; Walsh, 2009;
Walsh ve ark., 2010; Eisenberg ve ark., 2013). Anormal semen parametreleri goriilen
erkeklerde testis kanseri riskinin 20 kat daha fazla ve bu Kkisilerin birinci derece
akrabalarindaki riskin %52 daha yiiksek oldugu bulunmustur (Nagirnaja ve ark.,
2018). Eisenberg ve ark. (2013), 2238 Kkisiyle yaptiklart calismada azospermik
erkeklerin 2,2 kat daha fazla kanser riski tasidiklarim1 gostermislerdir. Son yillarda
yapilan biiyiik bir kohort ¢alismasinda oligospermi, ¢ocukluk donemi kanser riskinin iki
kat artisiyla iliskilendirilmistir (Anderson ve ark., 2017). 2018’de yapilan bir ¢aligmada
infertiliteyi kansere bagladigi diisiiniilen genetik faktorler arastirilmigtir (Nagirnaja ve
ark., 2019). Bu calismada 6nce fare genomu veri bankalarindan erkek infertilitesiyle
iliskilendirilen 666 gen ve kanserle iliskilendirilen 1194 gen listelenmis ve bu genlerin
64’liniin ortak oldugu belirlenmistir. Sonra farede erkek infertilitesiyle iliskilendirilen
genlerin insan ortologlari listelenmistir. Bu liste insan kanser somatik mutasyon veri
bankalarindan elde edilen genlerle kiyaslanmistir. Sonug olarak aralarinda MLH1’in de
bulundugu ve c¢ogunlugu timor baskilayict ve onkogenlerden olusan 25 genin

insanlarda hem erkek infertilitesiyle hem de kanserle iliskili oldugu belirlenmistir.
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MLH1 ve MSH2’deki mutasyon ve epimutasyonlarin basta herediter kolon kanseri
olmak iizere birgok kanserle iliskisi literatiirde 6nceden bildirilmistir (Ling ve ark.,
2011; Alkam ve ark., 2013; Su ve ark., 2014; Hu ve ark., 2016;). Tez calismasinda
MLH1 ve MSH2’deki epigenetik degisikliklerin infertilite ile olan iliskisinin
aragtirilmasi, ilerleyen zamanlarda bu degisiklikleri tagiyan infertil bireylerin kanser risk

degerlendirmeleri agisindan da 6nem tagimaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Cok sayida laboratuvar ve radyolojik inceleme arasindan en giincel WHO
protokollerine gore standardize edilen semen analizi erkegin fertilite durumunun
degerlendirilmesinde kullanilan en O©nemli testlerden biridir. Ancak fertilite
potansiyelinin temel testi olmasina ragmen, erkegin gercek iireme potansiyelini
belirleme yetersiz kalabilmektedir. Bu durum semenin rutin degerlendirilmesine sperm
DNA fragmantasyonu gibi ileri testlerin ilave edilmesi geregini ortaya koymaktadir.

Son yillarda sperm epigenetik caligmalar1 artis gostermis ve spermdeki
epigenetik sapmalarin spermatogenik bozukluklarla illigkilendirildigi ¢ok sayida
calisma yapilmistir. Tez ¢alismast MLH1 ve MSH2 genlerindeki epigenetik
degisikliklerin sperm DNA fragmantasyonu {izerine olan etkilerinin arastirildig ilk
caligmadir. Genomik biitiinliigli korumada, onarimda ve mayozdaki onemli gorevleri
yani sira infertil erkeklerle daha dnceden yapilan galismalar bu iki genin sperm DNA’s1
tizerine etkili olabilecegini diislindiirmiistiir.

Calismada MLH1 ve MSH2 genlerinin promotor metilasyon degisikliklerinin
sperm DNA fragmantasyonu iizerine etkisi bulunmamistir. Ancak sonuglar bu genlerin
promotor metilasyon degisikliklerinin konvansiyonel semen parametreleri ve sperm
DNA paketlenmesi iizerine etkili olabilecegini gdstermistir. Ayrica MSH2 promotor
metilasyonu ve sperm DNA fragmantasyonu ¢alismaya dahil edilen infertil grupta daha
fazla olarak bulunmustur. Calismanin sonuglarin1 dogrulamak i¢in daha fazla 6rnek

tizerinde tekrar edilmesine gerek duyulmaktadir.
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Etik Kurulumuza sunmus oldugunuz idiyopatik Erkek infertilitesinde ERCC2,
MLHI, MSH2 ve XRCCI Genleri Promotor Metilasyonlar1 ile Sperm DNA
Fragmantasyonu Arasindaki iligkinin Aragtinlmas1  bashkli OMU KAEK 2016/185
Karar nolu nitelikli aragtirma projeniz amag, gerekge, yaklasim ve yontemle ilgili
agiklamalari, Klinik Aragtirmalar Etik kurulu yonergesine goére 28.04.2016 tarihli Etik
Kurulumuzda incelenmis etik agidan uygun bulunmugtur. Ancak aragtirma biitgesinin maddi
destegi heniiz saglanamadigindan projeye biitge destegi saglanip, tarafimiza bildirilmesinden
sonra baslanmasina oy birligi ile karar verilmigtir.

Bilgilerinize arz/rica ederim.

Klinik Aragti ik Kurulu Bagkan:

Ondokuz mayis Universitesi Tip Fak. Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Tel(0362)3121919/2782 -4576007 Omutacki@gmail.com
Hastane ici 1.Kat (Ozel servis karsisi) Atakum/SAMSUN
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Ek 2: Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu Ornegi

HASTA BiLGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU ORNEGI *

ARASTIRMANIN ADI (CALISMANIN ACIK ADI):

“IDIYOPATIK ERKEK INFERTILITESINDE ERCC2, MLH1, MSH2 ve
XRCC1 GENLERi PROMOTOR MET_iLAS)(ONLARI iLE SPERM DNA
FRAGMANTASYONU ARASINDAKI ILISKININ ARASTIRILMASI”

Goniilliiniin Bas Harfleri << >>

Bir arastirma ¢alismasina katilmaniz istenmektedir. Katilmak isteyip
istemediginize karar vermeden Once arastirmanin neden yapildigini bilgilerinizin nasil
kullanilacaginin ¢alismanin neleri icerdigini ve olasi yararlarini risklerini ve rahatsizlik
verebilecek konulari anlamaniz 6nemlidir. Liitfen asagidaki bilgileri dikkatlice okumak
icin zaman ayiriniz ve eger istiyorsaniz O6zel veya aile doktorunuzla konuyu
degerlendiriniz. Eger bir baska calismada da yer aliyorsaniz bu caligmada yer
alamazsiniz.

BU CALISMAYA KATILMAK ZORUNDAMIYIM?

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

CALISMANIN KONUSU VE AMACI NEDIR?

Calismada, non-obstriiktif azospermi ve oligoastenoteratospermi (OAT) tanist
almis ¢ocugu olmayan erkeklerden tan1 amagl alinan kan, testis dokusu ve semen s1visi
ornekleri ile ¢ocuk sahibi olan erkeklerden elde edilen semen sivist ve kan drneginde;
kalitsal materyalin onariminda rol alan bazi genlerde meydana geldigi diisiiniilen
degisikler arastirilacaktir. Bu calisma sonucunda tespit edilebilecek bu degisikliklerin
sebebi belirlenemeyen kisirligin nedenlerini arastirmay1 amagliyoruz.

CALISMA iSLEMLERI:

Aragtirma sirasinda size tani1 ve tedavi i¢in uygulanacak islemler haricinde ek
bir ilag uygulamasi veya canmizi acitacak girisimsel herhangi bir uygulama
yapilmayacaktir. Biitlin inceleme ve arastirma teshis ve tedavi amaciyla canli sperm
aranmasi sirasinda testisinizden kii¢iik bir miktar doku alinacaktir. Ayrica, kolunuzdan
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alinacak bir miktar kan ve 3-7 giinliik cinsel perhizin ardindan semen analizi yapilmak
tizere verdiginiz semen Orneklerinden artani1 ¢alismaya dahil edilecektir.

Bu doku pargasi, kan ve semen Orneklerinden DNA (kalitsal materyal) izole
edilerek hastaliga sebep olabilecegi disiliniilen baz1 genlerdeki degisimler
arastirilacaktir.  Sizden alinan kan, doku ve semen Ornekleri daha sonra
kullanilmayacaktir. Cocugu olan erkelerde erkeklerden sadece kan ve semen Ornegi
alimacaktir.

BENIM NE YAPMAM GEREKiYOR?

Calisma doktorunuzun talimatlarina uymaya, randevu ve vizitelere katilmaya
ve yukarida anlatilan ¢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 c¢alisma
sirasinda aldiginiz bagka herhangi bir tibbi tedaviyi de ¢alisma doktoruna sdylemeniz
onemlidir. Semen 6rnegini 3-7 giinliik cinsel perhizin ardindan vermeniz 6nemlidir.

CALISMAYA KATILMAMIN NE GiBi OLASI YAN ETKILERI,
RiSKLERi VE RAHATSIZLIKLARI VARDIR?

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

GEBELIK VE DOGUM KONTROLU

Calismaya bayanlar dahil edilmeyecektir.

CALISMAYA KATILMANIN OLASI YARARLARI NELERDIR? (Varsa
aciklayiniz)

Bu calisma ile vermis oldugunuz semen sivisi ve testisinizden alinan dokuda
daha onceden tan1 amaciyla uygulanmamis ve heniiz rutin testler dahilinde olmayan bir
test uygulanacaktir. Testin sonuglar kisirliga sebep olabilecegi diisiiniilen baz1 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 yardimei olacaktir.

GONULLU KATILIM

Bu aragtirmaya katilma kararimi tamamen goniillii olarak veriyorum. Bu
calismaya katilmay1 reddedebilecegimin veya katildiktan sonra istedigim zaman, bu
tedavi kurumunda gorecegim bakim ve tedaviler etkilenmeksizin ve hi¢bir sorumluluk
almadan ayrilabilecegimin bilincindeyim. Calismadan herhangi bir zamanda ayrilirsam,

75



ayrilma nedenlerimi, ayrilisimin sonuglarint ve izleyen dénemde alacagim tedavileri
doktorumla tartigsacagim.

CALISMAYA KATILMAMIN MALIYETi NEDiR?

Calisma kapsaminda katilimcilardan herhangi (yol dahil) bir ticret 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 g¢alisma igin sizin
kisisel bilgilerinizi (“Calisma Verileri”) toplamalarina ve kullanmalarina onay vermis
olacaksiniz. Bu durum dogum tarihiniz, cinsiyetiniz, sigara ve alkol kullanma
durumunuz, etnik kdkeniniz ayrica c¢aligma verilerinizin kullanimi ile ilgili verdiginiz
onayin herhangi bir belirlenmis birim tarihi yoktur, ancak doktorunuzu haberdar ederek
bu onayinizdan herhangi bir zamanda vazgecebilirsiniz.

Calismanin sonuglar1 tibbi yayinlarda yayinlanabilir, ancak sizin kimlik
bilgileriniz bu yayinlarda agiklanmayacaktir.

Doktorunuzdan toplanan calisma verileriniz hakkinda bilgi isteme hakkinda
sahipsiniz. Ayn1 zamanda bu verilerdeki herhangi bir hatanin diizeltilmesini isteme
hakkinda da sahipsiniz. Eger bu konuda bir isteginiz olursa liitfen doktorunuzla
gorusuniz.

Eger onayimizda vazgegerseniz, doktorunuz c¢alisma verilerinizi artik
kullanamayacak ya da diger kisilerle paylasamayacaktir.

Bu formu imzalayarak, ¢aligma verilerinizin bu formda tanimlandig1 sekilde
kullanimina onay vermekteyim.

ARASTIRMA SURESINCE 24 SAAT ULASILABILECEK KIiSIiLER:

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte,
Prof. Dr. Ramazan Asc1’y1 0 (362) 3121919 / 2255 telefon numarasi ile Ondokuz May1s
Universitesi, T1p Fakiiltesi, Uroloji ABD’den arayabilecegimi biliyorum.

CALISMADAN AYRILMAMI GEREKTIRECEK DURUMLAR:

Yoktur.

YENI BILGILER CALISMADAKI ROLUMU NASIL ETKILEYEBILIR
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Calisma siirerken ortaya c¢ikmis olan biitiin yeni bilgiler bana derhal
iletilecektir.

Calismava Katilma Onayl

Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formundaki tiim agiklamalar1 okudum. Bana,
yukarida konusu ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama asagida
ad1 belirtilen hekim tarafindan yapildi. Arastirmaya goniillii olarak katildigima,
istedigim zaman gerekceli veya gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi ve
kendi istegime bakilmaksizin arastirmaci tarafindan arastirma digi birakilabilecegimi
biliyorum.

S6z konusu arastirmaya, higbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla
katilmay1 kabul ediyorum. Doktorum saklamam i¢in bu belgenin bir kopyasini ¢alisma
sirasinda dikkat edecegim noktalari da igerecek sekilde bana teslim etmistir.

Goniilliiniin Ad1 / Soyad1 / Imzas1 / Tarih
Aciklamalar1 Yapan Kisinin Ad1 / Soyadi / Imzas1 / Tarih
Gerekiyorsa Olur Islemine Tanik Olan Kisinin Ad1/ Soyad / Imzas1 / Tarih

Gerekiyorsa Yasal Temsilcinin Ad1 / Soyad1 / imzas1 / Tarih

* Aciklamalar hastanin anlavyabilecegi aciklikta ve teknik terimlerden
uzak bir sekilde belirtilmelidir.
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Ek 3: Katilimc1 Anketi

KATILIMCI NO

AD SOYAD

YAS / CINSIYET

MEMLEKET

TARIH

MESLEK

ADRES

TEL NO

MEDENI HALI

COCUK DURUMU

SIGARA KULLANIMI VE
SIKLIGI

ALKOL KULLANIMI VE
SIKLIGI

AILESI VE KENDISINDEKI
FERTILITE OYKUSU

ESININ FERTILITE DURUMU

HORMONAL BOZUKLUK
OYKUSU

KANSER OYKUSU

PSIKIYATRIK HASTALIK
OYKUSU

KALP HASTALIGI OYKUSU

OBEZITE OYKUSU
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OZGECMIS
Ad1 Soyadi: Giilgez Neslihan Taskurt Hekim
Dogum Yeri: Istanbul
Dogum Tarihi: 1982
Medeni Hali: Evli
Bildigi Yabane Diller: Ingilizce (KPDS 2012, 81,25)
Egitim Durumu: Yiiksek Lisans (Marmara Universitesi, 2008)
Calistigi Kurumlar: Ondokuz Mayis Universitesi (2013-Devam ediyor)
Altay Reaktif (2009-2011)
Ene Medikal (2007-2009)
Erdem Hastanesi (2002-2006)

E-posta: neslihan.taskurt@omu.edu.tr, gntkurt@gmail.com
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