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OZET

BRCA1 VE BRCA2 GENLERiI METILASYONU iLE INFERTIL ERKEKLERDEKI
SPERM DNA FRAGMENTASYONU ARASINDAKI ILISKININ ARASTIRILMASI

Amag: Cesitli nedenlerle ortaya ¢ikabilen ve erkek infertilitesinderolii olan sperm DNA
fragmentasyonunun (SDF) BRCA1 ve BRCA2 genlerinin metilasyonu ile iliskili olup
olmadiginin belirlenmesi amaglanmaktadir.

Materyal ve Metot: Calismaya, Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiltesi Uroloji
Polikliniginde sperm analizi yapilan 73 oligoasthenoteratozoospermik (OAT) infertil erkek
ve altt normozoospermik gonulli dahil edildi. Semen 6rneklerinde TUNEL yéntemi ile
SDF ve DNA izolasyonu sonrasi metilasyona spesifik PCR (MSP) ile BRCA1 ve BRCA2
genlerinin metilasyon paterni incelendi. Sonuglar SPSS Paket programinda analiz edildi.
Bulgular: Sperm DNA fragmentasyonu ortalamasi %21,79 olarak belirlendi. SDF oraninin
“hasarli” olarak deQerlendirilebilmesi icin esik deger %12,95 olarak hesaplandi.
Normozoospermik ve anormal semen parametreleri sergileyen gruplar arasinda SDF
anlamh  farklilik gosterterdi (T testi, t=-3,70, df=77, p<0,001). SDF’nin semen
parametreleri Gzerinde 6nemli etkisi oldugu gorildi. Oligoasthenoteratozoospermik grupta
BRCAL geni metilasyonu ile SDF arasinda negatif yonde bir iliski saptandi.

Sonug: ilk defa bu tez calismasiyla, infertil erkeklerdeki sperm DNA fragmentasyonunun
BRCA1 ve BRCAZ2 genlerinin epigenetik diizenlenmesi arasindaki iliski incelenmistir.
Bulgular, SDF sonugclari infertilite kapsamindaki onceki calismalari ile bilyik 6lclde
destekler niteliktedir. Yardimci Ureme teknikleri 6ncesinde sperm DNA butlnligu
incelenmesi yararli olacaktir. BRCA1 ve BRCA2 genlerinin, SDF ile iliskisini tam olarak
ortaya koymak daha kapsamli arastirmalar gerektirmektedir.

Anahtar Kelimeler: BRCAL1; BRCA2; epigenetik; infertilite; sperm; TUNEL testi

Emel SEVGILI, Doktora Tezi

Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Eyliil-2017
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE RELATIONSHIP BETWEEN BRCAL, BRCA2 GENE
METHYLATION AND SPERM DNA FRAGMENTATION IN INFERTILE MEN

Aim: The purpose of the study was to investigate whether the methylation status of BRCA1
and BRCAZ2 genes is associated with sperm DNA fragmentation (SDF) which emerges due
to various reasons and is effective in male infertility.

Material and Method: Seventy three oligoasthenoteratozoospermic infertile men and six
normozoospermic volunteers who were diagnosed in Department of Urology at Ondokuz
Mayis University, Faculty of Medicine were studied. To investigate SDF TUNEL assay
was employed and methylation pattern of BRCAL1 and BRCA2 genes were investigated by
methylation-specific PCR (MSP) method after DNA isolation. The results of the study
were analyzed by using.

Results: The average SDF was calculated 21.79%. The calculated threshold value for
damaged SDF was 12.95%. Regarding SDF, there were statistically significant differences
between normozoospermic and abnormal semen parameter groups (T test, t = -3,70, df =
77, p <0.001). SDF had a significant effect on the semen parameters. Methylation of
BRCA1 gene in the idiopathic oligoasthenoteratozoospermic group had negative
correlation with SDF.

Conclusion: This is the first report analysing the relationship between epigenetic
regulation of BRCA1 and BRCAZ2 genes and sperm DNA fragmentation in infertile men.
Our findings support those of the previous studies. To better understanding the relationship
between different genes or diseases and infertility additional studies are warranted. In
routine clinical practice, sperm DNA integrity must be investigated before applying
assisted reproductive techniques.

Keywords: Infertility; sperm; TUNEL assay; BRCA1; BRCAZ2; epigenetics

Emel SEVGILI, PhD Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, September-2017
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1. GIRIS

Halk arasinda kisirlik olarak tanimlanan infertilite, bir yil korunmasiz cinsel
iliskiye ragmen cocuk sahibi olunamamasidir ve ciftlerin yaklasik % 15’inde gorulen
onemli bir Greme saghgi sorunudur. infertil ciftlerin yarisindan erkek faktori sorumludur
(Wu ve ark., 2010) ve dunya genelinde en az 30 milyon erkek infertildir (Agarwal ve ark.,
2015).

Erkek fertilite potansiyelinin degerlendirilmesi icin yapilan rutin klinik testlerde
toplam sperm sayisi ve konsantrasyonu, morfolojisi, canliligi, semen pH’si, seminal
antikorlar gibi evrensel seminal faktorler incelenmektedir. Semen analizi, testis ve
epididimis fonksiyonu, vazal aciklik ve treme hormonlarinin aktivitesi hakkinda énemli
veriler saglar (Cooper ve ark., 2010). Genelde bu testler kalitatif ve kantitatif olarak
anlamli sonuclar verse de infertil erkeklerin yaklasik % 15’inde normal semen analizi
gorulmektedir (Tavalaee ve ark., 2009). Diinya Saglik Orgutii (World Health Organization,
WHO) verilerine gore, referans degerlerin (Tablo. 1) altinda konsantrasyona sahip bireyler
oligo-;referans degerlerin altinda bir oranda hareketlilige sahip bireyler asteno-; referans
degerlerin altinda bir oranda normal morfoloji sergileyen bireyler terato-zoospermik olarak
tanimlanir (WHO, 2010).

Tablo 1.WHO tarafindan kabul edilen semen parametreleri alt referans degerleri (5. yiizdelik ve %95 giiven

araligl). Bu degerlerden motilite, morfoloji ve konsantrasyon veya sperm sayisinin referans
degerleri Ustiinde olan kisi, normozoospermik olarak kabul edilir (WHO, 2010).

Parametre En dusuk referans deger
Semen volimi (ml) 1,5(1,4-1,7)

Toplam sperm sayisi (10%ejekulasyon) 39(33-46

Sperm konsantrasyonu (106/ml) 15 (12-16)

Toplam motilite (PR+NP, %) 40 (38-42)

Progresif Motilite (PR,%) 32 (31-34)

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

Sperm morfolojisi (normal formlar, %) 4 (3,0-4,0)

Kisaltmalar: PR: progresif motilite; NP: nonprogresif motilite.
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Idiyopatik oligoastenoteratozoospermia (OAT), infertil erkeklerin %30’undan
fazlasini etkileyen, en yaygin infertilite nedenlerinden birisi olup, rutin laboratuvar
metotlariyla agiklanamayan, etiyolojisi karmasik bir spermatogenez hatasi olarak
tanimlanmaktadir (Cavallini, 2015). Gincel arastirmalar, sperm fonksiyonunu diizenleyen
molekiler mekanizmalarin aydinlanmasiyla yeni tanisal testlerin gelismesinin mimkin
olacagini ortaya koymaktadir (Ford, 2010).

Siddetli erkek infertilitesi olgularinin blyuk kisminda etiyolojide genetik
degisikliklerin  sorumlu oldugu bilinmektedir. infertilitenin bilinen genetik nedenleri
arasinda kromozomal anomaliler (codunlukla delesyon ve cinsiyet kromozomu
anoploidileri), Y kromozomu mikrodelesyonlari ve gen mutasyonlari vardir. Ayrica,
protaminasyon hatalari, histon ve DNA’daki epigenetik degisiklikler, baz degisiklikleri ve
DNA fragmentasyonu Uzerinde g¢alisilan diger énemli nedenler arasindadir (Hotaling ve
Carrell, 2014). Bu mekanizmalar, idiyopatik infertilitenin etiyolojisini anlamak ve yeni
tani/tedavi yontemleri gelistirebilmek icin oldukca 6nemlidir.

Oksidatif stres, karsinojenler ve bazi spermatogenez hatalarina bagli olarak
meydana gelen DNA fragmentasyonu, son yillarda Gzerinde durulan bir alandir. Sperm
DNA fragmentasyonu (SDF), ozellikle kirk yas usti, toksik etkilere maruz kalan
erkeklerde sik gorulmektedir (Tamburrino ve ark., 2012).

Germ hcrelerinin olgunlasmak icin testiste ylksek oranda proliferasyon ve 6zgin
hlcresel farklilasma gecirmektedir. Spermatogenez siireci apoptoz ile kontrol edilmektedir
(Sharma ve Agarwall, 2004; Hwang ve ark., 2011). Bu sirada sperm DNA’sinda kiriklar
olusmaktadir. Bu fizyolojik kiriklar, spermatogenezin bir pargasidir (Sharma ve Agarwall,
2004).Yarim kalan apoptozun sperm DNA fragmentasyonu ile baglantili oldugu
gosterilmistir, ancak apoptotik belirtecler ile SDF arasindaki korelasyon tam olarak
acikhga kavusmamistir (Tamburrino, 2012).

Normalde zincir kiriklari, gama H2AX (gamma-H2AX; H2A histone family,
member X) tarafindan histon fosforilasyonu ile isaretlenir ve spermatozoa germinal
epitelyum hicrelerinden salinmadan 6nce topoizomeraz | ve Il tarafindan tek ve cift zincir

kiriklari olusturularak gevsetilir. Eger tamir mekanizmalari herhangi bir nedenle



calismazsa, yliksek DNA hasarina sahip sperm ve infertiliteye neden olabilir (Aitken ve De
luliis, 2010; Gunes ve ark, 2015).

BRCAL ve BRCAZ de cift zincir kiriklarinin tamirinde kritik proteinleri kodlayan
iki dnemli gendir. Bu tamir mekanizmasinda cift zincir kirigi olan kromatid, replikasyon
sirasinda kirllmamis kardes kromatidin kalip olarak islev gérmesiyle onarilir. Boyle bir rol
icin ilk kanitlar, iki proteinin de homolog rekombinasyonun temel bileseni olan RAD51 ile
replikasyon catalinda hasar olan bélgeye tasindiginin gézlenmesi ile ortaya cikmistir
(Christou ve Kyriacou, 2013). Buna ek olarak, BRCA1 ve BRCA2 nakavt hicrelerde,
kromozomal cift zincir kiriklarinin RADS51 aracili homolog rekombinasyon tamirinde
kusur ve cift zincir kiriklarini indikleyen DNA hasar ajanlarina karsi asiri hassasiyet
goralir (Cousineau ve ark., 2005).

Sperm DNA butunlugu ve paketlenmesi fertilite ile iliskilidir (Sakkas ve ark.,
1998; Aitken ve Krausz, 2001; Virro ve ark., 2004; Shamsi ve ark., 2008) ve spermde
DNA hasarinin élctlmesinin dogal ve yardimci Greme teknikleri ile cocuk sahibi olmada
onemli prediktif etkisi vardir. Bundan dolay! hasar dizeylerindeki farkliliklarin, fertilite
potansiyelinin bir gostergesi olarak kullanilabilecegi dusunulmektedir (Moskovtsev ve
ark., 2009; Zini ve Sigman, 2009).

Spermde DNA fragmentasyonu SCSA, COMET, SCD, TUNEL gibi birgok farkl
yontemle tespit edilebilmektedir. Bitin bu yontemlerin bir ¢ok avantaj ve dezavantajlari
bulunmaktadir (Giines ve ark., 2013a). Son yillarda TUNEL yodntemi birgok arastirmaci ve
Klinik gruplar tarafindan altin standart yontem olarak kullaniimaktadir.

Bu tez calismasi ile BRCAL ve BRCA2 genlerinin genom buttnlugini korumaya
yonelik 6zellikleri g6z Oniinde bulundurularak bu genlerin DNA metilasyonu ile
susturulmasinin TUNEL testi ile saptanan sperm DNA fragmentasyonu ile baglantili olup

olmadiginin arastirilmasi amaglanmaktadir.



2.GENEL BILGILER

2.1.Erkek infertilitesi

infertilite, genel olarak bireyin degil cocuk sahibi olmak isteyen ciftlerin sorunu
olarak ele alinmakta ve farkli disiplinlerden ¢ok yonlu arastirmalar gerektirmektedir. Su
anki bilgilerimiz, retken yastaki ciftlerin %8-12’sinin infertil oldugunu ve infertil
ciftlerin yarisinda erkek infertilitesinin sorumlu oldugunu géstermektedir (Bisht ve ark.,
2017). Ancak erkek infertilitesinin ¢cocuk sahibi olmaya calisilana kadar raporlanabilir bir
hastalik olmamasi, tani ve tedavinin buyik o6lcliide ayaktan yapiliyor olmasi, yardimci
ureme teknikleriyle infertilite sorununun kismen 6nine gecilmesi ve hatta Glkemizde
sosyo-kdltirel baskilar gibi durumlar nedeniyle erkek infertilitesine yonelik calismalar
oldukga zor ydritilmektedir. Epidemiyolojik ¢alismalar ise hastaligin cografik bolgelere
gore degismekle birlikte son yillarda artis gosterdigini kaydetmektedir (Winters ve Walsh,
2014).

infertilitenin cevresel, fizyolojik ve genetik bircok parametreden etkilendigini
dusinursek, bu faktorlerin etki mekanizmalari ve sonuclarinin ne oldugunun saptanmasi
hastaligin tani ve tedavisinde hekimlere yol gosterici veriler saglayacaktir.

Erkek infertilitesinin varikosel, endokrin bozukluklar, obstriksiyon, erektil
disfonksiyon, enfeksiyonlar gibi bilinen yaygin nedenlerinin yani sira tez calismasinin
temelini olusturan bir cok farkli genetik ve epigenetik nedeni de bulunmaktadir
(Tahmasbpour ve ark., 2014). Tezin batlnselligi acisindan, éncelikle infertilitede etkili
genetik nedenler genel olarak tartisildiktan sonra tezin esas konusunu olusturan sperm
genom butinliga ve epigenetik tzerinde durulacaktir.

2.2. Erkek infertilitesinin Genetik Temeli

Erkek infertilitesi nedenlerinin %15-30’u genetik kaynaklidir (Vogt, 2004). Bu
genetik kusurlar, kromozomlarin sayisal ve yapisal bozukluklari yani sira tek gen
degisimlerine bagli olarak da ortaya cikabilmektedir (Tablo 2). Kromozoma bagl
anomaliler genellikle cinsiyet kromozomlarinin sayisal ve yapisal degisikliginden etkilenir.
Bu kromozomal bozukluklarin sonucu olarak erkeklerde azospermiden normozoospermiye
varan farkli sperm konsantrasyonlari gortlebilir (O’Flynn O’Brien ve ark., 2010).
Kromozom anomalisi tasiyan erkeklerin yalnizca %21’den azi normal sperm

konsantrasyonuna sahiptir (Flannigan ve Schlegel, 2017).Olgularin  %3.8’i esey
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kromozomlarina baglh anomali tasirken %1.3’0 otozomal kromozomlara bagh bir
anomaliye sahiptir (Ferlin ve ark., 2007a).

Obstriiksiyonu olmayan testikller bozukluklara bagli azoospermik ve siddetli
oligozoospermik olgularda infertilite tanisinda karyotip ve Y kromozomu mikrodelesyon

analizleri gibi tetkikler yapilmasi 0nerilmektedir (Ferlin ve Foresta, 2014).

Tablo 2. infertilitedeki yaygin genetik kusurlar. (NOA: nonobstriiktif azoospermi, OA: Obstriiktif
azoospermi).

Genetik kusur

Fenotip

Prevalans

46,XY/47, XXY

Jinekomasti, azoospermi- siddetli

oligozoospermi,

Tim erkekler icinde 1/600,

47 XXY oligozoospermiklerde % 0,6
48, XXXY NOA, %11

ve tlrevleri infertil erkeklerde %1-2

46, XYY SCO, maturasyon arest, azoospermi- | Toplumda % 0,1

siddetli oligozoospermi,

Translokasyon Azoospermi Yenidogan 1/1000

infertil erkeklerde %0,9
inversiyon infertil erkeklerde % 3-5
Y kromozomu SCO, NOA %10

mikrodelesyonlari

maturasyon arest

azoospermi- siddetli oligozoospermi,

Siddetli oligozoospermide %5

X Kromozomuna bagl

bozukluklar

OA, hipogonadotropik

hipogonadizm, Azoospermi

infertil erkeklerde %2-7

Tek gen kusurlari

OA, NOA,

azoospermi

teratozoospermi,

%0,03-0,2

Kisaltmalar:NOA: nonobstriktif azoospermi; OA: Obstriktif azoospermi).




2.2.1. Sayisal Kromozom Bozukluklari

Klinefelter sendromu, erkek infertilitesinde en sik gorilen kromozom
anoploidisidir. Etkilenmis erkeklerin %90°1 azoospermiktir (Niesclag ve ark., 2014).
Klinefelter sendromu, %60 oraninda oogenezin mayoz | ve Il evrelerinde veya %40
oraninda spermatogenez mayoz I’deki hatalara bagl olarak 47,XXY; 48, XXXY; 48,
XXYY; 47,iXqY ve bu takimlardan herhangi birinin tasindi§i mozaisizm ile ortaya
ctkmaktadir (Bonomi ve ark.,, 2017). Klinefelter sendromu prevalansi, siddetli
oligozoospermiklerde %5 iken azoospermiklerde %10’dur (O’flynn O’Brien, 2010). Bu
hastalarda ekstra X kromozomuna bagli olarak erkek cinsiyet gelisimi ve testis fonksiyonu
normal gelisim gosteremedigi icin tamamlanmamis spermatogeneze bagli olarak infertilite
ortaya cikar ve hastalarin buyik cogunlugu azoospermiktir (Flannigan ve Schlegel, 2017;
Tahmasbpour ve ark., 2014).

47,XYY Kkaryotipe sahip bireyler, 1:1000 canl dogumda ortaya c¢ikabilen ve
fenotipik olarak normal gorunumlu ancak infertil erkeklerdir (Walsh ve ark., 2009).
Hastalarda cogunlukla Sertoli Cell Only (SCO) sendromu veya maturasyon duraksamasi
ile iliskili olarak siddetli oligozoospermi veya azoospermi goérulir (Abdel-Razic ve ark.,
2012, Maduro ve Lamb, 2002).

45,X/46,XY Miks Gonadal Disgenez, degisken fenotip gostermekle birlikte
fenotipte tam belirlenmemis, anormal genital yapiyla sonuclanan bir mozaisizmdir. Erkek
veya kadin gorinimli hastalar olabilmektedir. Erkek bireylerde SRY geni ifade edilse de Y
mikrodelesyonu sik gorulmektedir (Wu ve ark., 2017). Testikuler hatalar hormon
replasman tedavisiyle dnlenmeye calisilabilir ancak hastalarin hemen hepsi azoospermi
gosteren infertil bireylerdir (Flannigan ve Schlegel, 2017).

2.2.2.Yapisal Kromozom Bozukluklari

Resiprokal veya Robertsonian translokasyonlar gibi yapisal kromozom
bozukluklart da infertilite ile sonucglanabilmektedir. Siddetli erkek infertilitesinin
%0,9’undan, oligozoospermik vakalarin %1,6’sindan Robertsonian tip translokasyonlar
sorumludur (Mau-Holzmann, 2005, O’flynn O’Brien, 2010) ve bu tip translokasyon infertil
erkeklerde genel populasyona gore dokuz kat daha fazla goriilmektedir (Tahmasbpour ve
ark., 2014). Butun tastyicilarda resiprokal translokasyonlar, dusiik sperm kalitesi ve sperm
anoploidisi ile spermatogenezi etkilemektedir (O'Flynn O’Brien, 2010).
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Otozomal inversiyonlar, genetik materyal kaybina yol agmayan yapisal
kromozomal bozulmalardir. infertil erkeklerin %3-5'inde bulunan, kromozom 9
inversiyonlari  erkek infertilitesi icinde en yaygin olanlandir. Kromozom 9
inversiyonlarinin erkek tastyicilari, azoospermi, oligospermi, astenozoospermi veya
normozoospermi gosterebilir ve bu kisilerde sperm anodploidi insidansi daha yuksektir
(Neto ve ark., 2016).

2.2.3. X Kromozomuna Baglh Bozukluklar

Evrimsel sire¢ icerisinde spermatogenez ile iliskili genlerin bircogu Y
kromozomuna tasinmisken, bu genlerin bir kismi da X kromozomunda konumlanmistir
(Silber ve ark., 2011). Farelerde RT-PCR calismalari, mayoz oncesi erkek germ
hicrelerinde eksprese edilen genlerin buyik bir bélimdnin X kromozomu orijinli
oldugunu gostermistir (Wang ve ark., 2001).

Fazla X kromozomlari epigenetik mekanizmalarla buyik o6lgiide inaktive olsa da
inaktivasyondan kacan ve mayozda Y kromozomu ile rekombinasyona agik
psodootozomal bir bolge barindirmaktadir. Bu sebeple Klinefelter sendromundaki fazla X
kromozomunun yani sira X kromozomundaki translokasyonlar, kopya sayisi varyasyonlari
ve nokta mutasyonlari da erkek infertilitesine neden olabilmektedir.

46,XX testikiler bozukluk, infertil erkeklerin %2’sinde ve 20.000-25.000 erkekte
bir gorulen nadir bir kromozomal anomalidir (Bianco ve ark., 2011). Paternal mayoz
sirasinda hatali krosover sonucu SRY geni Y kromozomundan X kromozomuna tasinir,
translokasyona ugrayan parcanin biyikligine bagh olarak normal genitalyadan ambigius
genitalyaya kadar degisken fenotip goriilmesine neden olmaktadir. Bireylerde, azalmis
testosteron seviyesi ve yiksek liteinlestirici hormon (LH) ve folikil sitimile edici hormon
(FSH) seviyesi karakteristiktir. SCO sendrom ve azoospermi nedeniyle infertildirler (Wu
ve ark., 2014).

X kromozomundaki 29 gen testiste yiksek oranda ifade edilmektedir. Bunlardan
Ozellikle, AKAP4, NXF2, NXF3, TEX11, H2BFWT, TAF7L, USP26, FATEL genleri mayoz
ve spermatogenez sureciyle yakindan iliskili oldugu icin infertilitede mercek altina
alinmislardir (Stouffs ve Lissen, 2012; Répke ve Tuttelmann, 2017).

KAL1, ekstraselluler matristeki bir hiicre adezyon proteinini (anosmin-1) kodlayan
X kromozomuyla baglantili bir gendir. Bu gendeki kusurlar, hipogonodotropik

7



hipogonadizm, gecikmis puberte ve infertiliteyle sonuglanan Kallman sendromuna neden
olabilmektedir. Testiste eksprese edilen 11 (testis expressed 11,TEX11l) geni de X
kromozomunda bulunan yeni tanimlanmis germ hicresine spesifik bir gendir.
Azoospermik erkeklerin %2-7'sinde bu gende mutasyon bulunmus ve mutasyonlarin,
apoptoz, maturasyon duraksamasi ve azoospermi ile iliskili oldugu gosterilmistir (Neto ve
ark., 2016).

X baglantili genlerdeki degisikliklerin erkek infertilitesi icin risk faktorleri
olabilecegi goruldugu gibi alternatif olarak, farkhi genlerdeki degisikliklerin bir
kombinasyonu da erkek infertilitesini etkileyebilir (Stouffs ve ark., 2009). X
kromozomunun bu yapisindan dolayi, tek gen mutasyonlari, kritik genleri etkileyen
translokasyonlar ve kopya sayisi varyasyonlari erkek infertilitesinde 6nemli yer tutar
(ROpke ve Tuttelmann, 2017).

2.2.4. Y Kromozomu Yapisal Bozukluklari

Erkeklerde, eseysel gelisim ve testis fonksiyonlarini kontrol eden genlerin blyik
kismi Y kromozomu (zerinde tasinmaktadir. Y kromozomunda iki psédootozomal bélge
(pseudoautosomal region, PAR1 ve PAR2) ve (zerinde sekiz blylik palindrom
tanimlanimis erkege spesifik bolge (Male Specific Y region, MSY) vardir. Bu bolgede
protein kodlayan 54 gen vardir ancak, kromozomun yapisi, sekansi ve ¢cok kopyali genlerin
tekrar sayisi oldukgca degisiklik gosterebilmektedir ( Krausz ve Casamonti, 2017).

MSY’de bulunan AZF bdlgesi(Azoospermia factor, AZF), spermatogenezden
sorumlu 14 gen kodlar ve bu genler a, b, ¢ olarak tanimlanmis t¢ bélgede konumlanmistir
(Sekil 1). Bu bdlgeler birbirinden bagimsiz olarak delesyona ugrayabilir ve bu delesyonlar
obstriiksiyonun olmadigi azoospermi olgularinin %210’undan ve siddetli oligozoospermi

olgularinin %5’inden sorumludur (Hotaling ve Carrel, 2014).



h
Y

=
™
>
(=]
>0
o=
o>
wm
20

bl L2 g2 L3 2 1314 g3 bd

e

Tl deiicn” ey

&I R e — e
T

=] Lap ] m >

BVEr duplication

£ oo ) <)

Sekil 1. Y kromozomu sematik gdsterimi. Mikrodelesyona ugrayan AZF bdélgelerinin konumu ve burada
bulunan genler ile olasi delesyon ve duplikasyonlar sematize edilmistir. (O’Flynn O’Brien, 2010).

Delesyonlar, AZFa, AZFb, AZFb+c ve AZFc seklinde olabilirken kismi AZFa ve
AZFb delesyonlari daha az goriilmektedir (Crausz ve Casamonti, 2017). AZFa ve AZFb
delesyonlarinin prevalansi %0,5-1 iken AZFc delesyonu prevalansi %6-12 arasindadir. Bu
bolgenin kismi delesyonu ise %3-5tir(O’Flynn O’Brien, 2010).

AZFa delesyonu, spermatogenezde 6nemli rolii olan iki genin (USP9Y ve DBY)
kaybi ile AZFb delesyonlari ise primer spermatosit sirecinde olgunlasmada etkili
RBMYZ1’in kaybiyla sonuclanir (Ferlin ve ark., 2007a, b). AZFc boélgesinde meydana gelen
delesyonlar degiskendir ve bu delesyon sonucunda spermatogenezin her asamasinda etkin
olan DAZ geni etkilenebilir (Hotaling ve Carrel, 2014). AZFc delesyonlari, gr/gr, b1/b3 ve
g1/g3 olarak tanimlanmistir (O’Flynn O’Brien, 2010). Bu delesyonlara ek olarak gr/gr
duplikasyonu da gorilebilmektedir ve tim bu yeniden dizenlenmeler, farkh etnik
kokenlere ait populasyonlarda degisiklik gostermektedir (Ashadi ve ark., 2017; Ferlin ve
Foresta,2014; Crausz ve Casamonti, 2017). Sperm konsantrasyonu, 5mil/ml den fazla
oldugu durumlarda Y mikrodelesyon analizi yapilmaz (Ferlin ve Foresta, 2014). AZFc’nin
kismi delesyonlarindan biri olan gr/gr delesyonlari, normozoospermik ve fertil bireylerde
de raporlanmis ancak spermatogenez hatalari icin artan risk olusturdugu bildirilmistir
(Stouffs ve ark., 2011).



Goruldigu gibi kromozom anomalilerinin  ¢cogu spermatogenezi etkileyerek
infertiliteye neden olmaktadir. Ozellikle obstriiksyondan bagimsiz erkek infertilitesini daha

iyi anlayabilmek icin spermatogenez siirecinin detayli olarak incelenmesi gerekmektedir.

2.2.5. infertilitede Rol Alan Genler

Kromozom anomalilerinin yani sira otozomal veya esey kromozomlari tizerinde
tasinan bir cok gen erkek infertilitesini etkileyebilmektedir. Ornegin, otozomal resesif bir
hastalik olan Kistik fibrozda CFTR genindeki mutasyon sonucu erkeklerin %95’inde vas
deferens gelisiminin bozulmasina bagl olarak obstruktif infertilite gérullr (Sharma ve ark.,
2008). Obstriktif nedenler haricinde treme, steroid metabolizmasi, mayoz, fertilizasyon,
esey farklilasmasi, spermatogenez sireci gibi kritik yolaklarda rol alan CDK, CYP,
MMPler, SERPINler, TIMPler ve ADAM gibi iki ylzden fazla gen tanimlanmis olup her
gecen gun infertiliteyi etkileyebilecegi duslnllen aday genler listeye dahil edilmektedir
(Ferlin ve ark., 2007a; Inoue ve ark., 2014; Fok ve ark., 2014; Miyamoto ve ark., 2015;
Halder ve ark., 2017). Ornedin, SPATA16, PICK1 ve DPY19L2 gen mutasyonlarinin
globozoospermiye neden oldugu bilinmektedir (Neto ve ark., 2016). Genlerin
infertilitedeki etkisini degerlendirebilmek icin spermatogenezdeki asamalarin ve

spermatozoanin ¢ok iyi anlasiimasi gerekmektedir.

2.3. Spermatogenez

Dollenmenin gergeklesebilmesi icin, erkek treme hiicresi olan sperm, disi ureme
sistemi boyunca hareket edebilmeli, zona pellusidaya baglanmali ve oosit icerisine
penetrasyonu basarmahdir (Yamauchi ve ark., 2011). Sperm hicrelerinin bu islevleri
yerine getirebilmesi icin somatik hucrelerden oldukca farkli bir yapiya sahip olmasi
gerekmektedir. Erkekte germ hicresinin farklilasarak dolleme yetenegi kazandigi bu sirec,

spermatogenez olarak tanimlanir (Sekil 2).
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Sekil 2. Spermatogenez

Spermatogenez, spermatogonia olarak adlandirilan primitif germ hicrelerinin bir
seri mitotik bolinme gercgeklestirdigi  proliferatif faz, spermatositlerin haploid
spermatidlere donlstugi mayotik faz ve spermatidlerin olgun spermatozoaya farklilastigi
spermiyogenez evrelerinden olusur (Inoue ve ark., 2014).

Spermatogonyalar, heterokromatin icerigine gore g tipe ayrilir: A tipi koyu, A
tipi acik ve B tipi spermatogonyalar. A tipi koyu spermatogonyalar, spermatogenezin
devamini saglayan ve mitotik bolinmeyle A tipi acik spermatogonyalara dondsur. A tipi
acik spermatogonyalarin iki cekirdek¢igi vardir ve bunlar da mitozla B tipi
spermatogonyaya donusur (Sigman ve Howards, 1998) .

Primer spermatositler, B tipi spermatogonyalarin mitotik bélinmesiyle olusan ve
kan testis bariyerini asarak adluminal alana gecen ilk germ hcreleridir. Bundan sonra
mayoz ve hicresel farklilasma asamalari meydana gelir (Stanton, 2016).

Butlin bu slreg, testiste pretubular myoid hicreler, Leyding hicreleri, Sertoli
hicreleri gibi yardimci hicreler ile hormonal kontrol altinda gerceklesir (Neto ve ark.,

2016). LH/Testosteron ve FSH, testikiler fonksiyonu kontrol eden ve normal
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spermatogenez sirecinin gerceklesmesi icin kritik hormonlardir (Ramaswamy ve
Weinbauer, 2015). insan primordial gonadlarinin, gestasyonun 6. haftasindan sonra Y
kromozomu (zerinde yer alan SRY genleri varliginda olusan Sertoli hiicreleri, salgiladigi
hormonlar ile testis gelisimini sekillendirir (Neto ve ark., 2016).

Leyding hucreleri, puberteden sonra testikiler kokenli 0Ostrojenlerin temel
kaynagidir. Leyding hiicrelerinden salinan testosteron ve Ostradiyol orani spermatogenez
basarisi acisindan 6nemlidir (Lardone ve ark., 2010). FSH, Sertoli hicrelerinin
fonksiyonunu diizenleyen hormon olmasi dolayisiyla spermatogenezde kritik rol alir. Anti
Mdlleryan Hormon (AMH), Androjen Baglayici Protein (ABP) ve germ hicrelerinin
farklilasmasi igin gerekli ortami saglayan transferrin, vitamin tastyicilari, laktat, asetat,
ekstraselller matriks bilesenleri, GNDF, TGF-a, TGF-3 ve interlokinler ise Sertoli hicresi
kokenlidir. Sertoli hiicreleri, salgilari yani sira fagosit yetenegi ile dejenerasyona ugramis
germ htcrelerini ve spermatid artiklarini temizleyen makrofaj gérevi yaptigi gibi apoptoz
stirecini de kontrol eder. Sertoli hiicreleri kokenli Fas/FasL sistemi ve Bcl-2, Bax ve TNF-
a yonlendirmesi ile germ htcrelerinin blyuk bir kismi apoptoza girerek farklilasan germ
hlcrelerinin sayisi kontrol altinda tutulur (Neto ve ark., 2016). Yogun hiicre bélinmesinin
ve apoptozun gerceklestigi spermatogenezde hiicre boltinmesi kontrol mekanizmalari
oldukga kritik 6nem tasimaktadir.
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Sekil 2. Spermatogenezde hormonal kontrol. Hipofizden salgilanan LH ve TSH’In testiste hedef hiicrelere
iletiminden sonra inhibin, dstradiol ve testosteronun ileri ve geri yénde etkisiyle hspermatogenez
kontrol edilir (Cooke ve Saunders, 2002). Kisaltmalar: LC: Leyding hicreleri, ST: Sertoli
Hiicreleri

2.3.1. Spermiyogenez

Hicre Dbolunmelerinin  tamamlanmasindan sonra hcrelerin  nikleus ve
sitoplazmasinda 6nemli degisikliklerin meydana geldigi ve hicrelerin morfolojik olarak
farkhlasarak olgunlastigi spermiyogenez sureci baglar. Spermiyogenezin dort ana evreden
olustugu kabul edilmektedir. Bunlar, Golgi fazi, kep fazi, kam¢i olusumu ve olgunlasma
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evreleridir (Rex ve Luiz, 2009). Spermiyogenezin en 0nemli sireclerden biri olan Golgi
fazinda spermatozoa DNA’sinin transisyon proteinleri olarak tanimlanan nikleer
proteinlerle sikica paketlendigi, bas ve aksonem yapisi belirginlesir. Bundan sonra,
spermatidin uzamasi ve akrozomal kep yapisinin olusumu gerceklesir. Kamgi olusumu,
sentriollerden birisinin manset yapisiyla uzayarak farklilasmasiyla gerceklesir, son faz ise
Sertoli hicrelerinin rezidlel cisimcikleri fagosite etmesiyle tamamlanir (Gunes ve ark.,
2015).

2.3.2. Kapasitasyon

Kapasitasyon, memeli sperm hicresinin 6nemli bir 6zelligidir. Kapasitasyon
sirasinda sperm bas membrani biyokimyasal olarak modifiye edilir ve spermatozoon zona
pelusidaya yaklastiginda akrozom reaksiyona girerek, uygun enzimin aktivasyonunu ve
salinimini saglar. Ayrica kapasitasyon, kadin genital yolunda cereyan eden ve sperm
hlcresi oosite ulasincaya kadar fizyolojik olarak tamamlanamayan bir stire¢ olarak ifade
edilmektedir (Zaneveld ve ark., 1991). Butin bu degisiklikler, spermlere hiperaktive,
motilite, sperm-zona pellucidayi tanima ve ekzositoz da dahil olmak (zere déllenmenin

basarilmasi icin gerekli olan bir dizi karakter saglar (Aitken, 2017).

2.3.3. Sperm Nukleusu

Spermiyogenezdeki en 6nemli mekanizmalardan biri, histonlarla protaminlerin
yer degistirerek sperm kromozomlarinin ¢ok yogun sekilde paketlenmesidir (Oliva, 2006;
Schulte ve ark., 2010) (Sekil 3). Bu degisimden sonra somatik hticre nikleusuyla sperm
nlkleusu arasinda énemli farkliliklar goralar.

Somatik hiicrelerde DNA, nukleusun yalnizca bir bolimini doldururken, sperm
DNA'’sI niikleusun neredeyse tamamini kaplamaktadir (Fuentes-Mascorro ve ark., 2000).
Sperm DNA’sinin bu sekilde diizenlenmesi yumurtaya aktarilacak olan genetik bilginin
sikica paketlenmesine ve embriyonun gelismesine olanak tanir (Poccia, 1986).
Spermatozoon kromatininin paketlenmesi dort asamada gergeklesir. Bunlar DNA’nin
cekirdek zarina baglanmasi, DNA’nin cekirdege baglandiktan sonra DNA halkalarinin
olusumu, histonlarin yerini protaminlerin almasi ve kromozomal pozisyon surecleridir
(Ward ve Coffey, 1991).
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Sekil 3. Sperm kromatinin paketlenmesi. Histonlarin yerini protaminler alarak kromatin daha kompakt bir
yaplya donusturulir (Schagdarsurengin ve ark., 2012)

Protaminler, spermatogenezin ileri evrelerinde sentezlenen ve histonlara oranla
oldukga kiguk proteinlerdir (Balhorn, 1982). Sperm hicresinde, somatik hicrelerde
bulunan ve DNA’nin paketlenmesinde gdérev yapan histon proteinlerinin %90-95’i sperm
niikleusuna ©0zgu olan protaminlerle yer degistirmektedir (Oliva, 2006). Sperm
kromatinlerinin protaminasyonu, motilite icin gerekli olan nikleus kompakthgini
saglarken, sperm genomunu oksidasyon ve sicaklik degisimi gibi cevresel stresten ve disi
ureme sistemi igerisindeki zararli molekullerden de korur (Kosower ve ark., 1992).

Protaminler arasinda kurulan molekdl ici ve molekdller arasi disilfit capraz

baglari, sperm nikleusunun yogunlasmasinda ©nemli yer tutar. Sperm kromatininin,
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histonlarca paketlenen kromatin dizileri daha gevsektir. Bu diziler, déllenme ve erken
embriyo gelisiminde rol almaktadir (Gatewood ve ark., 1987; Gineitis ve ark., 2000).
Histon proteinlerinin oraninin olmasi gerekenden fazla olusu, sperm kromatininin
paketlenmesini zayiflatarak DNA hasarina yatkinhgi artirabilir (Aoki ve ark., 2005a;
2006).

2.4. Sperm DNA Fragmentasyonu

Genom instabilitesi, bltun hicrelerde mutasyonlardan daha stk meydana gelebilen
bir durumdur ve somatik hiicrelerde meydana gelmesi halinde kanser gibi ciddi hastaliklara
yol acabilmektedir. X-1sinlari, UV ve cesitli kimyasallarla eksojen kaynakli veya metabolik
aktiviteler sonucu endojen kaynakli olarak farkli sekillerde DNA hasari ortaya
cikabilmektedir. En sik karsilasilan durum (%75), metabolizmada veya baz hidrolizi
sirasinda oksidatif hasardan kaynaklanabilen tek zincir DNA (single stranded, ss) DNA
kiriklaridir. Bu kiriklar daha distk olasilikla ama daha tehlikeli sekilde ¢ift zincir kingina
donuserek DNA’da ciddi fragmentasyona neden olabilmektedir (Tubbs ve Nussenzweig,
2017). Sperm DNA batinligu ve paketlenmesi de sperm canlihgi, kapasitasyonu ve
fertilite ile iliskilidir (Belloc et al., 2014; Sakkas ve ark., 1998; Aitken ve Krausz, 2001;
Virro ve ark., 2004; Shamsi ve ark., 2008; Aitken, 2017). Son 10 yilda sperm DNA
batinlugine yodnelik molekiler mekanizmalarin aydinlatilmasi icin calisilmalar hiz
kazanmistir. Ozellikle, yasl, sigara kullanan, toksik etkilere maruz kalan erkeklerde sperm
DNA butlnliginin bozuldugu ve fragmentasyon sikhginin arttigr  gorilmektedir
(Tamburrino ve ark., 2012).

Sperm DNA hasarinin infertil erkeklerde yaygin oldugu ve Ureme potansiyelini,
intrauterin inseminasyon basarisi ve IVF/ICSI sonrasi fertilizasyon oranlarini olumsuz
etkiledigi gosterilmistir (Sharma ve ark., 2004; Zini ve ark.,, 2008; Agarwal ve
Allameneni., 2004). Fertil ve infertil erkeklerde sperm DNA hasari dizeylerindeki
farkliliklarin, fertilite potansiyelinin bir gostergesi olarak kullanilabilecedi ve hatta hasarin
spermatogenez sirasinda meydana gelen bir mutasyonun genetik belirteci olabilecegi
dustnilmustir (Moskovtsev ve ark., 2009; Kong ve ark., 2012; Gregoire et al., 2013).
Sperm DNA hasarinin 6lctlmesinin dogal ve yardimci treme teknikleri ile ¢cocuk sahibi
olmada 6nemli prediktif etkisi oldugu desteklenmistir (Zini ve Sigman, 2009). DNA hasari
her ne kadar anormal sperm parametreleriyle iliskili bulunmus (Moskovtsev et al, 2009;

16



Varshini et al., 2012) olsa da normal semen parametrelerine sahip normozoospermik
erkeklerin %5’inde yiksek oranda sperm DNA fragmentasyonu oldugu da gosterilmistir
(Belloc ve ark., 2014).

Sperm DNA’sindaki hasarin kaynagi olarak ¢ mekanizma 6ne surdlmustir:
kromatin paketlenmesi gibi bazi dogal sureclerde bozukluk, hatali apoptoz ve oksidatif
stres (Aitken ve De luliis, 2010).

2.4.1. Kromatin Paketlenmesinden Dogan Hasar

Cift zincir kiriklari, erkek germ hattinda DNA’nin yogun paketlenmesi surecinde
dogal olarak olusmaktadir ve spermatogenezin bir parcasidir (Sharma ve Agarwall, 2004).
Spermiyogenez sirasinda, hiperasetile olan histonlar nedeniyle kromatin yapisinin
gevsemesine neden olur. Kromatinin gevsemesi, topoizomeraz kaynakli zincir kiriklarini
uyararak histonlarin ayrilmasini ve énce gecis proteinleri (Transition proteins: TP) ve daha
sonrasinda da protaminlerle yer degistirmesini kolaylastirmaktadir (Rousseaux ve ark.,
2011; Song ve ark., 2011; Gines ve Kulag, 2013). Spermatozoada topoizomeraz kaynakl
kiriklarin - bulunmasi  spermiyogenez sirasindaki  bozukluklari ve tamamlanmamis
maturasyonu gostermektedir (Manicardi ve ark., 1995). Normalde bu siirecte meydana
gelen zincir kiriklari, gama H2AX (gammaH2A Histone Family Member X) tarafindan
histonlarin fosforilasyonu ile isaretlenir ve spermatozoa germinal epitelyum hcrelerinden
salinmadan 6nce topoizomeraz | ve Il tarafindan tek ve cift zincir kiriklari olusturularak
gevsetilir. Eger DNA tamir mekanizmalari herhangi bir nedenle calismazsa, yiuksek DNA
fargmenantasyonuna sahip sperm olusumu ortaya ¢ikabilir (Sakkas ve ark., 1999; Aitkeen
ve De Luliis, 2010).

2.4.2. Yarim Kalmis Apoptoz

Germ hcreleri, maturasyon kazanmak icin testiste yiksek oranda proliferasyon
ve 0zgun hicresel farklilasma gegirir. Bu asamalarda spermatogenez apoptoz ile kontrol
edilmektedir (Hwang, 2011). Apoptoz, Sertoli hiicreleri tarafindan desteklenebilecek
sayida erkek germ hiicre Uretimini dizenler (Sinha and Swerdloff, 1999; Kocak ve ark.,
2002). Bu durum daha ¢ok spermatogoniya ve bélinen hicrelerde gorulir. Ejakulattaki
spermlerde sitoplazmik vakuoller gibi apoptotik belirteclerinin yani sira Fas reseptorlerinin
yuksek ifadesinin gosterildigi calismalara dayanarak, Sakkas ve arkadaslari tarafindan
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(1999) “basarisiz apoptoz teorisi” ortaya atilmistir. Semende tanimlanan, cekirdeksiz,
yuvarlak yapili M450 cisimcikleri, kismen erkek genital sisteminin fizyolojik fagositik
stirecindeki bozuklugu temsil eder. Sonu¢ olarak, normalde proliferasyon sirasinda dogal
olan bu sdrecin tam islememesi sonucu yarim kalan apoptozun sperm DNA
fragmentasyonu ile baglantili oldugu gosterilmistir (Sharma ve ark., 2004; Tamburrino,
2012).

2.4.3. Oksidatif Stres ve DNA Hasari

Diger aerobik hicreler gibi spermdeki oksijen metabolizmasi da hiicre
sinyalizasyonunda ve homeostazda 6nemli rol oynayan reaktif oksijen turleri (ROS) olarak
adlandirilan oksitleyici molekdller tretir. Normal fizyolojik kosullar altinda, optimal sperm
fonksiyonu icin ROS gereklidir. Hafif oksidatif stres, sperm hticrelerinin kapasitasyonu
icin gerekli olan ve telomer uzunlugunun korunmasini destekleyen spermatozoadaki tirozin
fosforilasyonuna aracilik etmek igin sarttir (Aitken ve ark., 1997; Bisht ve ark., 2017).
Ancak, cesitli cevresel toksinler veya patolojik surecler tarafindan genel olarak saglik ve
dogurganhk tzerinde zararli etkiler yaratabilecek dizeyde ROS birikebilir (Agarwal ve
Majzoub, 2017). Oksidatif stres, sperm hicresi plazma zarinda bulunan proteinlere ve
lipidlere eszamanl hasarin sonucu olarak, hicre zari akiskanligini ve gecirgenligi
etkileyen, sperm fonksiyonu tzerinde olumsuz bir etkiye sahiptir (Bisht ve ark., 2017).

En yaygin reaktif oksijen tirleri, O~ ve H20’dir ve mitokondri, memeli
spermlerinde en énemli ROS kaynagi olarak tanimlanmistir (Koppers ve ark., 2008;
Aitken, 2017). ROS dretimi, ayni zamanda, sperm plazma zarinin gecirgenliginin
artmastyla NADPH tarafindan artabilmektedir. Olgunlasmamis sperm hcrelerinde artmis
NADPH oksidaz aktivitesinin varli§i, ilerleyen asamalarda sperm DNA hasariyla
sonuglanabilir (Said ve ark., 2005). Mitokondriyal DNA, histonlar tarafindan korunmadigi
ve nikleotid-eksizyon onarim yollarinin eksikliginden 6tiri DNA onarimi icin ¢ok sinirl
bir kapasiteye sahiptir. Cok sayida hasar gérmis mitokondri iceren sperm hucreleri, bu
hasardan Oturi apoptozu tamamlayamazlar, bu ylzden ejakilatta hasar goérmis DNA
bulunan spermler siklikla bulunabilir (Bisht ve ark., 2017).

ROS’un fazlahgi, kromozom capraz baglari, kromozom delesyonlari, baz
modifikasyonlari, yiksek sikhktaki tek ve cift zincir kiriklari ve apoptoza da yol

acabilmektedir.  Yiksek ROS seviyeleri erkek faktorlu infertilitenin 6nde gelen
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nedenlerinden birisi olup zayif semen parametrelerine, sperm canliliginin azalmasina,
bozulmus sperm fonksiyonu ve DNA hasarina katkida bulunur (Homa ve ark., 2015).
Oksidatif stres hem mitokondriyal hem de niikleer DNA'ya zarar verir ve ayrica infertilite,
tekrarlayan gebelik kaybi, disuk gebelik sonuclari ve yavrularda artmis bir hastalik yukd
ile sonuglanan sperm epigenomunu etkiler. ROS ile indiiklenen DNA hasari germ hucreli
apoptoz slrecini hizlandirabilir, bu da erkek infertilitesiyle iliskili sperm sayisinin

azalmasina neden olabilir (Bisht ve ark., 2017).

2.4.4. Erkek Germ Hucrelerinde DNA Onarim Mekanizmalari

DNA hasari, yukarida bahsedildigi gibi farkli kaynaklardan koken alsa da bu
dogal suregler cercevesinde hasarin ylksek miktarda birikiminin énlenmesi ve hiicrelerin
normal bir sekilde varhgini korumasi icin DNA onarim mekanizmalari da bulunmaktadir
(Tubbs ve Nussenzweig, 2017). Son asamada spermde tespit edilen hasar, spermiyogenez
tamamlanana kadar onarim mekanizmalari tarafindan onarilamayan hasarlardir.

DNA onarim mekanizmalari, erkek ve kadin germ hiicrelerinde mitoz, mayoz ve
mayoz sonrasi siire¢ boyunca DNA biitinluguni korumak icin énemli rol alirlar. Ug temel
DNA tamir yolagi bilinmektedir: nukleotit eksizyon tamiri (NER), baz eksizyon tamiri
(BER) ve DNA yanlis eslesme tamiri (MMR). Ancak bunlarin yani sira tek ve ¢ift zincir
DNA kiriklarinin onarimi da 0zellikle infertilitede ©nemli yer tutmaktadir. Somatik
hicrelerde DNA hasarlarinin en zararh tird cift zincir kiriklaridir.  Mayotik
rekombinasyon, DNA’nin endojen olarak kirilmasini ve yeniden birlesmesini gerektirir. Bu
cift zincir kiriklari, mayotik profazda kontrolll bir bicimde gerceklesir. Onarilmamis ¢ift
zincir kiriklari, genetik anomali veya hicre 6lumu ile sonuglanabilecek genomik
kararsizliga yol acabilir (Mukherjee ve ark., 2010).

Spermatozoa, bir BER enzimi olan N-glikozilaz/DNA liyaz (ayrica 8-okso-guanin
DNA glikozilazi (OGG1) olarak da bilinir) ile sinirli DNA hasar tespiti ve onarimi
yapabilmesi nedeniyle apurinik-apirimidinik endoniikleaz 1 (APEX1) ve X-isini onarim
capraz tamamlayici protein 1’i (XRCC1) ifade eden oosit ile birlikte islev gormesi
gerekmektedir. Bununla birlikte, hasarinin derecesi ve oosit yasi, sperm DNA hasarini
onarma kapasitesini belirleyecektir. Bu hasarin ve hasarli bazlarin varligini stirdiirmesi,
spermlerin de novo germ hatti mutasyonlari gelistirmesine neden olabilir. Ayrica,
cocuklarda l6semi ve retinoblastoma gibi bazi kanserlerin sebebi olabilir (Bisht ve ark.,
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2017). Onartlmamis ¢ift zincir kiriklari, genetik anomali veya hicre 6lumi ile sonuglanan

genomik kararsizhga yol acabilir (Mukherjee ve ark., 2010).

2.5. Sperm DNA Fragmentasyonu Tespit Yontemleri

En sik kullanilan DNA hasari tespit yontemleri, sperm kromatin yapisi testi
(Sperm chromatin Structure Assay, SCSA), TUNEL (terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP nick end labeling), sperm kromatin dagilim testi (Sperm Chromatin
Dispersion, SCD) ve COMET’dir.

2.5.1. Sperm Kromatin Yapisi Testi

Sperm Kromatin yapisi Testi (Sperm Chromatin Structure Assay, SCSA),
Evenson tarafindan 1980°de ortaya konan akim sitometrisi temelli bir yontemdir.
Calismanin temeli Darzynkiewicz ve arkadaslarinin (1975) 1si ile denatiire edilen timus
hiicresi DNA’sInin akridin orange ile boyanmasi ve florimetrik analizine dayanmaktadir.
Bu calismada akridin orange belirtecinin ¢ift zincirli DNA’ya baglandiginda yesil (515-575
nm), tek zincirli DNA’ya baglandiginda kirmizi (600-650 nm) floresan 1sima yaptigi
gosterilmistir.  Onemli olan verilerden biri DNA fragmantasyon indeksi (DNA
Fragmentation Index: DFI) (kirmizi/ kirmizi+yesil) degeridir. Bir¢ok arastirmaci, %30
DFI’ni esik olarak deger olarak kabul eder. Ydntemin tekrarlanabilirligi %98-99 oraninda
olup farkli laboratuvar sonuglari arasinda yiksek benzerlik gortilmektedir ancak, SCSA
Ozel ekipman ve deneyimli personel gerektiren oldukga maliyetli bir yontemdir(Evenson,
2016; Rex ve ark., 2017).

2.5.2. Sperm Kromatin Dagilim Testi

Sperm kromatin dagilim testi (sperm chromatine dispersion assay: SCD), ilk kez
Fernandez ve arkadaslari tarafindan 2003’te sperm DNA fragmantasyonun
degerlendirilmesi icin kullanilan bir test olarak tanimlanmistir. Test, denatlire edilmis
hasarli DNA’nin olusturdugu karakteristik hale (halo) yapisinin normalden daha kigik
caph goruntllenmesi prensibine dayanir (Chohan ve ark. 2006). Teknigin uygulamasinda
5-10 milyon/ml sperm olacak sekilde hazirlanan sperm 6rnekleri distik erime sicakligina
sahip agarozla kaplanmis lam Uzerine ekilerek slaytlar hazirlanir. Kisa bir siire dustk 1sida
bekledikten sonra kimyasal islem uygulanir (Agarwal ve Said, 2004). Sperm DNA

dagilimini gézlemek icin spermler denature edici asit ¢ozeltisinden sonra liziz tamponuyla
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muamele edilir (Fernandez ve ark., 2003). DNA’da niiklear proteinler uzaklastirildiktan
sonra halelerin capi, floresan veya 1sik mikroskobunda skorlama yapilarak incelenir.
Istatistiksel analizler kullanilarak skorlanan 6rneklerde DNA fragmantasyon orani
hesaplanir (Agarwal ve Said, 2004). SCD, karmasik ekipmanlara gerek duymayan, basit,
hizli, kesin ve tekrarlanabilir bir yontemdir (Fernandez ve ark. 2003).

2.5.3. COMET

COMET, Kklinik arastirmalarda ayni anda tek ve cift zincir kiriklarini élgmek
amaciyla siklikla kullanilan, nispeten basit bir tek hiicre elektroforez yontemidir. . Bu
yontem hiicrelerin agaroza gémulmesi, notral veya alkali kosullarda lizisi, lizise ugrayan
hicrelerin elektroforezi, DNA’nin floresan bir belirteg ile isaretlendikten sonra
mikroskopta analizini kapsar (Shen ve Ong, 2000). Fragmante DNA’ya sahip hicreler
mikroskop altinda kuyruklu yildiz gérinimdine sahiptir. Kuyrugun uzunlugu, DNA
fragmantasyonuyla orantili olarak artar. Hizli ve hassas bir yontem olarak kabul
edilmektedir (Tamburino ve ark., 2012).

2.5.4. TUNEL Testi

TUNEL testi, apoptotik hiicrelerdeki tek ve cift zincir DNA kiriklarini, DNA’yi
denatlire etmeden, akim sitometrisi veya mikroskop araciligi ile dogrudan 6lgen oldukca
hassas ve kesin bir yontemdir (Gavrieli ve ark., 1992; Muratori ve ark., 2010).

Kaliptan bagimsiz calisan bir enzim olan terminal niikleotidil transferaz (TdT)
katalizorligunde, tek ve c¢ift zincir DNA kiriklarina katilan dUTP’nin 6l¢llmesi prensibine
dayanir (Gorcyza, 1993b). Floresan etiketli dUTPIler (genellikle Br- dUTP), esit olmayan
DNA uglarina baglanarak DNA kiriklarini yansitir. Isimanin yogunlugu, dogrudan
dUTP’lere yani DNA’daki centik sayisina karsilik gelir (Sekil 4). Uygun bir protokolle
pozitif hicrelerde yiiksek yogunlukta sinyal alinabilir. Bu protokollerde FITC, DAPI, Pl
gibi floresan belirteclerden de yararlaniimaktadir. Boylelikle pozitif ve negatif hicreleri
ayirt etmek kolaylasir. TUNEL pozitif hucrelerin sayisi, toplam sperm sayisina boliinerek
hasar orani kolaylikla hesaplanabilir.

Gecmis yillarda TUNEL testi ile vyapilan calismalarda, artan DNA

fragmantasyonu ile anormal sperm paketlenmesi arasinda korelasyon gosterilmistir
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(Sakkas ve ark., 1999). TUNEL, SCSA, ve SCD testleri arasinda sperm DNA hasari 6lgim
hassasiyeti bakimindan yiiksek korelasyon oldugu da gosterilmistir (Chohan ve ark., 2006).

TUNEL testinin bircok avantaji vardir. Bu metod, bir referans 6rnek gerektirmez
¢unkd her bir numune kendisi icin kontrol islevi gorebilir. Az sayida sperm yeterlidir,
200’den az sperm bile %5’den az deQisim katsayisi ile sonu¢ vermek igin yeterli
olabilmektedir. ~ Analizler  antifloresankromojenik  antikorlar  kullanilarak  1s1k
mikroskobunda yapilabilir. Bir ¢cok androloji laboratuvarinda epifloresan mikroskop ve
yuksek kalitede 151k mikroskoplari donanimina ulasim imkani vardir. Boylelikle TUNEL,
fazla ek maliyet gerektirmeden androloji laboratuvari testlerine dahil edilebilir (Schlegel ve
Paduch, 2005; Darzynkiewicz ve ark. , 2008).

Sekil 4. TUNEL Testi ¢calisma prensibi.

COMET oldukca uzun ve zahmetli bir sire¢ olmasinin yaninda yalnizca tek tip
zincir kingini 6lgen bir yontemdir. Ayni anda tek ve ¢ift zincir kiriklarinin élgtilememesi
6nemli bir dezavantajdir. SCD testinde DNA hasarini belirleyen “hale” caplarna iliskin
belirli bir standart 6lglt yoktur ve yiiksek sayida hiicreyle calismak gerekmektedir. SCSA

testi de 0Ozel ekipman ve deneyimli personel gerektiren pahali bir yontemdir. Diger
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metotlarda gorulen bu dezavantajlar ve TUNEL testi sonuglari ile yardimci Ureme
tekniklerindeki basari arasindaki dikkat cekici iliski (Lopes ve ark. 1998; Duran ve ark.
2002; Benchaib ve ark. 2003) neticesinde bu tez calismasinda DNA hasar oranlarinin

tespiti icin TUNEL testinin kullaniimasi uygun bulunmustur.

2.6. Erkek Infertilitesinde Epigenetik Diizenlenmelerin Rolii

Epigenetik, DNA dizisinde herhangi bir degisiklik olmadan DNA’da meydana
gelen ve gen ifadesini etkileyen degisikliklerdir. DNA metilasyonu, histon modifikasyonu,
kromatin yeniden duzenlenmesi ve kodlamayan RNA dizenlemeleri, spermatogenez
sirasinda olusan 6nemli epigenetik modifikasyonlardir (Rajender ve ark., 2011; Flannigan
ve Schlegel, 2017). Bu tip modifikasyonlar erkek infertilitesini gonad olusumu,
primordiyal germ hicrelerinin tasinmasi, puberte, spermatogenez ve fertilizasyon
asamalarini  farkh  sekillerde etkileyebilmektedir (Mukherjee ve ark., 2010;
Schagdarsurengin ve ark., 2012; Gunes ve Kulag, 2013, Giines ve ark., 2016; Halder,
2017) ( Sekil 5).
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Sekil 5. Spermatogenez sirasinda epigenetik dizenlenmeler. DNA metilasyonu, mitotik germ hiicrelerinde
olusur ve paternal spesifik izler tasir. Fosforilasyon, mayotik hiicrelerde meydana gelir ve hem
rekombinasyon hem de XY cisimcigi olusumuna yardimci olur. H2AZ ve H3.3 varyantlarinin
ubikitinasyonu, sumolasyonu ve fosforilasyonu XY cisimcigi  formasyonuyla ilgilidir.
Spermiyogenez sirasinda, histon-protamin degisimine yardimci olmak icin hiperasetilasyon olusur
(Ding ve ark., 2015).

2.6.1. DNA Metilasyonu

Metilasyon, DNA metiltransferazlar (DNMT) tarafindan yonlendirilen
biyokimyasal bir strectir. CpG dintkleotitlerindeki sitozinlerin 5 pozisyonundaki karbon
atomuna s-adenozil methiyoninden bir metil grubu baglanmasiyla olusur. Bu CpG
adaciklarindaki metillenme bagl bulundugu promotérun inaktivitesine neden olur ve gen
ekspresyonunun susturulmasi saglanir (Turek-Plewa ve Jagodzinski, 2005).

Germ hicrelerinde DNA metilasyonunun, genin susturulmasindan ziyade sperme
0zgu kromatin organizasyonuyla iliskili oldugu dusunilmektedir (Rajendwer ve ark.,
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2011). Primordiyal germ hucrelerinin (PGC) timu, embriyo gelisiminin 8 ila 13,5 guninde
demetile duruma gecer. Sperm DNA metilasyonu spermatid farklilasmasindan Once ve
sonra meydana gelebilir (Bahrenian ve ark., 2015). Mayozun erken dénemlerinde de,
spermatositlerde DNMT1 seviyeleri yikselirken, pakiten safhasinda DNMT1 enzimi
seviyesi azalir. Mayozdan 6nce, tip A spermatogonia basamaginda ve spermatositin erken
profaz | sirecinde DNMT3a ve DNMT3b aktivitesiyle de novo metilasyon ve
demetilasyon gerceklesir. Cogunlukla tekrarh dizi icermeyen boélgeler metillenir (Oakes ve
ark, 2007b).

Somatik dokuyla karsilastirildiginda testikiiler DNA, sekiz kat daha hipometile
durumdadir (Oakes ve ark., 2007a) ve sperm hicrelerinde de gelisimden sorumlu genler
biylk olciide hipometiledir (Cui ve ark., 2016). Sperm morfolojisi ile DNA
metilasyonunun yogunlugu arasindaki korelasyon, spermiyogenez sirasinda ortaya cikan
anomalilerin DNA metilasyonunu etkiledigini dustundurmektedir (Bahrenian ve ark.,
2015).

CAMP vyanit elementi modulatéri (CREAM) ve mezoderm spesifik transkript
(MEST) hiper metilasyonunun, semen parametreleri ve dogurganlik (zerinde olumsuz
etkilere sahip oldugu gosterilmistir (Flannigan ve Schlegel, 2017). Birgok calisma spesifik
genlerde ve/veya imprint lokuslarda metilasyon oriintiustunin belirlenmesine odaklanmistir.
Bu bulgular, DNA metilasyon belirteclerinin klinik uygulamalarda tanisal ve prognostik
testler olarak faydali olabilecegini gostermektedir. CREM, OCT4, SOX2, ZAC,PEG3,
IGF2, H19, GTL2, MTHFR, DDR1, SNRPN, DAZL ve MEST genlerindeki metilasyon
degisikliklerinin  +OliogotAsthenotTerato-zoospermi (OAT) ve infertilite ile iliskili
oldugu cesitli calismalarla gosterilmistir (Gunes ve ark., 2016). H19, MEST, RHOX ve
DAZL promotorlerinin  anormal DNA metilasyon durumunun, idiyopatik erkek
infertilitesinin  epigenetik belirtecleri olarak yakin gelecekte klinik uygulamaya

sokulabilecegi dustntlmektedir (Ferlin ve Foresta, 2014).

2.6.2. Histon Modifikasyonlari ve Kromozom Yeniden Dizenlenmesi
Nikleozomlarla ilgili histon protein ailesi H2A, H2B, H3 ve H4'ten olusur. Bunlar
spermiyogenezde sperm kromatininin sikica paketlenmesi sirasinda yerini blyik 6lcude
protaminlere birakir. Bu dort protein yani sira bir histon proteini varyanti olan testis
spesifik histon H2B (tH2B), histon kuyruklarinda bulunan lizin (K) ve serin (S)
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rezidllerinden cesitli kimyasal modifikasyonlara ugrayarak gen aktivitesini etkileyebilir
(Jenkins ve ark., 2017). Asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon, ubikitinasyon gibi histon
modifikasyonlari bu bakimdan epigenetik slrecte kritik rol oynar (Sekil 3). Genel olarak
histon asetilasyonu transkripsyonel olarak aktif bolgelerde olur ve hipoasetilasyon inaktif
bolgelerdedir (Dada ve ark., 2012). Benzer bir sekilde, H3 ve H4'lin asetilasyonu, H2A'nin
ubikitilasyonu ve H3K9 ve H3K27'nin metilasyonundan sonra inaktivasyon meydana
gelebilir (Carrel, 2012).

Histonlarin protaminlerle yer degistirmesinden oénce biylk 6lclide (%90-95)
hiperasetilasyonu s6z konusudur (Olivia, 2006). Hiperasetilasyondan kisa bir sure sonra
histonlar gecis proteinleri (TP1 ve TP2) ile yer degistirir. Spermiyogenezin son asamasinda
da bu gegis proteinlerin yerini protaminler alir (Dada ve ark., 2012). Kromatinin yeniden
duzenlenmesi, spermiyogenezde dolayisiyla da infertilitede 6nemli bir surectir (Olivia,
2006; Rajendwer ve ark., 2011). Sperm kromatin modellenmesinde rol alan iki tip
protaminin birbirine oraninin semen kalitesi ve sperm DNA hasarinda énemli oldugu
bulunmustur (De Yebra ve ark., 1993; Aoki ve ark., 2005a; Aoki ve ark., 2005b, Aoki ve
ark., 2006). Protamin 2 (P2) yoklugu azalmis sperm kapasitasyonu ile iliskilendirilmisken
infertil erkeklerin % 17'sinde P2 bulunmadigi ve fertil erkeklerde P1/P2 oraninin yari
yartya oldugu gosterilmistir (Flannigan ve Schlegel, 2017). Heterojen histon
modifikasyonlari ve H3K4Mel, H3K9Me2, H3K4Me3, H3K79Me2, H3K36Me3
yoklugunun azalmis sperm fonksiyonlariyla iliskisi gosterilmistir (La Spina ve ark., 2014,
Gunes ve ark., 2016).

2.6.3. Kodlanmayan RNA’lar

Mikro RNA'lar (miRNA'lar), protein kodlayan genin ekspresyonunu degistiren,
kisa (20-23 nukleotid), tek sarmal ve kodlamayan oligonikleotidlerdir. mRNA’lari
hedefleyerek translasyonun baskilanmasini saglarlar. Spesifik ifade sekilleri, spesifik
patolojilerle baglantili olabilir ve bu nedenle tanisal ve terapdtik araglar olarak
kullanilabilirler.

Kodlamayan miRNA'lardan 6zellikle apoptoz ve hiicre déngusiiniin kontrollinde
rol alanlar, spermatogenezin diizenlenmesinde biyolojik belirte¢ olarak yeni bir odak
noktasi olmustur (Neto ve ark., 2016). Bircok calisma, bu perspektiften miRNA'larin
potansiyelini dederlendirmistir. Saghkh kontrollerle karsilastirildiginda miRNA34b, miR-
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34c-5p ve miR-122’in subfertil erkeklerde dusik seviyelerde oldugu bulunmustur
(Flannigan ve Schlegel, 2017). Bunlarin haricinde ikiylizden fazla miRNA’nin
spermatogenez surecinde etkili oldugu, astenozoospermi, OAT ve normozoospermik
infertil olgularda etkili oldugu gosterilmistir. Biyoinformatik verilerle miRNA hedefleri
uzerinde calisilarak aciklanamayan infertilite olgularinda yeni yaklasimlar gelistirilebilir
(Gunes ve ark., 2016).

Cevresel ajanlar ve 0zellikle intrasitoplazmik sperm injeksiyonu (ICSI) gibi
yardimci Greme teknikleri, epigenetik anormalliklere neden olabilir. Spermatogenez
sirasinda mitotik veya mayotik epigenetik yeniden programlama, normal dollenme ve
embriyonik gelisim Gzerinde 6nemli etkiye sahiptir ve bu duzenlemelerdeki bozukluklar
kisirhk, dusik, malformasyon, gelisim bozuklugu ve kanser gibi sorunlara neden
olabilmektedir (Halder ve ark., 2017).

2.7. DNA Metilasyonu Tespit Yontemleri

Gecmiste, DNA metilasyonu orijinal olarak Southern blot yontemi ve PCR
amplifikasyonunu takip eden bir metilasyona 6zgl restriksiyon endonikleaz islemi ile
incelenmekteydi (Razin ve Riggs, 1980). Glnimizde ise amaca uygun DNA metilasyonu
analizi yapmanin c¢ok degisik yontemleri vardir. Tim genomda metilasyon profili
incelenecekse PCR temelli dizileme, fragment polimorfizmleri ve ELISA bazli yontemler
yaninda kromatografik ve spektroskopik teknolojilerden de yararlanilir (Kurdyukov ve
Bullock, 2016).

Belirli bir bolgenin metilasyon analizi genellikle PCR ve dizileme tekniklerine
dayali yontemlerdir. Sensitif ve kantitatif yontemler olarak siniflandirilabilir (Shen ve
Waterland, 2007). Analizlerin yapilmasi icin genellikle ilk olarak metillenmis ve
metillenmemis dizinin ayirt edilmesini kolaylastiran bistlfid modifikasyonu yapilir (Laird,
2010). Bu modifikasyon, metillenmemis sitozinlerin urasile donusimini (Sekil 6)
saglarken metillenmis sitozinlerde herhangi bir degisiklige neden olmamaktadir. Boylece
metilenmis ve metillenmemis diziler ayirt edilebilir. Duyarli yontemlerde metillenmis ve
metillenmemis alleller icin iki ayri cift primer dizayn edilirken, kantitatif yontemlerde
ortak primer kullanihr (Shen ve Waterland, 2007, Li ve Dahiya, 2002). Bunlardan
pirosekans ve metilasyona spesifik PCR (MSP) en sik kullanilan yontemlerdir.
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Sekil 6. Bistilfit modifikasyonu.

2.7.1.Pirosekanslama

Kapal sistem icerisinde dort enzimin kullanildigi, tek nikleotid ekleme sirasinda
cikan pirofosfatlarin saptanmasiyla dizi analizi yapan kantitatif bir yontemdir. Kalip olarak
tek sarmal DNA kullantlir, her bir primer cifti biotin ile 5 ucundan isaretlenir. Sekans
analizi deoksiribontkleotid trifosfatlardan (dNTP) ilkinin reaksiyona girmesiyle baslar.
Her bir nikleotid eklenirken bir pirofosfat serbest kalir. Agiga ¢ikan pirofosfat, ATP’ye
cevrilir. Olusan ATP kullanilarak, ATP miktariyla orantili olarak 1sin yayan oksilusiferin
olusumu saglanir. Bu isimanin grafiksel olarak bilgisayar ortamina aktarilmasiyla analiz
tamamlanir (Franca ve ark, 2002). Hassasiyeti bakimindan heterojen 6rneklerde avantajli
bir yontem olsa da 6zel ekipman gerektirmesi ve yalnizca 100 bazlik bdlgenin analizini
mamkun kilmasi gibi kisithiliklar vardir (Kurdyukov ve Bullock, 2016).

2.7.2. Metilasyona Spesifik PCR

MSP, ilk olarak Herman tarafindan tanimlanmis sensitivitesi yiksek bir yéntem
olarak degerlendirilendirilmektedir. Yontemde, bistlfit muamelesi sonrasi metilenmis ve
metillenmemis DNA arasindaki dizi farkliliklarindan yararlaniimaktadir.  Bistlfit
modifikasyonu sonrasinda biri metilasyona spesifik, digeri metillenmemis DNA bdlgesi
icin iki farkli set primer kullanilarak kullanilarak iki farkli reaksiyon yapilir. Sitozinin

deaminasyonuyla olusan urasiller MSP sirasinda timine donistr (Herman et al., 1996).
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Farkli uzunluktaki amplikonlalar, elektroforetik yontemlerle izlenmesiyle veya gelistirilen
real-time PCR analizleri ile degerlendirilebilir. Oldukca hizli, kolay ve hassas bir
yontemdir ancak metilasyon, kantitatif olarak dlctilemez yalnizca tamamen metillenmis ve

metillenmemis olarak degerlendirme yapilabilir (Shen ve Waterland,2007)

2.8. BRCAL ve BRCA2 Genleri

Yukarida bahsedildigi gibi farkli nedenlerle DNA’da tek ve ¢ift zincir kiriklari ve
capraz baglar gibi lezyonlar meydana gelebilmektedir. Bu lezyonlardan cift zincir kiriklar
oldukca tehlikelidir ve tamir edilememesi durumunda kromozom translokasyonlari,
genetik kusurlar ve hucre dlimine yol acabilmektedir (Krejci ve ark., 2012).

DNA lezyonlarinin tamirinde lezyonun turiine gore homolog rekombinasyon
(HR), BER, NER, MMR homolog olmayan u¢ tamamlama (Nonhomolog End Joining
Repair; NHEJ), gen konversiyonu (Gene Conversion; GC) ve tek zincir baglanmasi
(Single Strand Annealing; SSA) gibi mekanizmalar etkindir (Gudmundsdottir ve Ashworth
2006; Huen ve ark., 2010). Bu mekanizmalarda BRCA1 ve BRCAZ2 etkilesime girdigi
diger proteinlerle (Sekil 7), genom butlnliglnin korunmasi ve hicre dongisi kontroliinde
onemli roller Gstlenir (Roy ve ark., 2012).

HR, mitozda DNA ¢ift zincir kiriklarinin tamirinde ve mayozda kromozom
ayrilmasi ve parca degisiminde rol oynamaktadir. BRCA1 ve BRCAZ2 proteinlerinin her
ikisi de homolog rekombinasyon mekanizmasi ile DNA tamirinde rol alir (Narod ve
Foulkes 2004; Gudmundsdottir ve Ashworth 2006; Krejci ve ark., 2012).

BRCA1 ve BRCA2, rekombinasyon sirasinda olusan cift zincir kiriklarinin
tamirinde devreye girer (Sekil 7). Bu suregte ¢ift zincir kirigi olan kromatid, replikasyon
sirasinda kirilmamis kardes kromatidin kalip olarak islev gérmesiyle onarilir. Boyle bir rol
icin ilk kanitlar, iki proteinin de homolog rekombinasyonun temel bileseni olan RAD51 ile
replikasyon catalinda hasar olan bolgeye tasindiginin gézlenmesi ile ortaya ¢cikmistir. Buna
ek olarak, BRCA1 ve BRCA2 -nakavt hiicrelerde bélgeye 6zgu kromozomal ¢ift zincir
kiriklarinin RAD51 aracili HR tamirinde eksiklik ve ¢ift zincir kiriklarini indikleyen DNA

hasari ajanlarina karsi asir1 hassasiyet gordlir (Cousineau ve ark., 2005).
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Sekil 7. DNA Hasarinin molekiler cevabi. Hasar durumunda sensor proteinler hasari tespit ederken ortama
cekilen araci proteinler efektor proteinleri aktive ederek hiicre dongiisu kontrol noktalarini uyarir.
BRCAZL’in dahil oldugu makro kompleks (koyu renkle gosterilmistir) DNA hasar onariminda kritik
aractlardir. BRCAZ1-Abraxas-RAP80 kompleksi histonlarin DNA hasarina yakin bdlgeden
ubikitinasyonu ile ilgilidir. Bu durum H2AX’in fosforilasyonuna baghdir. BRCA1-CtBP interacting
protein (CtIP) kompleksi, ¢ift zincir kirigina duyarli MRN Kompleksi (MRE11,RAD51 ve NBS1)
ile iliskilidir. CHK2 bagli BRCA1 fosforilasyonu, RAD51 yonlendirmeli HR’da 6nemli BRCAL-
PALB2-BRCA2 kopmleksinin olusumunu saflar. BRCAL1-BRCAL interacting protein C terminal
helikase 1 (BIRP1)- DNA topoisomeraz 2 baglanma proteini 1 (TOPBP1) kompleksi, replikasyon
boyunca DNA onarimi ile iliskilidir ve Ataksia Telangectasia (AT) and Rad3-related (ATR)-CHK1
sinyaline yardimci olur (Roy ve ark., 2012).

BRCA1 ve BRCAZ2 proteinleri hicre dongusiinin G1/S ve G2/M kontrol
noktalarinda da 6nemli bulunmustur. BRCA1 ve BRCA2 en ¢ok timus ve testiste ifade
edilir. Fare embriyolarinda her iki genin ifadesi de en ylksek oranda hizli béliinen ve
farklilasan dokularda bulunmustur. BRCA1 ve BRCA2’nin olusturdugu kompleksler genom
batinligund koruyor olmalari nedeniyle timor baskilayici 6zelliktedirler (Welcsh ve ark.
2000).

BRCAL1 ve BRCA2 genlerinin herhangi birinde tek bir kopyanin germ-hatt

mutasyonuna ugramasi kalitsal meme ve over kanseri sendromu ile sonuglanir. Bu
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sendrom yalnizca erken baslangicli meme kanseri ile iliskili olmayip ayni zamanda over,
pankreas, mide, fallop tlipu ve prostat kanseri riskini de artirir (Roy ve ark., 2012).

BRCAZY’in farkh kinazlarla degisik bdlgelerden fosforlanmasi hicre déngusinin
farkli kontrol mekanizmalarini yonetmektedir (Christou ve Kyriacou, 2013). G1/S kontrol
noktasi, BRCAL1’in Ataxia telangiectasia mutated (ATM) ve Ataxia telangectasia and Rad3
related (ATR) tarafindan fosforlanmasina  baghidir. BRCAL1-BRIP1-TOPBP1
makrokompleksinin S fazi kontrol noktasinda replikasyon catalinin geciktirilmesi veya
yikilmasi  asamasinda  6nemli  gorilmektedir. BRCAZI1-Abraxas-RAP80  makro
kompleksinin ise G2/M kontrol noktasinda iyonize radyasyon sonucu olusan DNA
hasarinda cevap olusturdugu bildirilmistir (Kim ve ark., 2007; Roy ve ark., 2012).

BRCAL, NHEJ’nin farkh tiplerinde degisik roller Ustlenir. BRCAL’in amino
terminal ucunun NHEJ proteini KU80 ile etkilesimi DNA c¢ift zincir tamir mekanizmasini
tetikler. Bir baska kritik gorevi p53 baglayici protein 53BP1 gibi NHEJ proteinlerini ¢ift
zincir kingindan uzaklastirarak HR ve NHEJ arasindaki secimi diizenler (Gudmundsdottir
ve Ashwort, 2006; Roy ve ark., 2012).

DNA hasari oldugu zaman MRE11-RAD50-Nbs1 kompleksi (MRN) cift zincir
kKiriginin oldugu boélgeye baglanir ve DNA hasari sensorii ATM proteinini bolgeye ceker.
ATM’nin rolti H2AX’i fosforlayarak BRCA1 ve RAD51 gibi tamir proteinlerini bolgeye
cekmektir. Bundan sonra ATR proteini BRCAZL’i fosforlar. Bu kaskatta Chk2, BRCAZL1’in
hiperfosforilasyonundan sorumludur. Chk2’nin aksine Chkl BRCAZL’i fosforlamadan
BRCT bdolgesine baglanir. BRCAL Chk1’in aktivasyonunu diizenleyerek G2/M kontrol
noktasinda DNA hasarina karsi bir yanit olusturur (Christou ve Kyriacou, 2013; Caesteker
ve Walle,2013).

BRCAL1 ayni zamanda PALB2 ve BRCA2 etkilesimi ile RAD51’in hasarli
bolgeye cekilmesi icin gereklidir. Bu etkilesim, Chk2 yonlendirmeli fosforilasyon ile
baglantihidir (Roy ve ark., 2012). HR igin anahtar protein RAD51’dir. DNA hasari
olustugu zaman BRCA1 ve RAD51 hasarli bdlgede konumlanir. BRCAL bu suregte
fosforlanir ve BRCAZ2, hasarli DNA’ya kalip olacak homolog zinciri bulan RAD51 ile
etkileserek onarim mekanizmasini aktive eder (Narod ve Foulkes, 2004; Krejci ve ark.,
2012; Jensen, 2013). BRCAL’in DNA hasar1 onarim islevinin E3 ligaz aktivitesine bagli
olmadigi gosterilmistir (Reid ve ark., 2008).
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BRCAZ’in farkh mekanizmalarda etkin bir ¢cok fonksiyonu oldugu goérulirken
(Caestecker ve Walle, 2013) primer gorevinin HR oldugu ve ikincil rollnin ise
replikasyon catalinin korunmasi oldugu vurgulanmaktadir (Roy ve ark., 2012).

BRCA2’nin RAD51 ile etkilesiminin iki sonucu vardir. Birincisi, RAD51’in BRC
tekrar bolgeleri ile tek ve cift zincir kingi iceren DNA’ya yonlendirilmesidir. ikincisi,
BRCAZ2’nin C-terminal ucu ile RAD51 filamentleri arasinda kurulan bag sonucu ¢atalin
korunmasidir. BRCA2 eksikligi, HR etkinligini 6nemli o6lclide azaltir. BRCAZ2’nin
etkinliginin artmasinda PALB2 (Partner and Localizer of BRCA2) ve mikrosefalin
(microcephalin; MCPH) gibi proteinlerin de destekleyici rolt vardir (Krejci ve ark.,
2012). PALB2, BRCA1 ve BRCA2 arasinda kopru konumundadir boylelikle bu iki 6nemli
protein arasinda fiziksel bir bag kurulmus olur (Zhang ve ark., 2009; Roy ve ark., 2012;
Christou ve Kyriacou, 2013).

2.8.1. Gen ve Protein Yapisi
BRCAL, 1990 yilinda 17. kromozomun uzun koluna haritalanmis ve 1994 yilinda

da klonlanmistir. DNA hasari onarimi, sinyal iletimi ve timor baskilayici gorevleri olan 24
ekzonlu ve 1863 amino asitlik proteini kodlayan gen, memelilerde buyik o6lcglde
korunmustur (Caesteker ve Walle,2013; Hall ve ark., 1990; Miki ve ark., 1994). Yiksek
yogunlukta (%41,5) Alu elementi iceren genin 3 CpG adacigi bulunmaktadir. Ekzon 1a ve
ekzon 1b olmak Uzere iki ekzonu bulunmakta ve ekzonlarin ikisi de TATA kutusu
icermemektedir (Smith ve ark., 1996).

BRCAL, E3 ubikutin ligaz aktivitesi olan bir amino-terminal RING bdlumune ve
fosfo-protein baglayan BRCT béltimd ile iki niikleer lokalizasyon sinyaline sahiptir (Sekil
8) (Scully ve ark., 1996; Christou ve Kyriacou, 2013).

BRCAL iliskili RING bolgesi (BRCALl-associated RING domain; BARD1)
proteini, BRCAL ile iliskisi bulunan ilk proteindir. Bu iki proteinin RING parmak ile
olusturdugu heterodimer Ubikitin ligaz 6zelligi gostermektedir. Otolbikitilasyon dzelligi
olan bu kompleksin spesifik substratlari histon proteinleri H2A, H2B, H3 ve H4’dir
(Christou ve Kyriacou, 2013).

BRCAZ2 geni, 13. kromozun uzun kolunda yer alir ve 27 ekzondan olusmaktadir.
5’ ucunda bir adet CpG adacigi bulunmaktadir. Diger bircok genden farkli olarak kodlayan
bolge %60°’dan fazla AT tasimaktadir (Tavtigian ve ark., 1996). BRCAZ2, 3418
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aminoasitten olusan oldukga buyuk bir proteindir (Wong ve ark., 1997; Narod ve Foulkes

2004).

BRCAZ, diger proteinlerle etkilesime giren BRC olarak tanimlanan tekrarlarina ve

iki niiklear lokalizasyon bolgesine ve c¢ift zincir DNA’ya baglanmasini kolaylastiran H

bolgesi yaninda u¢ adet oligoniikleotit baglanma bdlgesine sahiptir (Sekil 8).

a. BRCA1 .
* Coiled
RING NLS @ coil @ @ @ BRCI
M 5988 51387, 51423, |
| E Ll -w DD o
1280 1524
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BARD1 PALB2 * Abraxas
* CtIP
* BRIP1
b. BRCA2 o
BRC repeats H OB OB OB NLS
1 [l Ons UH
21 39 1009 2083 DNA binding
PALB2 RADS1 DSS1 RADS1

Sekil 8. BRCAL1 ve BRCAZ2 fonksiyonel domeynleri ve bu bdlgelere baglanan bazi proteinler. (a)

BRCA1, 1863 amino asitten olusur. Amino terminalinde BARDL ile iliski kuran bir RING bdlgesi
ve iki niiklear lokalizasyon sinyali (NLS) bulunur. Merkezi bélgede CHK2 fosforilasyonuna agik
S988 amino asiti vardir. Karboksil ug ise PALB2 ile etkilesen bir coiled-coil bolgesi; ATM ile
fosforillenme potansiyeli olan 10 bdlgeyi igine alan bir SQ/TQ kime bdlgesi (SQ/TQ cluster
domaini, SCD) ve ATM tarafindan fosforillenmis Abraxas, CtIP, BIRP1 baglayan BRCT bdlgesi
vardir. (b) 3418 amino asitlik BRCA2 proteini. Amino terminal ucunda, 21-39. amino asitler
arasinda PALB2’yi baglayan bélge bulunur. BRCA2 proteininin, RAD51’i baglayan sekizli BRC
tekrar bolgesi vardir. BRCA2 DNA baglanma bélgesi, tek ve cift zincirli DNA’ya baglanmayi
kolaylastiran bir helikal bélge (H), lc¢ oligonikleotit baglanma (OB) ve bir gekici (tower) bdlge( T)
bulundurur. BRCA2'nin karboksil ucu niiklear Lokalizasyon sinyali (NLS) ve yine RAD51’i
baglayan CDK2 fosforlama bdélgesi S3291°den olusmaktadir (Gudmundsdottir ve Ashworth
2006°dan diizenlemeyle Roy ve ark., 2012).
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2.8.2. BRCA1 ve BRCA? icin Epigenetik Diizenlenme ve Hastaliklarla iliskisi

Genom batinlGgunin korunmasi ve hicre donglsinde 6nemli olan genlerin
epigenetik olarak susturulmasinin HR sirecini aksatmasi nedeniyle cesitli kanser tiplerinde
o6nemli oldugu bulunmustur (Abkevich ve ark., 2012; Heyn ve Esteller, 2012). BRCA1 ve
BRCAZ2 genlerindeki epigenetik baskilanma ailesel kanserlerde “ikinci vurusa” yol acarak
hastaligin ortaya ¢ikmasini saglayabilmektedir ve bu durum kisiye 6zgu tedavide 6nem arz
etmektedir (Stefansson ve Esteller, 2013).

Akciger adenokarsinomunda BRCA1 ve BRCA2 mRNA ve protein ifadesinin
azalmasinin altinda yatan mekanizma DNA metilasyonudur (Lee ve ark., 2007). Over
kanserli hastalar zerinde yapilan ¢alisma gdstermistir ki BRCAL metilasyonuna bagli
olarak BRCAL gen ifadesinde énemli 6lclide azalma vardir ve bilateral timaor gelisimi olan
hastalarda DNA metilasyon seviyesi daha yiiksektir (Bai ve ark., 2014).

Bir baska calismada ileri evre over kanseri hastalarin %11’inde BRCAl
hipermetilasyonu gorilurken, BRCA2 geni metilasyonuna rastlanmamistir (Artioli ve ark.,
2013). Meme kanserinde de BRCA2 geni metilasyonu acisindan hasta ve kontrollerde
anlamli bir fark bulunamamistir (Hilton ve ark., 2002; Bosviel ve ark., 2012). Duktal
karsinomada ise BRCA2 geninin siklikla metilasyona ugrayan genler arasinda oldugu
gosterilmistir (Moelans ve ark., 2011).

Laringeal skuamdz hucreli karsinomada BRCAL geni kontrollere gére hipometile
iken BRCAZ2 geni, yuksek oranda hipermetile durumdadir (Szaumkessel ve ark., 2011).
Yiksek duzeydeki miRNA-155’in BRCAL defektleriyle iliskili oldugu belirtilmektedir
(Stefansson ve Esteller, 2012).

Kanserin yani sira bu iki genin mayotik suregte etkili oldugu, kromozom

anomalileri ve infertilite ile iliskisine dair 6nemli bulgular vardir.

2.8.3. BRCA1 ve BRCA2’nin Mayotik Onemi

Fanconi anemisi, BRCA2 ve PALB2’nin biallelik germ hatti mutasyonu sonucu
olusan ve artmis kanser riski, yaninda infertilitenin de gorildigu nadir bir hastaliktir.
Hastalik belirtilerinden yola ¢ikarak BRCA1 ve BRCA2 genleriyle etkileserek HR ile DNA
hasari onariminda etkin PALB2’nin knock-in mutasyonun incelendigi bir c¢alismada
BRCA-PALB2 kompleksinin mayotik c¢ift zincir kirik tamirinde 6nemli oldugu
gosterilmistir (Simhadri ve ark., 2014).
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BRCAZ2, mayotik rekombinasyonda kritik rol oynar (Krejci ve ark., 2012). Mitotik
rekombinasyon, homolog diziyi bulmak ve baglamak icin yalnizca RAD51’e gereksinim
duysa da mayotik rekombinasyonda mayoz spesifik DMCL1 proteine ihtiya¢ duyar. Bitki ve
memelilerde BRCA2 direk olarak RAD51 ve DMCL ile etkilesime girer (Souquet ve ark.,
2013). BRCAZ2’nin germ hatti hiicrelerinde azalmasi farede mayotik duraksama artisina
neden olmaktadir (Sharan ve ak., 2004).

Diger taraftan, eski calismalardan derlenen bilgiye gére mayoz sirasinda asinaptik
XY cisimciginin sessizlestirilmesinde (Meiotic Sex Chromosome Inactivation, MSCI)
fosforlanmis CDK2 izoformu p-CDK2*%etkilidir. Bu etki H2AX fosforlanmasi ile
mimkindidr. BRCAL’in bu mekanizmada XY kromozomlarina yakin konumlanarak
ortama H2AX fosforilasyonu yapmak tzere ATR’yi cekmesi o6nemli  bir etkinlik
kazandirmaktadir (Wang ve ark., 2014). Ayrica, mayozun diizenlenmesinde uydu DNA ve
uzun terminal tekrarlarin (Long Terminal Repeat, LTR) BRCAL’in hedefi olabilecegi de
belirtilmektedir (Broering ve ark., 2014).

Poli-ADP riboz polimeraz (PARP), BRCAL’in BRCT bolumu ile etkilesime giren
ve genom batinliginin  korunmasinda islevi olan bir proteindir. PARP’In
spermatogenezde de roli oldugu gosterilmistir. Fertil erkeklerin olgun spermatozoalarinda
yuksek PARP seviyesi tespit edilmisken, PARP seviyesi disik olan olgun spermlerde
oksidatif strese bagli DNA zinciri kiriklari, kromatinin yeniden modellenmesi ve hiicre
olumu kaynakh infertilite gortlmektedir (Celik-Ozenci ve Tasatargil, 2013). Bu durum,
BRCAL ve onun baglantida oldugu proteinlerin infertile Gzerinde etkili oldugunun
isaretlerinden biridir.

BRCAZL’in mayozda ¢ift zincir kiriklarinin onariminda etkili oldugu ve kadinlarda
ileri yasta BRCAL ifadesindeki distisun oositte andploidi artisina neden olabilecegi ve
kadinlardaki BRCA1 mutasyonlarinin primer overyan yetmezlige neden olabilecegi
belirtilmistir (Oktay ve ark., 2010; Adelfalk ve ark., 2011).

Erkek farelerde Sycpl, Syce2 gibi sinapsi veya Dmc1, Msh5, Brcal ve H2afx gibi
rekombinasyonu duzenleyen genlerdeki mutasyonlarin spermatogenezde mayotik areste
neden oldugu bilinmektedir (Royo ve ark., 2011). BRCAL1 ile ilgili yapilan bir calismada
BRCAL “I26A homozigot” hayvanlarda kanser gorulmezken infertilite sergilediklerine
deginilmistir (Patel ve ark., 2011). Xu ve arkadaslari mutant fareler Uzerinde yaptiklari
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calismada tam uzunlukta BRCAZL1’in spermatogenez icin elzem oldugunu bulmuslar ve
BRCA1 mutasyonunda mayoz sirasinda DNA onarim sirecindeki kusura bagh olarak
spermatogenezin basarisiz olacag! hipotezini 6ne surmuslerdir (Xu ve ark.,2003).

Ozetle, gen ifadesi epigenetik mekanizmalarla kontrol edilen BRCAL ve BRCA2
genleri, DNA bdtinltgunin korunmasinin yaninda hicrenin mitoz ve mayozu basarili bir
sekilde tamamlamasi i¢in de gereklidir. Butin bu bilgiler 1s1§inda, genlerin
susturulmasinin, 6zellikle DNA fragmentasyonu (izerinden spermatogenezi ve sperm

kalitesini etkileyebilecegi distnulerek teze konu olan hipotez ortaya atiimistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. MATERYAL

3.1.1. Calisma Grubunun Olusturulmasi ve Ozellikleri

Calismaya, Ondokuz Mayis Universitesi Klinik arastirmalar etik kurulundan
alinan izin (KAEK 2012-78) ile Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji
Poliklinigine 2012-2016 yillari arasinda infertilite nedeniyle ile basvuran, goénilli onam
beyaninda bulunmus 131 hasta ve fertilite durumu belli olmayan 4 saghkh gen¢ birey
katildi.

Gonallilerden 2-5 ginlik cinsel perhiz sonrasi mastiirbasyon yoluyla semen
alinarak Androloji Laboratuvarinda WHO kriterlerine gore rutin semen analizi yapildi.
Semen analizinde (Sekil 9) sperm konsantrasyonun 15 milyon/ml’nin, sperm motilitesinin
%32’nin ve sperm morfolojisinin %4’(n altinda olmasi kriterlerine gore oligo-, terato- ve
astheno- zoospermi Ozellikleri gosteren hastalar calismaya dahil edildi. Lokositospermi
go6zlenen, obstruktif ve azoospermik hastalar ¢calisma disinda tutuldu.

Hipotezimize gore, SDF orani disik ve yiiksek bireyler karsilastirilacagi icin
ayrica fertil kontrol grubu olusturulmadi. Semen 6rnekleri karanlk ortamda ve uygun isida
semen analizini takip eden yarim saat icerisinde laboratuvara getirilerek TUNEL testi ve
MSP i¢in hazirlandi.

Sekil 9. Anormal spermatozoolar. Gonilli semenlerinden birinde sperm analizinde rastlanabilecek bazi
morfolojik bozukluklar kirmizi oklarla isaret edilmistir.
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3.2. METOT

Sperm analizi yapilarak hastaya
tani konmasi

Bilgilendirilmis onam

alinmasi

Semen 6rnegdi alinmasi ve érneklerin
calisma icin ayriimasi

TUNEL icin 1ml semenin santrifij
edildikten sonra %3.6
paraformaldehid icerisinde +4°C’de
saklanmasi

1 \’

DNA izolasyonuna kadar
orneklerin -20°C’de saklanmasi

Slayt hazirlanmasi: Semenin SCLB ile yikanarak sperm
-Ekim hicrelerinin ayristiriimasi
-Permeabilizasyon \l,
-isaretleme Ticari kit kullanarak DNA izole
\l/ edilmesi
Slaytlarin TUNEL testine DNA konsantrasyonunun
kadar nemli ortamda dlciilmesi
saklanmasi \l/

\

TUNEL Reaksiyonu
V
v

Floresan mikroskopta DNA MSP
kiriklarinin saptanmasi \l/

DNAnin bisilfit modifikasyonu

\ Agaroz jel elektroforezi
Tum verilerin toplanmasi ve | &—

istatistiksel analiz.

Sekil 10. Metot akis semasi
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3.2.1. TUNEL Testi
SDF analizi, Insitu Cell Death Detection Kit, (Roche Diagnostics, Almanya)

kullanilarak kit protokoline uygun ve daha once yapilan optimizasyon calismalari
dogrultusunda gelistirilerek uygulandi.

On hazirhk:

1) 1ml ejakilat 6rnegi 1.5 ml santrif(lj tlplne alinarak 250 xg'de 10 dakika
sanrifuj edildi.

2) Slpernatant uzaklastirildi ve pelet fosfat-tuz tamponu pH 74
(phosphatetanponlu saline, PBS) eklenerek resuspanse edildi.

3) Ornek tekrar 250 xg'de 10 dakika sanrifiij edilip ve stipernatant uzaklastirildi.

4) Hucrelerin fiksasyonu igin pelet 1 ml % 3,6 paraformaldehid (PFA) ile
resuspanse edildi ve +4°C’de bir hafta saklandi.

Poli L-lizin kapli lamlarin hazirlanmasi

1. Temiz lamlar 1:9 distile su: poli L-lizin igerisinde 5 dakika bekletildi.

2. Lamlar stizuldikten sonra 60°C’de 1 saat etiivde kurutularak kullanima hazir
hale getirildi.

Ekim islemi

1. Lam uzerinde ekim yapilacak alanlar t¢ es cember seklinde hidrofobik kalemle
isaretlendi.

2. PFA icerisinde fikse olmus ornek 250 xg'de 10 dakika sanriflj edilip
stipernatant uzaklastirildi.

3. Pelet, 1-5 milyon/ml sperm olacak sekilde 1X PBS ile resuspanse edildi.

4. Ekim yapilacak alana 10 pl PB-stikroz damlatildiktan sonra Gzerine 300 pl
restispanse 6rnek yuklendi (Sekil 11).

5. Lamlar nemli ortam kabi icerisinde gece boyu +4°C’de saklandi.

6.Ertesi gun slaytlar iki kez beser dakika PBS ile yikanarak ekim sureci

tamamlandi.
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Sekil 11. Hiicrelerin lama ekim islemi.

Pozitif Kontroltin hazirlanmasi:

1. Slayti hazirlanmis normozoospermik orneklerden birisi pozitif kontrol olarak
kullanildi.

2. Hasar olusturmak icin 300 pl PBS igerisinde hazirlanmis 300 mM H202 lam
tzerindeki isaretli alana damlatildi.

3. Slayt 37 °C’de 1 saat etuivde bekletildi.

4. 1X PBS ile 2 kez 1-2 dakika yikand.

Permeabilizasyon:

1. % 0,1 sodyum sitrat, % 0,1 Triton X-100 ¢Ozeltisi ile +4°C’de 10 dakika inkibe

edildi.

2. 1X PBS ile 2 kez 1-2 dakika yikandi.

TUNEL Reaksiyonu: Karanlikta ve dikkatlice yapildi.

1. Nemli ortamda hiicrelerin tutunmus oldugu slaytlar 2 kez 1-2 dakika 1XPBS ile
yikandi.

2. Isik mikroskobunda TUNEL i¢in uygun alanlar belirlendi.

3. Lamlar kurutuldu.

4.1:9:25 Enzim (TdT): Label (dUTP-FITC): Dilution tamponlu olacak sekilde
TUNEL reaksiyon karisimi hazirlandi.

5. Karisima kisa bir vorteks islemi uygulandi.

6. isaretli alanlara dikkatlice 40 pl TUNEL reaksiyon karisimi damlatildi.
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7. Lamlar karanlikta, nemli ortam kabinda 37°C’de 1 saat reaksiyona birakildi.

Goruntileme:

1. Reaksiyon sonrasi slaytlar 1 kez 1-2 dakika 1XPBS ile yikandi.

2. Slaytlar kurutuldu.

3.10 pl kadar DAPI iceren antifade (Antifade Mountant with DAPI, Merck,
Millipore, Almanya) damlatilmis lameller ile TUNEL alanlari kapatildi.

4. Floresan mikroskopta (Olympus BX-51) 40X buyitme ile slaytlar incelendi.

5. UV 15101 altinda uygun filtrelerle DAPI ve FITC sinyalleri géruntulendi.

6. Spesifik olarak isaretlenmis bolgelerde her 6rnek icgin ortalama 500 hicreyi
kapsayacak sekilde DAPI ve TUNEL icin eslenik fotograflar cekildi.

Fotograflarin analizi:

Floresan mikroskopta alinan gorintiler Image J programi kullanilarak her bir
ornek icin en az ug goruntu ve en az 500 hicreyi kapsayacak sekilde sperm hucrelerindeki
DAPI ve TUNEL isaretlemeleri manuel olarak tek tek iki farkli kor gozlemci tarafindan
sayildi. Farkh alanlardaki SDF oranlari asagidaki formule gore hesaplandi ve Excel
dosyasina kaydedilerek ortalamalari ve standart sapmalari hesaplandi.

SDF hesaplama formull (% SDF) = (TUNEL/DAPI)X100

3.2.2. Spermden DNA Eldesi
Sperm analizi yapilmasini takiben laboratuvara getirilen semenin bir kismi DNA

izolasyon calismalarinda kullaniimak Gzere -20°C’de saklandi. Calismaya baslamadan 6nce
dondurulmus 6rnegin 37°C’de ¢6ziinmesi saglandi. Semendeki sperm hicrelerinden DNA
izolasyonu yapilabilmesi igin ilk olarak somatik hicreler uzaklastirildi. Uygulama sonrasi
I6kosit varhigi degerlendirildi ve somatik hcre lizisi / sperm hiicre eldesi verimi gbz 6niine
alindiginda iki kez yikama yapmanin ideal oldugu belirlendi. Daha sonrasinda her 6rnek
icin rutin olarak iki yikama yapildi.

Somatik Hiicre Eliminasyonu:

Semendeki somatik hiicrelerin ayiklanmasi i¢in SCLB (Goodrich ve ark., 2005)
kullanildi.

SCLB: % 0,5 Triton X-100 % 0,1 SDS

1. Cozinmus semen 250 xg’de 10 dakika santrifuj edildi ve supernatant (seminal
plazma) uzaklastirildi.

2. Pelet 1ml PBS ile pipetaj yapilarak ¢6zuldu.
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3. Tekrar 250 xg’de 10dakika santrifuj edilmis ve sipernatant uzaklastirildi.

4. Pelet 1ml SCLB ile restuispanse edildi.

5. Karisim 15ml’lik polipropilen tlpe alinarak 13ml’ye kadar SCLB ile
tamamland.

6. Vorteks yardimi ile karistirildi.

7. Tup buz icerisine gémulerek 30 dakika inkiibe edildi.

8. inkiibasyondan sonra 200 xg’de 15 dakika santrifuj yapildi.

9. Santrifuj sonrasi stiper natanin tamamen aspire edilerek uzaklastirildi.

10. Pelet tekrar 13 ml SCLB igerisinde ¢0ztilerek 30 dakika daha buzda inkiibe
edildi.

11. inkiibasyondan sonra 200 xg’de 15 dakika santrifuj yapildi.

12. Santrifuj sonrasi supernatanin tamamen aspire edilerek uzaklastiriimasi
saglandi.

13. Pelet 200 pl 1X PBS igerisinde ¢ozilmus ve somatik hicrelerin tamamen
uzaklastigindan emin olunduktan sonra DNA izolasyonuna hazir hale getirildi.

Somatik Hucre Varligi Degerlendirmesi

Semende en bol bulunan somatik hcreler I6kositlerdir. Lokositlerin hentz
olgunlagsmamis spermatidler ile karistirimasi muhtemel oldugu icin, myeloperoksidaz
aktivitesi 6l¢imine dayali bir test olan Endtz Testi ile 16kosit varligi incelendi. (Endtz,
1972).

Endz Testin uygulanmasi

1) SCLB ile yikanmis ve PBS igerisinde ¢ozunmus 10 pl 6rnek temiz lam Gzerine
damlatildi.

2) Ornek 10 pl Leucoscreen kit (FertiPro N.V., Belgika) ile karistirilarak lamelle
kapatilip 1stk mikroskobunda gorintilendi.

3) Lokositleri isaret eden kahve renkli hicrelerin pembe renkte boyanan
olgunlasmamis yuvarlak spermatid hiicrelerinden ayirt edilmesi saglandi.

3.2.3. izolasyon
Sperm hiicrelerinden DNA izolasyonu, QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen,
Almanya) ile vicut sivilarina uygun olarak onerilmis protokol dogrultusunda asagidaki
sekilde gercgeklestirildi.
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1.1,5 mI’lik mikrosantrifuj tipu icerisine 20 pl proteinaz yiklendi.

2. Proteinaz iceren tipe 200 pl PBS iginde resiispanse edilmis sperm hicreleri
eklendi.

3.Tupe 200 ul AE tamponu eklendi ve vorteks ile 15 saniye karistirildi.

4. Karisim sicak su banyosunda 56 °C’de 10 dakika inkibe edildi.

5. inkiibasyon sonrasi minifujde spin yapilarak ceperde toplanan damlalarin
cokmesi saglandi.

6. Tupe 200 pl % 100 etil alkol eklendi. 15 saniye vorteks ile karistirildiktan sonra
tekrar spin yapildi.

7. Karisim toplama tiplne yerlestirilmis olan steril kolonlara aktarilarak
8000rpm’de 1 dakika santrifuj yapilarak toplama tiipl degistirildi.

8. Kolona 500 ul AW1 yikama tamponu eklenerek 8000 rpm’de 1 dakika santrifuj
yapildi ve toplama tipl degistirildi.

9. Kolona 500 pul AW2 yikama tamponu eklenerek 13000 rpm’de 4 dakika
santrifuj yapildi.

10. Yikama tamponunun tamamen uzaklastirilmasi icin tekrar maksimum hizda 1
dakika santrifuj yapildi.

11. DNA’yi elde etmek icin steril ve numaralandirilmis 1,5 ml’lik eppendorf
tiplere alinan kolonun tam merkezine 50 pl AE eliisyon tamponu damlatildi ve tuplerin
kapag kapatilarak oda sicakliginda 15-20 dakika bekletildi.

12. 8000 rpm’de 1 dakika santrifuj yapildi.

13. Son kez 8000 rpm’de 1 dakika santriftij yapilarak filtredeki DNA’nin tupe
alinmasi saglandi.

14. Bir sonraki asamaya kadar DNA iceren tipler -20 °C’de saklandi.

DNA Miktar Tayini

Bistlfit modifikasyonuna gecilmeden DNA  konsantrasyonu  o6lgalda.
Modifikasyon icin kullanilacak DNA miktarlari tespit edildi. Bu amagla, Multiskan GO
spektrofotometre (ThermoFisher Scientific) uDrop plate ile 260, 280 ve 230 nm’de
spektrofotometrik oOlcumler alinarak cift zincir DNA konsantrasyonu ve DNA saflig
6lculdd. Bu asamada DNA’y1 kolondan ayristirip elde etmek icin kullanilan AE tamponu
kor olarak okutuldu.
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3.2.4. izole Edilen DNA’larin Bisiilfit Modifikasyonu

MSP o6ncesinde bilimsel calismalarla basarisi desteklenmis ticari bir kit ile (EZ
DNA, Zymoresearch, USA) bisilfit modifikasyonu vyapildi. Bu modifikasyon,
metillenmemis sitozinlerin urasile donisuminid saglamaktadir (Sekil 6). Modifikasyon
sonrasi, metillenmis sitozinlerde herhangi bir degisiklik olmaz ve bdylece MSP sonrasi
metilenmis ve metillenmemis diziler ayirt edilebilir. Calismada DNA’larin bisulfit
modifikasyonu icin 200-500 ng DNA ve pozitif kontrol olarak in vitro metillenmis DNA
(IVD), Negatif kontrol olarak, BRCA1 ve BRCA2 geni i¢in metillenmemis oldugu tespit
edilmis insan DNA’sI ve null olarak da su kullanildi.

Bistlfit modifikasyonuna baslamadan 6nce CT donlsim reaktifi ve yikama
tamponu kitin protokoliine uygun sekilde asagidaki gibi hazirlandi. Modifiye edilmis
DNA’lar PCR isleminde kullanilincaya kadar -20 °C’de saklandi.

Protokol:

1. Numaralandirilmis steril 0,5ml’lik PCR tiplerine 250 ng DNA ve 5ul M-
Dilution tampon eklendi ve hacim su ile 50 pl’ye tamamlanarak pipetaj yardimiyla iyice
karistirildi.

2. Tupler, 37°C etiivde 30 dakika inkiibasyona birakildi ve bu sirada CT Déniistim
reaktifi hazirlandi.

CT Donusum Reaktifinin hazirlanisi: Reaktifin bulundugu 151k gecirmez
kahverengi tupe 750ul DNAz RNAz icermeyen su ve 210 pl M-Dilisyon tampon
eklenerek 10 dakika boyunca vortex yardimiyla karistirildi.

3. 37°C’den alinan tiplere hazirlanan reaktiften 100’er pl eklendi ve karistirildi.
Bu islemin karanlikta yapilmasina dikkat edildi.

4. Karisim tlpleri etiive alinarak 50°C’de karanlikta gece boyu (12-16 saat)
bekletildi.

5. Sabah etiivden alinan ornekler buz icerisinde 10 dakika buzla temas edecek
sekilde inkubasyona birakildi.

6. Numaralandiriimis kolonlar toplama tipine takilarak icine 400ul M-Binding
tamponu yuklendi.

7. M-Binding tampon yuklenmis kolonlarin Uzerine inkibe edilen Ornekler
eklenerek tiiplerin 15 saniye kadar ters-diiz edilmesi suretiyle karistiriimasi saglandi.
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8. 10000 xg maksimum hizda (=10000 xg) 30 saniye santrifuj yapilarak toplama
tipd yenilendi.

9. Kolona 100 pl M-Yikama tamponu yiklendi ve 30 saniye maksimum hizda
santrifuj yapildi.

10. 200 pl M-Desulfonasyon tamponu yiklenen kolonlar en az 20 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi.

11. inkiibasyon sonunda maksimum hizda 30 saniye santrifuj yapildi.

12. Kolonlara 200 pul M-Wash tampon yiklendi ve maksimum hizda 30 saniye
santrifuj yapildi.

13. Yikama islemi 200 pl M-wash tampon ile 30 saniye maksimum hizda santrifuj
yapilarak tekrarlandi ve ardindan herhangi bir tampon eklenmeden tekrar 30 saniye daha
maksimum hizda santrifuj yapilarak yikama tamponunun tamamen uzaklastiriimasi
saglandi.

14. Steril ve numaralandirilmis Eppendorf tuplere yerlestirilen kolonlarin tam
ortasina 11l M-elution tampon yiklendi ve 20 dakika oda sicakliginda bekletildi.

15. inkiibasyonun ardindan tiipler maksimum hizda 30 saniye santrifuj edilerek
modifiye edilmis DNA’nin elue edilmesi saglandi.

16. Uriinler PCR yapilana kadar kisa siire igin +4 °C’de, uzun siire igin -20°C’de
saklandi.

3.2.5. Metilasyona-Spesifik PCR

Bisulfit modifikasyonu sonrasinda biri metilasyona spesifik primer kullanilarak
digeri ise metilasyona spesifik olmayan primerler kullanilarak iki farkli reaksiyon yapildi.

Reaksiyon, dnceki ¢alismalarindan edinilen deneyimler dogrultusunda (Yegin ve
ark., 2013) standardize edildi. PCR icin pozitif kontrol olarak tam olarak metillenmis insan
DNA standarti I\VD, negatif kontrol olarak ise deiyonize su (ddH-0) kullanildi.

Kullanilan Primerler

1. BRCAL geni i¢in metilasyona spesifik primer ¢ifleri: 5-F: TCG TGG TAA
CGG AAA AGC GC-3' ve 5-R: AAATCT CAA CGA ACT CAC GCC G-3;;

2. BRCAL1 geni icin metilasyona spesifik olmayan primer ciftleri 5-F: TTG GTT
TTT GTG GTA ATG GAA AAG TGT-3' ve 5-R: CAA AAA ATC TCA ACA AACTCA
CAC CA-3' (Esteller ve ark., 2000).
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3. BRCAZ2 geni igin ise metilasyona spesifik primer ¢iftleri: 5’-F: GAC GGT TGG
GAT GTT TGA TAA GG-3've 5-R: AAT CTA TCC CCT CAC GCT TCT CC-3;

4. BRCAZ2 geni icin metilasyona spesifik olmayan primer ciftleri: 5-F: AGG GTG
GTT TGG GAT TTT TAA GG-3' ve 5-R: TCA CAC TTC TCC CAA CAA CAA CC-3
(Hilton ve ark., 2002).

Cogaltilan Bolgeler

Kullanilan primerler ile asagida ilgili gen bolgelerinin  metillenmis ve
metillenmemis olmasi durumunda FASTAformatinda verilen dizilerde sari ile isaretli

bolgelerin ¢cogaltilmasi saglandi. Alti cizili olan diziler primer baglanma bdélgeleri, sari ile

isaretli alanlar cogaltilan hedef bolgeyi gostermektedir.
BRCAL metilenmis: 75b¢

1441
1501
1561
1621

1441
1501
1561
1621
1681

54481
54541
54601
54661
54721
54781
54841
54901
54961

54601
54661
54721
54781
54841
54901
54961

gagccccgag agacgcttgg
cgtattctga gaggctgctg
gcgggaatta cagat aaatt
ggacggggga caggctgtgg

ctctttctgt
cttagcggta
aaaact gcga
ggtttctcag

BRCAL metillenmemis: 86 bg

gagccccgag agacgcttgg
cgtattctga gaggctgctg
gcgggaatta cagat aaatt

ggacggggga caggctgtgg
caccctctgc tctgggtaaa

BRCA2 metillenmemis

tttcataggt

gaaagggat g
gactcttaag

cccaggt cgt

ggggacttgg
ggt cagcgag

t act gacggt
gcggcccacc
acgt ggccag
ct gt ggcact
cgggagaagc

t gggat gcct
caggcct gac
cgcgggettg
gct gcgectc
gt gaggggac

ctctttctgt
cttagcggta
aaaact gcga
ggtttctcag

ggt agt agag

: 337 be

gt cccgaggg
agt aggcat a

aagagaacac
gacaaggaat

ttccgggt gg
t ggcgcgagce
t gct gcgect
agatttgtga

Caaaaaagaa

ctgcgect ct

ggagcgggt t

BRCAZ2 metillenmis: 250 bg

gact cttaag
t act gacggt

ggt cagcgag
t gggat gcct

aagagaacac
gacaaggaat

gcggcccacc
acgt ggccag
ct gt ggcact
cgggagaagc

caggcct gac
cgcgggcettg
gct gcgect e
gt gaggggac

ttccgggt gg
t ggcgcgagce
t gct gcgect
agatttgtga

Caaaaaagaa

ct gcgect ct

ggagcgggtt
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ccctcccatc
gccccet t ggt

ctgcgcggcg

ctctgattgt
ttccgtggca

accttgattt
acggaaaagc

t gagct cgcet

gagacttcct

at aact gggc

ccctcccatc
gccccttggt

ccctgegetce

ctctgattgt
ttccgtggca

aggaggcctt

accttgattt
acggaaaagc

ctgcgceggeg

t gagct cgct

gagact t cct

at aact gggc
t cccgggaaa

cgcccaccca
ggggcggece
acactccagc
ttcctttcge
t gcgt gt get
ttct gaaact
cgggtgtctt
ccggegeggt
agt ggt ggt g

acactccagc
ttcctttcge
t gcgt gt get
tt ct gaaact
cgggtgtctt
ccggegeggt
agt ggt ggt g

ccctgegetce
gggacagggg

aacat gagct
ct ccaagcag

aggaggcctt
gcccaagt ga

ggagcaaaaa
ggt ggcctgg

tccegettta
cacact gaga
gcgtgtcgeg
aggcggcaga
ttgcggegat
ttttgtcagce
gt agt gggt t

tccegettta
cacact gaga
gcgtgtcgeg
aggcggcaga
ttgcggeggt
ttttgtcagc
gt agt gggt t

ttcggtcaga
aat acccgca
t cacggcgtc
ggcggagecg
gggt cgccge
ttactccggc
gggacgagcg

ttcggt caga
aat acccgca
t cacggcgt c
ggcggagecg
gggt cgcegce
ttactccggce
gggacgagcg



Reaksiyon Karisimi:

Reaksiyon karisimi, 6rnek basina toplam 25ul’likhacimdeasagidaki gibi
hazirlandi.

1. 1X PCR tamponu

2. 0,25 mM dNTP karisimi (Zymo research, ABD)

3. 0,5 mM primer ileri

4. 0,5 mM primer Geri

5. 2 unite Taq Polimeraz (Zymo research, ABD)

6. Su

7. 2 ul (Yaklasik 5-10 ng) bistlfit modifiye DNA

Reaksiyon Kosullari

BRCAL geni icin metilasyona spesifik ve metilasyona spesifik olmayan
primerlerle ayri ayri olmak Uzere her iki reaksiyon icin de asagida belirtilen ayni kosullar
uygulandi. Ancak, BRCA2 geninin amplifikasyonunda metilasyona spesifik ve metilasyona
spesifik olmayan primerlerle yapilan reaksiyonlarin birlesme sicakliklari farkl oldugu icin
ayri reaksiyonlar kuruldu.

BRCAL Metillenmis ve Metillenmemis bélge spesifik reaksiyon kosullari:

94°C’de >4 dakika

94°C’de—>30 saniye

54°C’de—> 45 saniye 38 dOngl

72°C’de—>45 saniye

72°C’de>5 dakika =

BRCAZ2 Metile Spesifik Reaksiyon Kosullari:

94°C’de -5 dakika

94°C’de—>30 saniye

62°C’de—> 30 saniye  p= 40 dOngu

72°C’de—>30 saniye

72°C’de—>7 dakika

—
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BRCA2 Metillenmemis bolge Spesifik:
94°C’de -5 dakika
94°C’de—>30 saniye
56°C’de—> 30 saniye  g= 40 dOngu
72°C’de—>30 saniye
72°C’de—>7 dakika

oy

3.2.6. Agaroz Jel Elektroforezi
Metillenmis ve metillenmemis bolgeye spesifik primerlerle yapilan reaksiyonlarda

amplifikasyon olup olmamasina gore degerlendirme yapildi. Bu amacla Tris-Borik asit-
EDTA (TBE) tamponunda %0,1 Etidyum Bromir (EtBr) ile hazirlanmis %2’lik agaroz jel
kullanildi.  Kuyucuklara yiikleme boyasi ile birlikte 30 pl PCR Urund, negatif ve pozitif
kontroller ile bir kuyucuga DNA standarti olarak kullanilan ve farkli uzunluklarda hazir
DNA iceren belirte¢ (GenerULER 50bp Ladder, Thermo Fisher Scientific, ABD)
yuklendi. 130 volttaki elektrik akiminda 1 saat ydratuldikten sonra bantlar VILBER
LOURMAT Quantum Jel goruntileme sisteminde UV altinda goruntulendi ve CAPT
yazilimi ile bilgisayar ortamina aktarilarak analiz edildi. Metile primerin kullanildig
reaksiyonda kuvvetli 1sima olmasi, burada reaksiyon gerceklestigini ve gende metilasyon
oldugunu gosterdi.

3.2.7. Istatistiksel Degerlendirme

Calismadan elde edilen verilerin analizi istatiksel paket programi SPSS kullanilarak
yapildi. Verilerin normal dagihp dagiimadigi test edildikten sonra parametreler arasindaki
asosiasyon X? veya Fisher exact test kullanilarak degerlendirildi. Farkli gruplarin
parametrelerini karsilastirmak icin ANOVA, Mann-Whitney U testi ve kullanildi. Sonuclar

istatiksel yontemlerle degerlendirilerek hipoteze uygunluk bakimindan test edildi.
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4. BULGULAR

Tez calismasi kapsaminda, 2012-2016 yillari arasinda yaslari 23-47 arasinda
degisen 135 bireyden semen Ornegdi alinmistir. Bu semenlerden hazirlanan bazi
orneklerin kontamine olmasi ve bazi hastalarda da yuvarlak spermatid sayisinin ¢ok
yiksek olmasi dolayisiyla yaniltici sonuglar elde edilebileceginden sadece 79’unda
TUNEL Testi ile SDF o6lgulmus (Sekil 10) ve bu bireyler calismaya dahil edilmistir.
Calisma grubundaki 79 bireyin altisi normozoospermik (NS), geri kalan 73 birey,
idiyopatik +oligotasthenozxterato-zoospermiktir (IP). Normozoospermik bireylerden ikisi
infertilite sikayetiyle klinige basvurmustur ancak kadin faktort belli degildir. Kalan dort
normozoospermik birey gen¢ ve saglikli erkekler olup fertilite durumu belli degildir.
Belirtilen iki temel grup icin yaslar farklilik géstermemistir (T - testi, t=-1,94, df=77,
p=0,056).

-
-

Sekil 10. TUNEL FITC-DAPI goriintisi. Mor renkli hiicreler DAPI ile isaretlenmis hiicrelerdir. Yesil ile
isaretlenmis olanlar, DNA’daki kiriklari isaret eden FITC pozitif hicrelerdir (A: SDF orani
disuk (%15,6) olan bir 6rnekte (OAT63) DAPI ile isaretli hiicreler, B: A’daki preperatin uygun
filtre ile FITC isaretleri C: A ve B’nin ortustirilmis (merge) goruntiisi. D: SDF orani yiksek
(%28,1) olan bir 6rnekte (OAT67) DAPI ile isaretli hiicreler, E: D’deki preperatin uygun filtre
ile FITC isaretleri F: D ve E’nin drtastirilmis (merge) gorinttsu. 1X40 biyitme.

SDF olcimi yapilan 79 bireyde yapilan molekiler calismalar sonucunda,
64’0nin BRCAL, 56’sinin BRCA2 metilasyon durumu degerlendirilebilmistir. BRCA1

geni icin yapilan MSP (Sekil 11) sonuclarina gore, 64 6rnegin 44’0 (%68,75) metillenmis
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iken, 20’sinin (%31,25) metillenmemis oldugu gorildi. BRCA2 geni igin yapilan MSP
(Sekil 12) sonuclarina gore ise 56 drnegin 18’i (% 32,14) metillenmis, 38’i (% 67,86)
metillenmemis olarak degerlendirildi. Ortak verisi olan 56 bireyin 31’inde (%55,36)
genlerden biri metillenmisken digeri metillenmemis, 14’inde (%25) her iki genin de

metillenmis ve 11 bireyde (%19,64) her iki genin de metillenmemis oldugu saptanmistir.

VD ddH.O L101 OAT1 OAT2

QAT3

Sekil 11. BRCA1 geni icin MSP sonrasi agaroz jel elektroforezi. Pozitif kontrol olarak in vitro
metillenmis insan DNA’sI (IVD) Negatif kontrol olarakM: Metillenmis, U: Metillenmemis
L: 50b¢’lik leader. Metillenmis drnekler 75 bg, metillenmemis olanlar 86 b¢. uzunluktadir.

ddH,0 IVD LI01 OATI 0AT2 0OAT2 OAT3

Sekil 12. BRCAZ2 geni icin MSP sonrasi agaroz jel elektroforezi. Pozitif kontrol olarak in vitro metillenmis
insan DNA’sI (IVD) Negatif kontrol olarakM: Metillenmis, U: Metillenmemis L: 50bg¢’lik

leader. Metillenmis érnekler 250 bg, metillenmemis olanlar 337 bg. uzunluktadir.
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Tum gruplar birlikte degerlendirildijinde SDF, %6,7 ile %38,9 arasinda
degismekte olup ortalama, %31,5tir (Tablo3). NS ve OAT gruplari arasinda SDF giglii bir
sekilde farklilik gostermektedir (T - testi, t=-3,70, df=77, p<0,001).

Tablo 3. Tanimlayici istatistiksel veriler

Degiskenler N Min-Max Ortalama Std. Hata
Yas 79 23-47 31,5 0,61
SDF 79 6.7-38,9 21,79 0,86
Volim 79 1-8 2,93 0,13
Konsantrasyon 79 0.5-48,0 7,64 1,01
Motilite 79 2-65 29,29 1,81
Morfoloji 79 0-8 2,95 0,22
Vitalite 59 12-56 40,17 1,40

IP’leri kendi i¢inde astheno (A), oligo (O), oligoterato (OT), oligoastheno (OT) ve
oligoasthenoteratozoospermik (OAT) olarak farkli gruplara ayrilarak da SDF agisindan
degerlendirildi (Tablo 4).

Tablo 4.Calisma gruplarina gére SDF’nin durumunu gésteren tanimlayici veriler (N: Normozoospermik, A:
Asthenozoospermik, O: Oligozoospermik, OA: Oligoasthenozoospermik, OT:

Oligoteratozoospermik, OAT: Oligoasthenoteratozoospermik bireyler).

Gruplar N (%) Min-Max Ortalama Std. Hata
N 6 (7,6) 6,7-229 11,20 2,44

A 2(2,5) 22,7-28,1 25,4 2,7

@) 11 (13,9) 9-33,5 17,66 2,27

OA 5(6,3) 20,5-36,8 26,29 2,81

oT 3(3,8) 12,7-27,8 19,99 4,37
OAT 52 (65,8) 10,4-38,9 23,14 0,98

Kisaltmalar: N,  Normozoospermik; A,  Asthenozoospermik; O, Oligozoospermik;  OA:

Oligoasthenozoospermik; OT, Oligoteratozoospermik; OAT, Oligoasthenoteratozoospermik bireyler.
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Semen parametrelerine gore SDF degerlendirildiginde, SDF’nin konsantrasyon,
motilite ve morfoloji lzerinde dnemli etkisi oldugu goruldu (Tablo 5). Sigara kullanim
verileri istatistige dahil edildiginde hicbir parametreyle iliskili bulunamadigi icin tabloda

yer verilmemistir.

Tablo 5.SDF’nin semen parametreleriyle ve yasla olan iliskisi. Yalnizca Yas ve SDF normal dagilim
gosterdigi  icin  diger parametreler, Spearman’s rho korelasyon analizi ile

degerlendirilmistir.

Degiskenler Yas SDF Volum  Konsantrasyon Motilite Morfoloji  Vitalite
Yas* (79)
SDF*(79) r=0,13
p=0,240
Volum(79) r=0,09 r=0,20

p=0,454 p=0,074
Konsantrasyon(  r=-0, 10 r=-0,24 r=-0,10

) p=0,378 p=0,034 p=0,394

Motilite(79) r=-0,27 r=-0,25 r=0,14 r=0,34
p=0,017 p=0,024 p=0,230 p=0,002

Morfoloji(79) r=-0,14 r=-0,24 r=-0,02 r=0,49 r=0,66
p=0,208 p=0,030 p=0,876 p<0,001 p<0,001

Vitalite (59) r=-0,04 r=0,07 r=0,10 r=0,28 r=0,96 r=0,39
P=0,741 p=0,610 p=0,436 p=0,032 p<0,001 p=0,002

*Pearson Cor.

SDF Uzerinde BRCAL, BRCA2 ve her iki genin birlikte etkilesiminin etkili olma
durumlart Genellestirilmis linear Mixed Model (GLMM) analizi ile kontrol edildi. Bu
analizde hastalar random faktor, genler ve her iki genin birlikte etkilesimi fiksed faktor
olarak analize dahil edilmistir (Tablo 6). Butin gruplar birlikte degerlendirildiginde
metilasyonun SDF (zerinde bir etkisi olmadigi gorildi. Ancak, normozoospermik
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bireyleri calisma disinda birakarak OAT grubu igerisinde bu testi uyguladigimizda BRCAL
geni metilasyonunun SDF ile negatif yonde bir iliskisi oldugu goruld.

BRCAL ve BRCA2 genleri metilasyonu agisindan semen parametreleri arasinda
herhangi bir fark gorilmedi (T - test, sirasiyla t=-1,65, df=62,p=0,103;t=0,86,df=54,
p=0,396).

Tablo 6. SDF ile BRCA1 ve BRCA2 genleri metilasyonunun iliskisi (GLMM Modeli).

Faktorler Varyasyon Standart hata t p
katsayisi

N+OAT OAT N+OAT OAT N+OAT OAT N+OAT OAT

Model 28,81 26,63 6,24 5,78 3,98 4,62 <0,000 <0,001
BRCAL (M) -4,71  -561 2,78 266 -1,70 -2,11 0,094 0,039
BRCA2 (M) -0,89 -2,7 4,53 420 -120 -0,64 0,845 0,523

BRCA1*BRCA2 2,25 -0,70 521 6,04 0,74 -0,12 0,461 0,908

Kisaltmalar: N: Normozoospermik OAT: £Oliogo+Astheno+Terato-zoospermik

Testleri daha anlamli kilmak (zere, belirli bir SDF oraninin “hasarli” olarak
degerlendirilebilmesi icin bir esik degeri tespit etmek amaciyla ROC analizi yapildi (Sekil
13). Testin 6zgulligu (0,86) ve duyarlihgi (0,83) degerlendirildiginde, SDF icin esik degeri
(cut-off point) %12,95 olarak belirlendi. Bu esik degerin altinda SDF gosterenler
“Normal”, tstinde SDF gosterenler “Hasarli” olarak kabul edilmistir. Bu gruplar arasinda
BRCAL ve BRCA2 genleri metilasyonu acisindan bir iliski bulunamadi (sirasiyla Pearson
Chi-square; BRCAL, p= 0,884; BRCA2, p=0,199). BRCA1 metilasyon verileri olan 64
bireyden hasarli olanlarin % 69,1°i (38 birey) metillenmis durumda iken normal kabul
edilen bireylerin %9,4°l (6 birey) metillenmis durumdadir. BRCA2 metilasyon verileri olan
56 bireyden normallerin %12,5i (1 birey) metile iken hasarl grupta bireylerin %30,4’l

(17 birey) metillenmis olarak bulundu.
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Sekil 13. SDF testinin ROC egrisi.

ROC egrisine gore hasarli ve normal grup semen parametreleri bakimindan
karsilastirildiginda hasarli ve normal sperme sahip birey gruplari arasinda yas faktori etkili
degildir (Kruskal Wallis testi, p= 0,226). Semen parametrelerinden volim ve vitalite
hasarli ve normal gruplar arasinda farklhilik gostermemisken konsantrasyon, motilite ve

morfoloji iki grup arasinda énemli derecede farkli oldugu gorulmustir (Kruskal Wallis

testi sirasiyla; p=0,002, p=0,001; p=0,009) (Sekil 14).
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Sekil 14. Hasarl ve normal grupta semen parametreleri arasindaki fark.

Normozoospermik grupta esik degere gore “hasarl” kabul edilen u¢ deger (28,1)
cikarilarak yapilan linear regresyonda SDF ile voliim arasindaki pozitif (R?= 0.74, n=5),
motilite arasindaki negatif iliski (R? = -0,39, n=>5) dikkat cekicidir.
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5. TARTISMA

Genetik ve epigenetik degisiklikler, infertilitenin énemli nedenleri arasindadir.
Idiyopatik olgularda etiyolojisi, yas, post testikiiler organlarin fonksiyonu, infektif ajanlar,
genetik faktorler, mitokondri yapisi, hormonal farkhiliklar ve cevresel Kirlilikten
etkilenebilmektedir. Hastaligin patogenezinde, artan reaktif oksijen tirleri ve apoptoz
stireci olduk¢a énemlidir (Cavallini, 2015).

SDF, hastaligin etiyolojisini anlamada ve konsepsiyon basarisini artirmada énemli
bir belirtectir (Evgeni ve ark., 2014). Tez calismasindan elde edilen bulgular, énceki
calismalari biyiik 6lciide destekler niteliktedir. infertilitenin karmasik etiyolojisinden
dolayi, olgularinin énemli bir kisminda asil neden bilinememektedir. Calismamizda,
TUNEL Testi ile analiz edilen SDF’nin sperm Kalitesini dnemli Olcude etkiledigi
gorulmektedir.

Alshahrani ve arkadagslari tarafindan yapilan ¢alismada 40 yas Ustl erkeklerde
SDF’nin 6nemli 6lgude arttigi sonucuna ulagmistir (Alshahrani ve ark., 2014). Bir baska
calismada, yas ortalamasi 36 ve 39 arasinda degisen farkl gruplarda akim sitometri ile
yapilan TUNEL testte “brighter SDF” olarak tanimlanan gérece hafif SDF’nin ise yastan
ve semen parametrelerinden bagimsiz oldugu ve bu orana sahip hicrelerin canliligini
korudugu icin infertilite degerlendirmesinde 6nemli bir yeri oldugu vurgulanmistir
(Muratori ve ark., 2015a). Tez calismasinda, SDF’nun yas ile anlamli bir iliskisi
bulunmamistir. Bu sonugta, hastalarin yas gruplarinin birbirine oldukca yakin olmasinin
etkili olmus olabilecegi dusunulmektedir. Ayrica, bu durum SDF’nin artisinda farkl
toplumlarda ve kulturlerde cevresel faktorlerdeki farkliliklarin ve yasa bagli olarak
olumsuz etkilenmesinde hangi yas araliginin daha belirleyici oldugu konusunun oldukca
varyasyonel olabilecedi seklinde aciklanabilir. Oyle ki, yas, obezite, cep telefonu
radyasyonu ve mesleki stresin sperm DNA hasari Uzerinde belirgin bir etkisi oldugu
gosterilmistir (Radwan ve ark., 2016).

lleri yas yani sira cevresel toksinler ve Kirleticiler, ilaclar, kemoterapi veya
radyasyon, atesli hastalik, varikosel, ve sigara kullanimi SDF'yi artirabilecek faktorler
olarak onerilmistir (Agarwal ve ark., 2016). Sigara kullaniminin ROS'un olusumuna,
epigenetik yollarla gen ifadesinde degisikliklere ve germ hcrelerinin apoptozuna neden
olmasi sebebiyle infertilite riskini artiracagi dusunilmektedir (Esakky ve Holey, 2016).
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Yapilan bir meta analizde sigara kullanma, azalmis sperm sayisi, motilite ve morfoloji ile
iliskili bulunmustur (Sharma ve ark., 2016). Bir baska ¢alismada, giinde 10 sigaradan fazla
icen gruptaki erkeklerde sperm motilitesinin sigara icmeyenlere gére anlamli olarak
azaldigi gozlenmistir. Ayrica bu grupta, bes yildan daha kisa suredir sigara icen bireylerin
semen parametrelerinde sigara icilmeyen grup ile kiyaslandiginda anlamli bir fark
gozlenmezken, 5-10 yildir sigara i¢enlerin oldugu grupta spermlerin progresif motilitesinde
belirgin azalmalar oldugu goérilmastur. On yildan uzun sire sigara icenlerde ise semen
konsantrasyonu, sperm sayisi ve motilitenin azaldigi belirlenmistir. Calismamizda sigara
kullanan ve kullanmayan bireylerde SDF bakimindan anlamli bir fark olmamasinin,
hastalarin sigara kullanim stresi ve sikligi hakkinda yeterli veriye ulasilamamasi ile
iliskilidir. Toplumsal baskilar nedeniyle sigara ve alkol kullanimi gibi bilgilerin cok dogru
elde edilemeyecegi durumu goz 6ntinde bulundurulmalidir. Oyle ki semen érnegdi alinan
bireylere uygulanan ankette katilimcilarin hepsi alkol kullanmadigini sdylemistir. Ayni
zamanda bu iliskinin gorilmemesi bu gruptaki bireylerde SDF’nin oksidatif stresten ziyade
genetik mekanizmalarla da kontrol ediliyor olabilecegini distindurmelidir.

ROS, semen Kalitesi ile iliskilidir ve ROS testlerinin idiyopatik infertilitesi olan
hastalarda kullanilmasi 6nerilmektedir (Agarwal ve ark., 2014a). Sonucglara gore semen
voliimu artis ile SDF arasinda istatistiksel agidan anlamli olmasa da pozitif yondeki egilim
(p=0,074) semende artmis ROS’un bir 6l¢ide SDF’na neden olabilecegi
dustindurmektedir. Yapilan calismalar, %13 seviyelerine kadar “normal” olarak kabul
ettigimiz SDF’nin, semende dogal olarak bulunan ROS olabilecegini dustindurmektedir
(Agarwal ve Majzoub,2017).

Son on yilda, anormal sperm morfolojisi ile DNA hasarinin iliskili oldugunu
gosteren bircok calisma yapiimistir. Farkli semen parametrelerine gore gruplanmis, yaslari
20-40 arasinda degisen 500’den fazla bireyin dahil edildigi calismada SDF ile sperm
motilitesi, morfolojisi ve canliliginin negatif yonde kuvvetli iliskisi gosterilmistir (Varshini
ve ark., 2012). Brahem ve arkadaslar (2012) yaptiklari calismada biyuk basl ve ¢ok
kuyruklu sperm olan oOrneklerde daha yuksek oranda DNA hasari tespit etmislerdir.
Akridin turuncusu (Acridine orange, AO) ile tespit edilen sperm DNA hasarinin bitin
semen parametreleriyle iliskili oldugu, en kuvvetli etkinin de motilite ve morfoloji

Uzerinde oldugu dikkat cekicidir (Liu ve ark., 2013). Ancak, baska bir ¢alismada
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astenozoospermik olgularda, oligo- ve teratozoospermik olgulara gore istatistiksel olarak
daha yiksek SDF saptanmisken anormal morfoloji ile SDF arasinda anlamli bir iliski
goralmemistir (Belloc ve ark., 2014b). Calismamizda, elde ettigimiz bulgulara gére SDF
en gucli negatif iliskiyi motilite Uzerinde g0sterirken morfoloji ve sperm
konsantrasyonunun da 6nemli iliskisi bu verilerle blyik olciide Ortismekte ve spermin
konsepsiyon potansiyelini gésteren en anlami parametre olan spermatozoa morfolojisinin
oksidatif denge ile arasinda direk bir iliski oldugu savi (Agarwal ve ark., 2014b) da
bulgularimizca desteklenmektedir. Bu sonuclardan yola cikilarak, spermde herhangi bir
sekilde meydana gelen DNA hasarinin sperm parametrelerini etkileyebilecek siddete ve
infertiliteye neden olabilecegi gorilmektedir.

Calisma grubumuz icerisinde kadin faktéri tanimlanmamis ve fertilite sikayeti
olan bir normozoospermik birey yiksek SDF (%28,1) gostermistir. Belloc ve arkadaslar
(2014a) tarafindan yapilan bir calisma da normozoospermik bireyler icerisinde
kiicimsenmeyecek bir oranin (%5) yiiksek SDF tasidigini gostermistir. Normozoospermik
bireylerdeki durum, Simon ve arkadaslarinin (2014) calismasiyla detaylandiriimistir.
Grubun elde ettigi verilere gore, yardimci Ureme tekniklerinden yararlanan ciftlerde
erkeklerin %59’u normozoospermiktir ve bireylerin COMET testine gore % 24’(inde,
TUNEL testine gore %40’inda ylksek sperm DNA hasari vardir (Simon ve ark., 2014).
Bungum ve arkadaslari (2011), idiyopatik infertilitenin % 40'inin artmis DNA hasari ile
iliskili olabilecegini ve SCSA ile 6lciilen DNA fragmentasyon indeksinin (DFI) %30°dan
biylk olan hastalarin dogrudan IVF / ICSI tedavisine yonlendirilmesi gerektigini
Ongormektedir.

Yardimci ureme tekniklerindeki basarida da sperm DNA kalitesinin dnemi ¢esitli
calismalarla desteklenmistir. Yiksek SDF seviyelerinin, embriyonun blastosist evresine
ulasmasi icin gecen zaman ile korelasyon gosterdigi ve ICSI prosediriyle gebelik elde
etme olasiligi ve embriyo gelisim dinamikleri, dolayisiyla da gebelik sonuglarini olumsuz
etkiledigi gosterilmistir (Wdowiak ve ark., 2015). Bareh ve arkadaslari (2016)
aciklanamayan tekrarli distklerde erkeklerin kontrol grubuna gore oldukca yiksek sperm
DNA hasari oldugunu belirtirken ayni sekilde, Simon ve arkadaslari (2017) tarafindan
yardimci Ureme tekniklerinden yararlanan ciftlerin basarisinda, disik sperm DNA

hasarinin olumlu etkisi oldugu dogrulanmistir.
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Genis kapsamli derlemelerinde, Gunes ve arkadaslari (2016) spermatozoa'daki
epimutasyonlarin, oligozoospermi, anormal sperm morfolojisi ve azalmis ilerleyici
hareketlilik ile iliskili olabilecegine deginmistir. Genom capinda demetilasyon ve
remetilasyon sureci, germ hattinda meydana gelir (Gunes ve ark., 2016). Erkek germ
hlcrelerinde, remetilasyon, prenatal mitozdan sonra baslatilir ve postnatal pakitende
tamamlanir (Kuhtz ve ark., 2014). Sperm DNA'sinin ve epigenetik bitunligin semen
parametreleriyle birlikte degerlendirilmesi infertilite olgularinda daha iyi tani ve
prognostik deger saglayabilir. Bu distinceden yola ¢ikilarak varikoselli hastalarda yapilan
calismada, varikoseli olan bireylerde semen parametrelerindeki dustkligin yani sira bu
Kisilerde ROS pozitif, protamin eksikligi olan, DNA hasari yiksek spermlerin oraninin
daha cok, spermde global DNA metilasyonunun daha disik oldugu gosterilmistir
(Bahrenian ve ark., 2015). Arastirmacilar, SDF ile negatif korelasyon goésteren DNA
metilasyon oranini, metillenmis DNA bdlgelerinin DNA hasarina daha az egilimli olacagi
veya hasarli bolgelerin daha az metillenebilecegdi hipotezleriyle aciklamislardir (Bahrenian
ve ark., 2015). ikinci hipotez, Tunc ve Tremellen’in (2009) sperm DNA metilasyonu ve
sperm DNA fragmentasyonu ile seminal ROS dretimi arasinda belirgin bir negatif
korelasyon gozlemi yaptiklari ¢alismaya dayandiriimistir (Tunc ve Tremellen, 2009). Yeni
bir calismada, kromozomal yeniden diizenlemesi tespit edilen erkeklerde global metilasyon
diizeyinin kromatin deprotaminasyonu ve sperm DNA fragmentasyonu ile negatif iliskili
oldugu ve kontrol grubunda da kromatin instabilitesi arttik¢a, hipermetile genoma sahip
sperm sayisinin arttigi gosterilmistir (Olszewska ve ark., 2017). DNA metilasyon aracili
genomik imprinting, gametogenez sirasinda déllenmeden 6nce yapilir. Erkek infertilitesi
olan hastalarda paternal ve maternal imprintlenmis genlerin metilasyon anormallikleri
cesitli calismalarla bildirilmistir (Cui ve ark., 2016; Gunes ve ark., 2016). Spermatogenezle
iliskili genlerdeki metilasyon dizenlemelerine baktigimizda, Gunes ve arkadaslarinin
(2016) derlemesine gore, H19, DAZL, TDMR, MTHFR, CREM, MEST genlerinin
metilasyon farkliliklarinin oligozoospermi, azoospermi ve OAT ile iliskili olabildigi
gortilmektedir. Tez kapsaminda elde edilen bulgulara gbre de semen parametreleri,
SDF’den olumsuz yonde etkilenmekte ve farkli genlerin farkli metilasyon paterni
sergiledigi ve BRCAL geni metilasyonunun anormal semen parametrelerine sahip grupta
artan SDF ile negatif korelasyon gosterdigi bulunmustur.
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Akim sitometrisinde yapilan TUNEL testinde DNA fragmentasyon oranlarinin
kanser olan grupta kanser olmayanlara gore daha yiiksek oldugu gibi ilging bir bulgu da
vardir (Tamburrino ve ark., 2015). Bu tez calismasinin diger énemli bir amaci, DNA
batinlagunin korunmasinda ve bir ¢ok kanser tipinde etkin rol oynayan (Roy ve ark.,
2012) BRCAL ve BRCAZ2 genlerinin SDF uzerinde etkili olup olmadiklarini arastirmakti.
Arastirma sonucunda BRCAZ ile ilgili negatif veya pozitif yonde herhangi bir etkiye
rastlanmadi, ancak OAT infertil grupta BRCAL geni metilasyonunun SDF Uzerinde negatif
etkisi oldugu saptandi.

BRCAL1 ve BRCA2 genlerinin spermatogenez surecindeki etkisine iliskin
literatirde acgik bir bilgi yoktur. BRCAZ2 geni farkli doku ve kanser tiplerinde farkli
metilasyon profilleri sergilerken (Hilton ve ark., 2002; Lee ve ark., 2007; Moelans ve ark.,
2011), infertiliteye iliskin bugtine degin yalnizca iki ¢alisma vardir. Bunlardan biri, Sharan
ve arkadaslari (2004) tarafindan mutant fare modeli (zerinde yapilan ve BRCAZ2’den
yoksun spermatositlerin mayozun profaz | evresini tamamlayamadiklarini gosterdigi
calismadir. Bir baska calismada BRCA2 N372H polimorfizminin siddetli oligozoospermi
ve azoospermi ile iliskili oldugu bulunmustur (Zhoucun ve ark., 2006). BRCAZY’in
infertiliteyle olan iliskisine dair ilk bulgular yine mutant fareler zerinde yapilimis ve
blylme gecikmesine ragmen somatik dokulari normal olan Brcal, p53 nakavt farelerin
spermatogenezideki bir kusur nedeniyle infertil oldugu bildirilmistir (Cressman ve ark.,
1999).

Cift zincir kiriklari, mayoz profaz | sirasinda, tip 1l benzeri topoizomeraz SPO11
tarafindan dretilir. Hasara yanit olarak, ATM / ATR, DNA hasarini gostermek, birgok
efektori fosforillemek ve kromatin yapisini onarabilmek igin sinyal olusturur. Sonra,
TEX15, BRCAL, BRCA2 ve PALB2, RAD51 ve DMC1, rekombinazlarin kiriklara
yonelmesine aracilik eder (Scully ve ark., 1997; Simhadri ve ark., 2014). Yakin zamanda,
Sertoli cell-specific AR nakavt fare spermatositlerinde p-ATM ve p-ATR diizeyleri normal
seviyedeyken TEX15, BRCA1, BRCA2 ve PALB2 seviyelerinin dusiik olmasinin ¢ift
zincir kiriklarina normal yanit verilirken etkin bir onarim gerceklestirilemedigi
gosterilmistir (Chen ve ark., 2016). Ancak her iki genin de metilasyonla susturulmasinin
infertilite Gzerindeki etkisine iliskin herhangi bir delile rastlanmamistir. Farelerde
BRCAZY’in erkek mayotik germ hicrelerinde ve post-mayotik spermatidlerde ylksek
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oranda ifade edildigi gosterilmistir. Bu durum, BRCAZL1’in spermatogenezde 6nemli bir
rolil oldugunu distndirmektedir (Giscard d’Estaing ve ark., 2005).

BRCALin 5 ucundaki bliyik CpG adaciginin germ hicrelerinde ve
preimplantasyon embriyolarinda metillenmemis, somatik hicrelerde metillenmis oldugu ve
bu bolgenin metilasyonunun somatik hicrelerde BRCAL'in azaltilmis ifadesi ile iliskili
oldugu gosterilmistir (Magdinier ve ark., 2000). Gametlerde de somatik dokuda oldugu
gibi BRCAL metile durumdadir, kodlayici dizilerin metillenmis kalintilarinin énemli bir
bolimanan, preimplantasyon gelisim sirasinda korunabilecegini  disundirmektedir
(Magdinier ve ark., 2002). Tulay ve arkadaslari (2016) BRCAL transkriptlerinin insan
embriyolarinda farkh sekilde eksprese edildigini gdstermistir. Bulgulara gore, paternal
genomdan aktarilan BRCA1 veya BRCA2 mutasyonu, embriyonun gelisimi (zerinde
maternal genomdan aktarilana kiyasla daha buyuk etkiye sahiptir (Tulay ve ark., 2016).
Ancak Flanagan ve arkadaslari (2006), BRCAL, BRCA2, PSEN1, PSEN2, DM1 ve HD'nin
metilasyon haritalamasinda, her sperm hiicresinin sadece DNA sekansi bakimindan degil
ayni zamanda epigenomik profilde de essiz oldugunu gostermistir.

Semen parametreleri veya SDF ile herhangi bir iliski géstermemelerine ragmen
calismaya dahil olan tim bireyler birlikte degerlendirildiginde BRCA1 geninin, bireylerin
cogunda metillenmis, BRCA2 geninin ise metillenmemis oldugu sonucuna varilmistir.
BRCA2 geninin spermdeki metilasyon durumu hakkinda bir bilgimiz olmadigi igin bu
konuda belirgin bir fikir ylritemezken yapilmis calismalar 1siginda saghikli spermlerde
BRCAL’in metillenmemis olmasi beklenmistir. Ancak, hatta ilgin¢ sekilde, normospermik
bireyleri analize dahil etmeden OAT olgulart kendi icerisinde degerlendirdigimizde
BRCAL metilasyonu ile yuksek SDF, negatif korelasyon gostermistir. SDF’si yiksek,
anormal semen parametrelerine sahip bireylerde metilasyon daha azdir. Metilasyonun gen
ifadesini baskilamasi ve DNA hasar onarim mekanizmasinda aktif rolt olan BRCAL’in
metillendigi durumda SDF’nin disuk bulunmasinin  farkli nedenleri olabilecegi
dustinilmektedir. Bu durumu agiklarken oncelikle BRCAL’in ¢ok genis CpG bolgeleri
oldugu g6z oninde bulundurulmahdir. Magdinier ve arkadaslari (2000) -1714 ile — 1023
arasindaki bolgeyi calismisken, bu calismada -1561 ile -1501 dizisinde yer alan
metilasyonun analizi gerceklestirilmistir. Farkli bolgelerin analizinin farkh sonuglar
dogurabilecegine bahsi gecen ¢calismada da deginilmistir (Magdinier ve ark., 2000).
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Bir diger nokta, tamamlanmamis spermatogenez surecidir. SDF’nin de énemli
kaynaklarindan biri olan tamamlanmamis spermatogenez sonucu semende yuksek oranda
olgulasmamis germ hiicresi bulunabilmektedir (Patil ve ark., 2013). Muratori ve
arkadaslar1 (2015b) apoptozun spermde DNA fragmentasyonuna yol acan ana mekanizma
oldugunu, kromatin immatiritesinin apoptotik yolagin aktivasyonu aracihgiyla SDF’yi
indUkledigini ve oksidatif stresin ise ¢ogunlukla spermiyogenezden sonra atak yaparak
zarar verici oldugunu belirtmislerdir.

Tez kapsaminda hipoteze uygun sekilde SDF oranini saglikh elde edebilmek icin
swim-up veya gradiyent santrifuj gibi ylksek kalitedeki spermatozoalari segecek bir
yontem bilingli olarak tercih edilmedigi icin DNA izolasyonu sirasinda bu olgunlasmamis
spermatidlerden de DNA elde edilmistir. immiinhistokimya calismalarindan DNMT
proteinlerinin, spermatogenik doéngi boyunca mevcut oldugu ve spermatogenez
asamalarina gore metilasyon seviyelerinin degistigi bilinmektedir (Marques ve ark., 2011).
Bu durumda beklenenin tstlinde ¢ikan metilasyon oraninin altinda yatan nedenin kismen
olgunlasmamis spermatid veya spermatogonyalar olabilecedi ¢ne surtlebilir. Her sperm
hlcresinin spesifik bir epigenomu oldugu (Flanagan ve ark., 2006) ve olgunlasmamis
spermlerin bulundugu bir 6rnekte DNA hasarinin yiiksek oldugunun bildirilmesi de bu
hipotezi guclendirmektedir (Palermo ve ark., 2016). Son olarak, Bahrenian’in (2015)
hipotezledigi gibi metillenmis DNA bdlgelerinin DNA hasarina daha az egilimli olacag!

hipotezinin de Uzerinde durulmasi gerektigi disunulmustr.
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6. SONUC VE ONERILER

infertil erkeklerdeki sperm DNA fragmentasyonu ile BRCA1l ve BRCA2
genlerinin epigenetik diizenlenmesi arasindaki iliski ilk kez bu tez calismasiyla incelendi.

Elde edilen veriler, infertil erkeklerde sperm DNA’sinin tek ve cift zincir
kiriklarina yonelik hasarin yiiksek oldugunu gostermistir. TUNEL testi ile tespit edilebilen
bu SDF oranlari, anormal sperm sonuglariyla korelasyon gosterirken, normozoospermik
bireylerde de “hasta” olarak nitelendirilebilecek dlcekte SDF ortaya cikabilmektedir.

Calisma, SDF’nin BRCALl ve BRCA2 genleri metilasyonu ile iliskisi
olmayabilecegini gostermektedir. Metilasyon analizlerinden daha anlaml sonuglar elde
edebilmek icin 6rnek sayisinin artiriimasi, semen fraksiyonlarinin ayri olarak incelenmesi
ve hatta hiicrelerin tek basina ele alinmasi gerekmektedir. ileri teknolojiler gerektirecek
calismalarin zaman icerisinde konunun aydinlatiilmasinda énemli rolu olacagi aciktir.

Gundmduzde, rutin uygulamada, infertilite nedeniyle Kklinige basvuran hastaya
semen analizi yapilir. Analizin anormal olmasi ve hastada kromozomal bir anomali
olmamasi durumunda lékositospermi veya varikosel varligina bagh olarak tedavi uygulanir
ve dogal yolla konsepsiyon gerceklesir. Tez calismasindan ortaya cikan bulgular,
infertilitede SDF’nin de 6nemli roli oldugunu géstermektedir.

Artan SDF’nin sperm hareketliligi ve morfolojisini etkiledigini gdsteren bu
calismamizin . TUNEL testinin klinik uygulamalart ve standardizasyonu agisindan
ulkemizde yol gosterici olabilecegi disunulmektedir. SDF degerlendirmesi igin en uygun
testin belirlenmesi gerekmektedir. Bunun icin benzer hasta gruplarinda ve ayni érnekler
uzerinde farkh tekniklerin sinanmasi gerekmektedir. Sperm DNA batlnlGguni
degerlendirmek icin genis 6lgekli calismalar yapiimali ve hastaligin teshis ve tedavisinde
optimizasyon saglanmalidir.

Sperm DNA butunlugini 6lcen testler infertilite klinigiklerinde kullaniimak Gzere
standartlastiriimasi ¢cok 6nemli olmakla birlikte, bu hastalar igin etkili terapotik stratejiler
gelistirmek icin sperm DNA fragmentasyonunun etiyolojisi hakkinda daha genis 6lcekli

calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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EKLER
Ek 1: Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu Ornegi

ARASTIRMANIN ADI ( CALISMANIN ACIK ADI ):

“BRCA1 VE BRCA2 GENLERI METIiLASYONU iLE INFERTIL ERKEKLERDEKi SPERM DNA
FRAGMENTASYONU ARASINDAKI iLISKININ ARASTIRILMASI"

Goniilliiniin Bas Harfleri << >>

Bir arastirma calismasina katilmanmz 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
onemlidir. Liitfen asagidaki bilgileri dikkatlice okumak icin zaman ayiriniz ve eger
istiyorsaniz 6zel veya aile doktorunuzla konuyu degerlendiriniz. Eger bir baska calismada da
yer aliyorsaniz bu ¢alismada yer alamazsiniz.

BU CALISMAYA KATILMAK ZORUNDAMIYIM?

Calismaya katilip katilmama karari tamamen size aittir. Eger calismaya katilmaya karar
verirseniz imzalamamz icin size bu Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formu verilecektir.
Katilmaya karar verirseniz, calismadan herhangi bir zamanda ayrilmakta 6zgiirsiiniiz. Bu
durum sizin aldigimiz tedavinin standardim etkilemeyecektir. Eger isterseniz, bu Kklinik
calismaya katiliminizla ilgili olarak hekiminiz bilgilendirilecektir.

CALISMANIN KONUSU VE AMACI NEDiR?
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Kisirlik giiniimiizde sik rastlanan bir saglik sorunudur ve bir¢cok sebebi olan bu sorunun
tanisim1 Kolaylastiracak testlere ihtiya¢c artmistir. Calisma, normal yollardan ¢ocuk sahibi
olamayarak Tiip Bebek merkezine basvuran, kromozomal bir bozukluk veya Y kromozomu
mikrodelesyonu olmayan kisir erkeklerin sperminde DNA (Kalitsal materyal) hasar1 olup
olmadiginin tespit edilmesine dayalidir. Calismanin ileriki asamalarinda bu Kkisilerin
DNA’larindaki baz1 degisiklikler (BRCA1 ve BRCAZ genleri) olup olmadig arastirilacaktir.

Elde edilen veriler sayesinde merkeze basvuran erkek hastalarin ¢ocuk sahibi olabilme
durumlarinin ortaya konmasi icin semen analizinin yani sira baska bir testin (TUNEL)
giivenilirlik derecesi ortaya konmus olacaktir.

CALISMA iSLEMLERI:

Arastirma sirasinda size tedavi icin uygulanacak islemler haricinde ek bir ila¢ uygulamasi
veya caninizi acitacak girisimsel herhangi bir uygulama yapilmayacak olup tedavi ve teshis
amaciyla vermis oldugunuz semen o6rneginden bir miktar alinarak biitiin inceleme ve
arastirma bu semen lizerinde yapilacaktir. Semen 6rneginin bir bélimli mikroskop altinda
0zel boyalarla incelenerek hasar olup olmadig belirlenecek, diger bir boliimiinden ise DNA
(kalitsal materyali) izole edilerek BCRA1 ve BCRAZ genlerindeki kimyasal degisimler
arastirilacak ve bu hiicreler daha sonra kullanilmayacaktir.

BENIM NE YAPMAM GEREKiYOR?

Calismanin verimli sonuclanabilmesi icin o6ykiiniizii ag¢ikca anlatmali, doktorunuzun
talimatlarina uymali, randevu ve vizitelere katilmal ve yukarida anlatilan calismayla ilgili
tlim islemlere uymaya istekli olmalisiniz. Calisma doktorunuzu ziyarete belirlenen glinlerde
gelmelisiniz ve bir sonraki ziyaretiniz de, ziyaretten ayrilmadan 6nce planlanmalidir. Yine
calismadan 6nce veya calisma sirasinda aldiginiz baska herhangi bir tibbi tedaviyi de ¢calisma
doktoruna séylemeniz 6nemlidir.

CALISMAYA KATILMAMIN NE GIBi OLASI YAN ETKILERI, RISKLERi VE
RAHATSIZLIKLARI VARDIR?

Calismaya katilarak basvurmus oldugunuz merkezde size uygulanacak olan ve sizin teshis ve
tedavi siirecinde uygulanacak islemler haricinde herhangi bir uygulama yapilmayacag i¢in
bu calismanin size bir yan etkisi s6z konusu degildir.
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CALISMAYA KATILMANIN OLASI YARARLARI NELERDIR?

Bu ¢alisma ile kisirlikla ilgili olarak vermis oldugunuz semende daha 6nceden uygulanmamis
ve heniiz rutin testler dahilinde olmayan bir testtir. Testin sonuglar1 sperminizde kisirlig
onemli 6lciide etkileyen DNA hasar1 (hiicrenin molekiiler diizeyde bir hasari) olup olmadigini
gosterir. Bu sayede tiip bebek tedavisinden elde ettiginiz sonucu degerlendirmeniz kolay
olacak ve tekrar ¢ocuk sahibi olmay1 diistindiigiintizde bu testin sonuglari sizin ¢ocuk sahibi
olma konusundaki olas1 basari oraninizi gosterebilecektir.

GONULLU KATILIM

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

CALISMAYA KATILMAMIN MALIYETi NEDiR?

Calisma doktoru ziyaretleri ve c¢alismayla ilgili olan tiim laboratuar testleri calisma
destekleyici tarafindan karsilanacak ve size veya bagli bulundugunuz 6zel sigorta veya resmi
sosyal giivenlik kurumuna 6detilmeyecektir. Ayrica ¢alismaya baglhh makul miktardaki yol
gideriniz makbuzlar gosterildigi takdirde karsilanacaktir.

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

KiSiSEL BiLGILERIM NASIL. KULLANILACAK?

Bu formu imzalayarak doktorunuzun ve onun kadrosunun calisma igin sizin Kisisel
bilgilerinizi (“Calisma Verileri”) toplamalarina ve kullanmalarina onay vermis olacaksiniz. Bu
durum dogum tarihiniz, cinsiyetiniz, etnik kokeniniz ayrica Calisma verilerinizin kullanimi ile
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ilgili verdiginiz onayin herhangi bir belirlenmis birim tarihi yoktur, ancak doktorunuzu
haberdar ederek bu onayinizdan herhangi bir zamanda vazgecebilirsiniz.

Calisma destekleyicisi firma ile paylasilan ¢alisma verileri size 6zel bir numara olan bir kod
(“Kod”) numarasi kullanimiyla korunacaktir. Sizin ¢alisma verilerinize ulasmak i¢in gerekli
olan kod anahtar1 ¢alisma doktorunuzun denetimindedir. Denetim kurumlar:1 tarafindan
atanmis kisiler doktorunuz tarafindan tutulan ¢alisma verilerinizi inceleyebilirler.

Doktorunuz calisma verilerinizi ¢alisma icin kullanacaktir. Calisma destekleyicisi firma;
calismanin yiriitiilmesi, teshis ve tibbi yardim gereclerinin gelistirilmesi icin calisma
verilerinizi kullanabilir. Doktorunuzun calistigi kurum ytirirliikte olan veri koruma kanunlari
ile uyumlu olarak ¢alisma verilerinizin yonetiminden sorumludur.

Doktorunuz calisma verilerinizi, sadece yukarida belirtilen amaclarda kullanacak olan kendi
grubundaki diger kisiler, hizmet alinan kurumlar, anlagsmali firmalar ve diger arastirma
kuruluglari ile paylasabilir. Calismanin sonuglar tibbi yayinlarda yayinlanabilir, ancak sizin
kimlik bilgileriniz bu yayinlarda agiklanmayacaktir.

Doktorunuz ya da calisma destekleyicisi firmadan, toplanan ¢alisma verileriniz hakkinda bilgi
isteme hakkina sahipsiniz. Ayn1 zamanda bu verilerdeki herhangi bir hatanin diizeltilmesini
isteme hakkina da sahipsiniz. Eger bu konuda bir isteginiz olursa liitfen doktorunuzla
gorusunuz.

Eger onayinizda vazgecerseniz, doktorunuz calisma verilerinizi artik kullanamayacak ya da
diger kisilerle paylasamayacaktir. Yalnizca onayimizdan vazgecmeden onceki calisma
verileriniz kullanolmaya devam edebilir.

Bu formu imzalayarak, calisma verilerinizin bu formda tanimlandigi sekilde kullanimina onay
vermekteyim.

ARASTIRMA SURESINCE 24 SAAT ULASILABILECEK KiSiLER:

Ad, Soyadi ve telefon numaralari

CALISMADAN AYRILMAMI GEREKTIiRECEK DURUMLAR: Varsa aciklayimiz
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YENI BILGILER CALISMADAKI ROLUMU NASIL ETKILEYEBILIR

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

Calismaya Katilma Onayi

Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formundaki tiim a¢iklamalar1 okudum. Bana, yukarida konusu
ve amacl belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve s6zlli aciklama asagida adi belirtilen hekim
tarafindan yapildi. Arastirmaya gontllii olarak katildigimi, istedigim zaman gerekeeli veya
gerekcesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi ve kendi istegime bakilmaksizin arastirmaci
tarafindan arastirma disi birakilabilecegimi biliyorum.

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

Goniilliiniin Ad1 / Soyad1 / Imzasi / Tarih

Aciklamalari Yapan Kisinin Ad1 / Soyad1 / Imzas1 / Tarih

Gerekiyorsa Olur islemine Tanik Olan Kisinin Ad1 / Soyadi / Imzas1 / Tarih

Gerekiyorsa Yasal Temsilcinin Ad1 / Soyad1 / Imzas1 / Tarih
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Ek 2: Gonulli Anket Formu

Hasta ve Kontrol Gruplari igin

Hastanin Adi, Soyadi

Dosya No

Hastanin Yasl

Hastanin Meslegi

Adres

Tel

Annenin Memleketi

Babanin Memleketi

Infertilite Stresi

Sperm Sayisi

Sigara kullanip kullanmadigi

Alkol kullanip kullanmadig

In vitro fertilizasyon deneme
sayIsl
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Ek 3: Etik Kurul Karari

T
ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
KLINIK ARASTIRMAR ETiK KURULU

Sayi:  B.30.2.0DM.0.20.08/ | £) 03.11.2012

Sayin Prof. Dr. Ramazan ASCI

Etik Kurulumuza sunmug oldugunuz BRCAI ve BRCA2 Genleri Metilasyonu ile infertil
Erkeklerdeki Sperm DNA Hasari Arasindaki iliskinin Arastirilmas: bashikh, OMU
KAEK 2012/78 Karar nolu Genetik ¢alisma nitelikli arastirma projeniz: Amag, gerekce,
yaklagim ve yontemle ilgili agiklamalan, Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu yonergesine gore
28.09.2012 tarihli Etik Kurulumuzda incelenmis etik agidan uygun bulunmustur. Ancak
aragtirma biitgesinin maddi destegi heniiz saglanamadigindan projeye biitge destegi saglamp,
tarafimiza bildirilmesinden sonra baslanmasina oy birligi ile karar verilmistir

Bilgilerinize arz/rica ederim

Prof.Dr.Abdulkerim BEDIR
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
Baskam
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