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OZET
~ NON-OBSTRUKTIF AZOSPERMIK VE SIDDETLi OLIGOSPERMIK
INFERTIL ERKEKLERDE MTHFR GENI METILASYON DEGIiSiMLERINIiN
ARASTIRILMASI

Amac: Erkek infertilitesi, genlerin yam sira epigenetik faktorlerin de Onemli rol
oynadig1 kompleks bir hastaliktir. Azospermik ve siddetli oligospermik erkeklerde
karyotip anomalileri, Y kromozomu mikrodelesyonlar1 ve Kistik fibrosiz transmembran
diizenleyici (Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator, CFTR) geni
mutasyonlar1 en iyi bilinen genetik nedenler arasindadir. Bazi spesifik mutasyonlar
tespit edilmesine ragmen sperm kusurlarindan sorumlu diger nedenler bilinmemektedir.
Calismamizda infertil erkeklerde Metilentetrahidrofolat Rediiktaz (MTHFR) geni

promotor bolgesi metilasyon profillerini belirlemeyi amagladik.

Materyal ve Metot: Caligmamiza 31 azospermik, 46 oligospermik hastalar ve yas
acisindan egslenegi olan 49 normospermik erkek dahil edildi. DNA, azospermik
erkeklerin testis biyopsisi Orneklerinden, oligospermik ve normospermik erkeklerin
ejakulat sivisindan izole edildi. Orneklerin MTHFR geni metilasyon durumlari

metilasyona spesifik PCR (MSP) ile analiz edildi.

Bulgular: Azospermik ve oligospermik infertil hastalar ve normospermik erkekler
arasinda MTHFR geni promotor profilleri agisindan iliski gozlenmedi (p=0,625).
Metilasyon siklig1 azospermik hastalarda %48,4, oligospermik erkeklerde %58,7

normospermik erkeklerde ise %51,0 olarak tespit edildi.

Sonu¢: Bizim verilerimiz, MTHFR geni promotor metilasyon degisimleri ve erkek

infertilitesi arasinda iligki olmadigini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: DNA metilasyonu; Epigenetik; Erkek Infertilitesi; MTHFR.

Tuba KULAGC, Yiiksek Lisans Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Temmuz-2013
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE METHYLATION PATTERNS OF MTHFR GENE
IN INFERTILE MALES WITH NON-OBSTRUCTIVE AZOOSPERMIA AND
SEVERE OLIGOZOOSPERMIA

Aim: Infertility is a complex disorder with both genetic and environmental causes.
Karyotypic abnormalities, microdeletions on Y chromosome and cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator (CFTR) mutations are well known genetic
causes in azoospermic and severely oligozoospermic men. Although some specific
mutations have been identified, others responsible for sperm defects remain unknown.
We aimed to investigate the methylation patterns of the promotor of

methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) gene in infertile males.

Material and Method: Thirty one azoospermic and 46 oligozoospermic infertile
patients constituted the study group and were compared with 49 age matched
normospermic males. DNA was isolated from testicular tissue of azoospermic males
and ejaculate samples of normospermic and oligozoospermic males. The methylation
status of the MTHFR gene was analyzed by methylation spesific polymerase chain

reaction (MSP) in samples.

Results: No association was observed in the methylation profile of the MTHFR
promoter region among both azoospermic and oligozoospermic infertile patients and
normospermic males (p=0.625). Hypermethylation of MTHFR gene was detected in
48.4% and 58.7% of azoospermic and oligozoospermic patients, respectively.

Additionally, hypermethylation was observed in 51.0 % of normospermic males.

Conclusion: Our data indicate that there was no association between the methylation

pattern of MTHFR gene and male infertility.

Keywords: DNA methylation; Epigenetics; Male infertility; MTHFR gene.

Tuba KULAC, Master Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, July-2013



SIMGELER VE KISALTMALAR

NOA: Obstriiktif olmayan azospermia
OAT: Oligoastenoteratospermia

PAR: Ps6dootozomal bolge

SRY: Cinsiyet belirleyici gen

AZF: Azospermik faktor bolgesi

AR: Androjen reseptorii geni

GNRH: Gonodotropin salict hormon
CBAVD: Konjenital bilateral vas deferens aganezi
MTHFR : Metilentetrahidrofolat rediiktaz
CFTR : Kistik fibrosiz transmembran diizenleyici gen
THEF: Tetrahidrofolat

BHTM: Betain homosistein metiltransferaz
SAM: S-adenozilmetiyonin

SAH: S-adenozilhomosistein

TESE: Testikiiler sperm ekstrasyonu

PGD: Primordiyal germ hiicresi

ul: Mikrolitre

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu

MSP: Metilasyona spesifik PCR

USP: Metilasyona spesifik olmayan PCR
IVD: In vitro metile DNA

ddH,O: deiyonize su

vi
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1. GIRIS

Infertilite, genetik ve epigenetik nedenlerden kaynaklanan karmasik etiyolojili
bir hastaliktir. Infertilite, evli ¢iftlerin yaklasik % 15’inde goriilen iireme saglig1 sorunu
olup olgularin yaris1 erkektir (Kretser, 1997). Siddetli infertilite olgularinin biiyiik
kismindan genetik degisimlerin sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (Rucker GB ve ark.,
1998). Kromozom anomalileri ve Y kromozomu mikrodelesyonlar1 baslica genetik
etkenlerdendir (Huynh ve ark., 2002; O'Flynn O'Brien ve ark., 2010). Ancak, erkek
infertilitesinin altinda yatan nedenlerin sadece bir boliimiinii genetik nedenlerle
aciklayabiliriz. Son yillarda yapilan ¢aligmalar erkek infertilitesinde genetik faktorlerin
yan1 sira epigenetik faktdrlerin de rol oynadigini gostermektedir (Rajender ve ark.,
2011). Bu alanda genis arastirmalar yapilmasina ragmen olgularin %40’nin nedeni
aciklanamamaktadir. Erkek germ hiicrelerinde, sperm anomalilerine ve sayisal azalmaya
neden olabilen anormal epigenetik yeniden diizenlenmelerin erkek infertilitesi iizerine
etkisi olabilicegi bildirilmistir (Dada ve ark., 2012).

Epigenetik degisiklikler, DNA dizisinde degisim olmadig1 halde gen ifadesinin
kalitilabilir degisimleridir (Carrell, 2012). DNA metilasyonu epigenetik degisikliklerden
biridir (Rajender ve ark., 2011). CpG dizisindeki sitozinin 5. karbonuna DNA metil
transferazlarin katalizlemesiyle bir metil grubunun eklenmesiyle meydana gelen
biyokimyasal bir iglemdir (Talbert ve ark., 2006). DNA metilasyon degisimleri hipo
veya hipermetilasyon seklinde olusabilir (Issa, 2000).

Hipometilasyon transkripsiyonu ve genin etkinligini artirirken hipermetilasyon
transkripsiyonu baskilamaktadir (Rajender ve ark., 2011).

Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) geni 1p36.3’de yer almaktadir
(Frosst ve ark., 1995). Bu gen 656 amino asitten olusan MTHFR enzimini
kodlamaktadir. MTHFR enzimi folat metabolizmasi, DNA sentezi ve metilasyon
reaksiyonlarinin temel diizenleyicisidir (Wu ve ark., 2010). MTHFR enzimi 5,10-
metilen tetrahidrofolatin 5-metil tetrahidrofolata indirgenmesini kataliz eder (Goyette ve
ark., 1994). 5-metil tetrahidrofolat, homosisteinin metiyonine yeniden metilasyonu i¢in
metil grubu saglar. MTHFR, metil gruplarinin, DNA sentezi ve DNA metilasyonunda
dengelenmesinde 6nemli rol oynar (Wu ve ark., 2010). MTHFR geni inaktive olan erkek
farelerde hiperhomosisteinemi ve infertilite gdzlenmistir. Yapilan testis biyopsisi testis

histolojisinin anormal oldugunu ve spermatogenezin bozuldugunu gostermistir (Kelly



ve ark., 2005). MTHFR gen aktivitesi, erigkin fare testislerinde diger organlarla
karsilagtirildiginda 5 kat daha yiiksektir (Chen ve ark., 2001) ve bu artis
spermatogenezdeki roliiyle iligkilendirilebilir. Erkek faredeki DNA metilasyon
degisimleri vaz deferens yoklugu ve azospermi ile iligkilendirilmistir (Doerksen ve ark.,
2000).

Son zamanlarda insanlarda yapilan bazi ¢alismalarda bazi infertil erkeklerde
goriilen MTHFR geni polimorfizimleri azalan sperm sayistyla iliskilendirilmistir (Wu ve
ark., 2010). Testis biyopsisi alinan non-obstriiktif azospermik olgularda MTHFR geni
promotor bdlgesindeki CpG adaciklarinin  hipermetilasyonu  gézlemlenmistir
(Khazamipour ve ark., 2009). Diger yandan Wu ve arkadaglar1 da MTHFR geni
promotor bdlgesinin hipermetilasyonu ile idiopatik erkek infertilitesi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iligki belirlemiglerdir (Wu ve ark., 2010).

Calismamizda non-obstriiktif azospermik ve siddetli oligospermik infertil
erkeklerin ve yaslar1 ayni olan normospermik erkeklerin MTHFR geni promotor bolgesi
metilasyon profillerini karsilagtirmayr amacgladik. Su anki bilgilerimiz dogrultusunda
Tirkiye’de ilk kez yapilan bu calismada Orta Karadeniz Bdlgesi’nde yasayan non-
obstriiktif azospermik ve siddetli oligospermik infertil erkek populasyonunda MTHFR
geni promotor bolgesinde metilasyon degisiklerinin olup olmadigini ve bu metilasyon
degisikliklerinin sperm sayisi, sperm morfolojisi ve sperm motilitesiyle korelasyonunu

belirlemeyi hedefledik.



2. GENEL BILGILER
2.1. Erkek Infertilitesinin Genetik Nedenleri

Infertilite, ciftlerin bir yil korunmasiz, vajinal yoldan ve normal siklikla cinsel
iligkilerine ragmen gebelik olugturamamasidir (WHO, 2001). Evli giftlerin yaklagik %
15’inde goriilen infertilite, tireme sagligl sorunu olup olgularin yaris1 erkektir (Kretser,
1997). Infertilite, genetik ve epigenetik nedenlerden kaynaklanan karmasik etiyolojili
bir hastaliktir.

Spermatogenez mayoz ve  mitoz hiicre bolinmesi ve sperm gecisini
diizenleyen birgok gen ve sinyal yolagiyla kontrol edilir (Lee ve ark., 2011). Ejekulatta
sperm bulunmamasina azospermi denir (Eberhart ve ark.,, 1996). Azospermik
erkeklerin yaklagik % 29’unda genetik bozukluklar goriiliir (Dohle ve ark., 2002).

Erkek infertilitesinin baslica nedenleri arasinda somatik ve/veya gamet
hiicrelerinde meydana gelen sayisal ya da yapisal kromozom anomalileri yer almaktadir.
Kromozom bozukluklar1 hem cinsiyet hem de otozomal kromozomlarda olabilmektedir.
Kromozom anomalilerinin toplumdaki siklig1 % 0,6 iken, infertil erkeklerde bu oran %
2-19’a yiikselmektedir (Bhasin ve ark., 2000; O'Flynn O'Brien ve ark., 2010; Yatsenko
ve ark., 2010). Azospermik erkeklerin % 13,7’sinde oligospermik erkeklerin ise %
4,6’sinda anormal karyotip gozlenir. Azospermik erkeklerde g¢ogunlukla sayisal
kromozom anomaliler gozlenirken oligospermiklerde ¢ogunlukla yapisal anomaliler
gozlenmektedir (Van Assche ve ark., 1996). Tiirkiye’de 1214 obstriiktif olmayan
azospermik (non-obstructive azoospermia; NOA) ve 721 siddetli
oligoastenoteratozospermik (oligoastenoteratospermia; OAT) infertil erkegin dahil
edildigi bir ¢alisma sonucunda sitogenetik anomali sikligt NOA erkeklerde %16,40,
siddetli OAT erkeklerde %5,83 olarak tespit edilmistir (Kumtepe ve ark., 2009).

Erkek infertilitesiyle iliskilendirilen kromozomal anomaliler sayisal, yapisal ve
Y kromozomu anomalileri seklinde siiflandirilabilir (Huynh ve ark., 2002; O'Flynn
O'Brien ve ark., 2010). Ayrica kistik fibrosiz transmembran diizenleyici (Cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator; CFTR) gen mutasyonlari, X kromozomu
tizerinde bulunan bazi genlerde goriilen bozukluklar, sperm mitokondriyal DNA
defektleri ve epigenetik faktorler de erkek infertilitesinde rol alan baslica genetik

nedenler arasindadir (Lee ve ark., 2011).



2.1.1. Sayisal Kromozom Anomalileri
Infertil erkeklerde sayisal kromozom anomalileri genellikle cinsiyet

kromozomlarinda goriilmektedir (Giines ve Asci, 2013).

Kleinfelter (47,XXY) Sendromu

47,XXY karyotipi infertil erkekler arasinda en sik goriilen cinsiyet kromozomu
anoploidisidir (Lee ve ark., 2011). Azospermik erkeklerin yaklasik % 14’1 Kleinfelter
Sendromudur (Oates, 2008).

47,XYY Sendromu

Genel olarak 47,XYY karyotipli erkekler normal semen parametrelerine
sahiptirler ancak siddetli oligospermi goriilen erkeklerde mayoz bolinme hatalarinin
daha fazla oldugu, esey hiicre kayiplarmin ve andploid sperm olusumun daha fazla
gorildiigii géz oniine alinmalidir (Giines ve Asci, 2013). Teorik olarak bu erkeklerin
spermlerinin yarisinin anormal olmasi gerektigi diisliniilse de yapilan ¢aligmalarda
spermler arasinda cinsiyet andploidisi sikliginin %0,3 ile %15,0 arasinda degisebilecegi
bildirilmistir. Fakat bu caligmalara dahil edilen hasta sayilarinin az oldugu goézden
kagirilmamalidir (Mercier ve ark.,, 1996; Chevret ve ark., 1997; Shi ve ark., 2000;
Moretti ve ark., 2007; Wong ve ark., 2008).

Yapilan bir ¢alismada siddetli oligospermi gosteren 47,XYY karyotipli iki
erkekte sperm andploidi sikligimin % 37,23-37,80 arasinda degistigi ve preimplante
embriyolarda andploidi sikliginin %32,0 oldugu rapor edilmistir. Bu ¢aligma sonucunda
sperm andploidi sikligiyla preimplante embriyo andploidi siklig1 arasinda korelasyon

oldugu bildirilmistir (Gonzalez-Merino ve ark., 2007).

45,X/46,XY Mozaizmi
Infertil erkeklerin kiiciik bir boliimiinde periferik kandan yapilan sitogenetik
analiz sonuglarinda 45,X hiicre hattinin yan1 sira, normal veya anormal Y kromozomu
tasiyan 46,XY hiicre hattt daha tespit edilmistir. 45,X/46,XY mozaisizmi, Y
kromozomu anomalileri ile siklikla iligkili bulunmustur (Giines ve Asci, 2013).
45,X/46,XY mozaik karyotipli olgular kadin fenotipi, fertil erkek ve

azospermik erkege kadar degisen fenotipler gostermektedir. Fenotip ve mozaisizm orani



arasinda bir korelasyon kurulamamigtir. Normal fenotipe sahip azospermik erkeklerde
45,X/46,XY mozaizmi genellikle Y kromozomu delesyonlar/mikrodelesyonlar1 ile
birlikte gorilmiistiir. Ancak mozaisizmli erkeklerin bir kisminin periferik kanindan
yapilan analizlerde Y kromozomu mikrodelesyonlar1 saptanamazken (Jaruzelska ve
ark., 2001; Patsalis ve ark., 2005; Alvarez-Nava ve ark., 2006; Patsalis ve ark., 2006)
gonadlardan elde edilen DNA ile yapilan testlerde Y kromozomu mikrodelesyonlari

saptanmistir (Alvarez-Nava ve ark., 2008).

2.1.2. Yapisal Kromozom Anomalileri
Robertsonian ve resiprokal translokasyonlar, inversiyonlar ve marker
kromozomlar infertil erkeklerde en sik rastlanan yapisal kromozom bozukluklaridir

(Huynh ve ark., 2002).

Robertsonian Translokasyonlar

Iki akrosentrik kromozomun (13, 14, 15, 21 ve 22) kisa kollarinin kayb1 ve
uzun kollarinin sentromer bdlgesinin yakinlarinda birlesmesi sonucu olusmaktadir
(Ferlin ve ark., 2007). Robertsonian translokasyonlari 13;14 ve 14;21 numarah
kromozomlar arasinda daha fazla rastlamlmaktadir (Huynh ve ark., 2002). Akrosentrik
kromozomlarin kisa kollarinda ¢ok sayida ribozomal RNA (rRNA) gen kopyalari
bulunmaktadir. Translokasyon sonrasinda rRNA gen kopyalarini i¢eren kisa kollarinin
kaybinin infertiliteye etkisi yoktur. Robertsonian translokasyon tasiyicisi bireylerin
kromozom sayilar1 45’tir (Glines ve Asci, 2013).

Oligospermik erkeklerde Robertsonian translokasyonu goériilme sikligir % 1,5
iken azospermiklerde bu sikligin % 0,2 oldugu bildirilmistir (Krausz ve ark., 2000;
Chantot-Bastaraud ve ark., 2008; O'Flynn O'Brien ve ark.,, 2010). Robertsonian
translokasyon tasiyicilarinda, fertilitenin  azalmasimin nedeni translokasyonlu
kromozomlarin mayoz béliinmede homolog kromozom eslesmesi esnasinda trivalent
yapt olusturmasidir. Spermatogenezde translokasyonlu kromozomlarin ayrilmasi
esnasinda meydana gelebilecek hatalarin oligospermiye neden olabilecegi bildirilmistir

(Ferlin ve ark., 2007).



Resiprokal Translokasyonlar

Resiprokal translokasyonlar homolog olmayan kromozomlar (otozomal
kromozomlar veya cinsiyet kromozomlar1) arasinda meydana gelen karsilikli parca
degisimi sonucunda olugsmaktadir. Toplumda yenidoganda goriilme insidans1 % 0,1 dir.
Oligospermik erkeklerde goriilme siklig1 azospermik erkeklerle ve genel populasyonla
kargilastirildiginda daha yiiksektir (Chantot-Bastaraud ve ark., 2008). Translokasyon
tagiyicist erkeklerde mayoz sirasinda normal bivalent olusumunun engellenmesi,
mayozun bozulmasina, spermatogenez esnasinda maturasyon arrest olusumlarina ve

sonug olarak dengesiz gametlerin olusumlarina yol agmaktadir (Shah ve ark., 2003).

46,XX Erkek Sendromu

46,XX Cinsiyet Gelisiminin Testikiiler Bozuklugu (46,XX Testicular Disorder
of Sex Development; Testicular DSD, 46,XX Erkek Sendromu) infertil erkeklerde nadir
goriilen cinsiyet kromozom anomalisidir (Chiang ve ark., 2013).

Paternal mayoz bolinme esnasinda X ve Y kromozomlari, kisa ve uzun
kollarinin distallerinde bulunan psddootozomal bdlgede (pseudoautosomal region;
PAR) rekombinasyon yaparlar (De La Chapelle, 1981). Psddootozomal bdlgede X ve Y
kromozomlarmda bulunan DNA dizileri benzerlik gostermektedir. Cinsiyet belirleyici
gen (Sex-determinig region on Y; SRY), Y kromozomunun kisa kolunda yer almaktadir
ve psodootozomal bolgeye oldukga yakindir. Rekombinasyonun psddootozomal
bolgenin digim kapsamasi durumunda SRY genini igeren Y kromozom dizileri, X
kromozomunun kisa koluna transloke olur (Ferguson-Smith, 1966). SRY geni X
kromozomuna transloke olan erkeklerin Y kromozomunun uzun kolu tizerinde bulunan
spermatogenezle iliskili azospermik faktor (azoospermia factor region; AZF)
bolgelerinin olmamasi nedeniyle azospermiktirler (Oates, 2008; Giines ve ark., 2013).
46,XX karyotipli erkeklerin %80’inde SRY pozitif, digerleri ise SRY negatiftir (Ucan ve
ark., 2013). 46,XX SRY negatif karyotipine, DAX] ve SOXY genleri mutasyonlarinin
sebep olabilecegi bildirilmektedir (Kim ve ark., 2010).



Inversiyonlar

Inversiyonlar, mayoz bdliinmede homolog kromozomlarin eslesmesi sirasinda
delesyon ve duplikasyon olusumuna yol acarak (Shak ve ark., 2003) germ hiicre arresti
veya yiiksek oranda andploid sperm hiicrelerinin olusumuna neden olmaktadir (Anton
ve ark., 2005; Chantot-Bastaraud ve ark., 2007). infertil erkeklerde 1, 3, 4, 6, 9, 10 ve
21. kromozom inversiyonlar1 yaygindir (Dada ve ark., 2006). 1, 3, 5, 6, 10 numarali
kromozomlarda meydana gelen inversiyonlarin sperm iiretim kapasitesini % 1-54

oraninda azaltarak infertiye yol ac¢tig1 saptanmistir (Krausz ve ark., 2000).

Marker Kromozom
Infertil erkeklerde marker kromozomlarin fertil erkeklere gore 8 kat daha fazla

gorildiigi tespit edilmistir (De Braekeleer ve ark., 1991).

2.1.3. Y Kromozomu Yapisal Bozukluklarn
Izodisentrik Y Kromozomlar

Y kromozomunda yer alan amplikonik dizilerin rekombinasyonun meydana
geldigi bolgelerde olmalar1 nedeniyle iki sentromerli izodisentrik (idic) Y kromozomu
olusumuna yol acar (Lange ve ark., 2009). Izodisentrik Y kromozomlar1 birlesim
bigimlerine gore iki sekilde siniflandirilir.

1.  idicYq kromozomu: Y kromozomunun kisa kollarinin kirilmasi ve uzun
kollariin sentromer bolgesinde birlesmeleri sonucunda meydana gelir.

2. idicYp kromozomu: Y kromozomunun uzun kollarinin kirilmasi ve kisa
kollarmin sentromer bdlgesinde birlesmesi sonucunda meydana gelir. idicYp
kromozomu infertil erkeklerde Y kromozomu mikrodelesyonlariyla birlikte

goriilebilecegi bildirilmistir (Giines ve Asct, 2013).

Y Kromozomu Mikrodelesyonlart

Y kromozomu mikrodelesyonlari, azosperminin en yaygin nedenidir ve
azospermik infertil erkeklerin % 5-15’inde goriilmektedir (Chandley, 1979; Poongothai
ve ark., 2009). Y kromozomunun uzun kolu iizerinde bulunan AZF bélgesi, sperm
gelisimi ve farklilasmadan sorumludur (Poongothai ve ark., 2009). AZF bdolgesi ¢oklu
gen aileleri, AZFa, AZFb, AZFc bolgelerini icermektedir (Ferlin ve ark., 2007). AZF



bolgesi delesyonlarmin % 69°u AZFc , %6’s1 AZFa ve % 14’0 AZFb bolgesinde
goriilmektedir (Massart ve ark., 2012).

2.1.4. X Kromozomuna Bagh Bozukluklar

X kromozomu tiizerinde yer alan TEX11 (Xql3.1) ve TAF7L (Xq22.1) genleri
sinaps olusumu ve krossing overin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu
genlerde meydana gelen mutasyonlarin, segregasyon bozukluklarina ve azospermiye
neden oldugu bildirilmistir (Lee ve ark., 2011).

Androjen reseptorii (AR) geni, Xql1.2-12°de yer almaktadir (Stouffs ve ark.,
2009). AR geninde meydana gelen mutasyonlar 46,XY infertil kadin ve 46, XY
azospermik erkek fenotiplerine neden olmaktadir (Arnedo ve ark., 2005). X’e baglh
androjen reseptorii geni lokusundaki normal alel, reseptdr proteinin testesteron ve
dihidrotestesteron ile kompleks olusturmasini saglar. Bu kompleks olusamazsa hormon
nukleusa giremez ve erkek yOniinde farklilagma icin gerekli hedef genlerin
transkripsiyonu uyarilamaz. Ayrica, AR geninde ekzon 1’de (CAG)n ve (GGC)n olmak
tizere polimorfizm gosteren iki tekrar dizisi bulunmaktadir (Stouffs ve ark., 2009).
Yapilan bazi ¢caligmalarda CAG tekrar dizisi uzunlugu ile erkek infertilitesi arasinda ters
bir iligki oldugu tespit edilirken (Dowsing ve ark., 1999) diger ¢aligmalarda boyle bir
iligkiye rastlanmamustir (Tufan ve ark., 2005).

Kallman Sendromu, 30,000 dogumda bir goriilen yaygin infertilite problemidir.
Olgularm yaklasik % 11’1 X kromozomuna bagli gen mutasyonu gosterirken, digerleri
otozomal kalitim sekli gostermektedir. Erken embriyonik dénemde X kromozomu
iizerinde KAL-1 (Xp22.3) genindeki delesyonun neden oldugu Kallman Sendromu,
azalmis gonodotropin salici hormon (GNRH) diizeyi ile karakterizedir (Walsh ve ark.,
2009).

2.1.5. Kistik Fibrosiz Transmembran Diizenleyici (CFTR) Gen Mutasyonlari

Kistik Fibrosiz otozomal resesif bir hastaliktir. CFTR genindeki (7q31.20)
mutasyonlar sonucu olugmaktadir. Kistik fibrosizli erkeklerin % 90°1 konjenital bilateral
vas deferens aganezine (congenital bilateral absence of the vas deferens; CBAVD) bagl

olarak obstriiktif azospermiktir (Walsh ve ark., 2009).



2.1.6. Mitokondriyal DNA Bozukluklar

Sperm mitokondrisi spermatogenez ve sperm hareketliligi i¢in gereken enerjiyi
saglar. Artan yas ve oksidatif strese bagli olarak spermde mitokondriyal DNA
delesyonlar1 artmaktadir. Son yillarda yapilan c¢alismalarda, azospermik erkeklerde
mitokondriyal DNA delesyon oraniin fertillere gore arttig1 tespit edilmistir (O’Connel
ve ark., 2002).

2.2. Metilentetrahidrofolat Rediiktaz (MTHFR) Geni

Insan MTHFR geni 1 numarali kromozomun kisa kolunda (1p36.3) yer
almaktadir ve 11 ekzondan olusmustur (Frosst ve ark., 1995; Goyette ve ark., 1998). Bu
gen 656 amino asitten olusan MTHFR enzimini kodlamaktadir. MTHFR enzimi folat
metabolizmasi, DNA sentezi ve metilasyon reaksiyonlarinin temel diizenleyicisidir (Wu
ve ark., 2010). MTHFR enzimi, folat metabolizmasinda 6nemli rol oynamasinin
yanisira DNA metilasyonu ve spermatogenez i¢in kritik role sahiptir (Nuti ve ark.,
2008). MTHFR geni, spermatogenik bozukluklara yatkinlik olusturabilecek aday
genlerden Dbiridir (Eloualid ve ark., 2012). MTHFR enzimi 5,10-metilen
tetrahidrofolatin 5-metil tetrahidrofolata indirgenmesini kataliz eder (Goyette ve ark.,
1994). 5-metil tetrahidrofolat, homosisteinin metiyonine yeniden metilasyonu i¢in metil
grubu saglar.,  MTHFR, hiicre i¢inde metil gruplarimin gen havuzu iginde
dengelenmesinde anahtar rol oynar (Wu ve ark 2010). 5,10-metilen tetrahidrofolat,
plrin sentezi i¢in 10 formil tetrahidrofolata okside olmaktadir (Bagley ve ark., 1998;
Bailey ve ark., 2002).

Homosistein metilasyonu sonucunda metiyonin olusmaktadir. Homosisteinden
metiyonin sentezlenme mekanizmasi iki farkli sekilde gerceklesebilir.

Betain metil grubu vericisidir. Betain bir metil grubunu homosisteine aktararak
homosisteini metiyonine doniistiiriir. Bu reaksiyon Betain homosistein metiltransferaz
(BHMT) enzimi katalizorliigiinde gergeklesmektedir. Betain ise bu islem sonunda
dimetilglisine doniisiir.

Diger bir yol ise su sekilde gerceklesmektedir. 5,10-metilentetrahidrofolat,
MTHFR enzimi katalizorligiinde 5-metiltetrahidrofolata doniisiir. Metil grubu vericisi
olan S5-metiltetrahidrofolat bir metil grubunu homosisteine aktararak metiyonin

olusturulur bu reaksiyon kofaktorii vitamin B12 olan metiyonin sentaz katalizorliiglinde



gerceklesmektedir. S5-metil tetrahidrofolat metil grubunu verdikten sonra kendisi
tetrahidrofolata doniisiir (Dikmen, 2004). MTHFR enziminin metabolik yolagr Sekil

1°de gosterilmektedir.

10-Formil THE 4~
510-metilentetrahidrofolat

DNA sentezi o— Pﬁﬁl\
Tetrahidrofolat

e

S-metiltetrahidrofolat
Metivonin Sentetaz
B12

Divet

e

Homosistein
l Dinetlglisin  Betain T

Metivonin

S.adenosilmetivonin S-adenosilhomosistein

DNA metiltransferaz

DNA e (p mem DNA CHs

DNA s (G s DNA
DNA metilasyonu

Sekil 1. MTHFR enziminin metabolik yolag: (Kim, 1999°dan uyarlanmistir) THF: Tetrahidrofolat

BHTM: Betain homosistein metiltransferaz

S-adenozilmetiyonin (SAM), DNA metilasyon mekanizmalarinda global metil
grubu vericisidir (Li, 2002). S-adenozilmetiyoninden metil grubunun aktarilmasi ile S-
adenozilhomosistein (SAH) olusur. SAH’in hidrolize olmasiyla homosistein ve
adenozin olusur (Marks ve ark., 2007).

MTHFR  geni polimorfizmleri azalan enzim aktivitesi nedeniyle
hiperhomosisteinemi ve infertilite de dahil olmak iizere bir ¢ok hastalikla
iligkilendirilmistir (Austin ve ark., 2004). MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmleri
en yaygin arastirilan polimorfizmler arasindadir (Jacques ve ark., 1996; Rozen, 1997).

MTHFR C677T polimorfizmi, 222. kodonda alanin yerine valin degisimine, MTHFR
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A1298C ise 429. kodonda glutamat yerine alanin degisimine yol agmaktadir (Frosst ve
ark., 1995). MTHFR C677T varyanti, enzim aktivitesini azaltirken homosistein
seviyesinini arttirmaktadir, benzer bir sekilde A1298C varyant1 C677T varyant1 kadar
olmamakla birlikte enzim aktivitesini azaltmaktadir (Frosst ve ark., 2005; Ebisch ve
ark., 2003). Yapilan ¢alismalarin bir bolimii MTHFR geni polimorfizmleri ve erkek
infertilitesi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski oldugunu (Singh ve ark., 2005;
Chan ve ark., 2010; Wu ve ark., 2010; Gava ve ark., 2011; Safarinejad ve ark., 2011)
gosterirken digerleri bu iligkinin varligin1 géstermemistir (Bezold ve ark., 2001; Lee ve
ark., 2006; Paracchini ve ark., 2006; Ravel ve ark., 2009; Montjean ve ark., 2011).

Folat diizeyi ile infertilite arasinda korelasyon oldugu bildirilmistir (Safarinejad
ve ark., 2011). Folatin antioksidant 6zelligi oldugu bildirilmistir (Doshi ve ark., 2002).
Seminal plazmadaki diisiik folat konsantrasyonunun artan sperm DNA hasariyla iliskili
oldugu belirtilmistir (Boxmeer ve ark., 2009). Wallock ve arkadaglarinin yaptiklar1 bir
caligmada hem sigara icen hem de igmeyen erkeklerde seminal plazmalarindaki diisiik
sperm folat konsantrasyonu, sperm yogunlugu ve sayisinin azalmasiyla ile
iligkilendirilmigtir ~ (Wallock ve ark., 2001). Serum folat diizeyi ile serum total
homosistein konsantrasyonu arasinda negatif bir korelasyon oldugu belirtilmistir (Ganji
ve ark., 2004). Serumda azalmis vitamin B diizeyi, homosistein konsantrasyonunun
azalmasina ve remetilasyon dongiisiiniin zayiflamasina neden oldugu bildirilmistir
(Friso ve ark., 2005). Bu siiregler, spermatogenez i¢in onemlidir (Boxmeer ve ark.,
2009). Ejekulatta yiiksek homosistein konsantrasyonunun zararli etkilere yol agtigi
saptanmistir (Ebisch ve ark., 2006).

Gava ve arkadaslarinin yaptiklart calismada, 55 obstriiktif olmayan
azospermik, 78 siddetli oligospermik ve 173 saglikli Birezilyali erkekte MTHFR geni
C677T, A1298C, G1793 A polimorfizmlerinin infertilite ile olas1 iligkisi arastirilmigtir.
T allelini tagiyan obstriiktif olmayan azospermik erkeklerin 1,97 kat ve siddetli
oligospermik erkeklerin 3,66 kat daha fazla infertilite riski tasidiklar1 tespit edilmistir.
Sonug¢ olarak MTHFR geni C677T polimorfizmi Brezilyali erkek populasyonunda
idiopatik erkek infertilitesiyle iliskilendirilmistir. Diger yandan, Brezilyali erkek
populasyonunda A1298C ve G1793A polimorfizmleri ise idiopatik erkek infertilitesi

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligkisi saptanmamuistir (Gava ve ark., 2011).
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Yapilan bir diger calismada 344 idiopatik infertil ve 450 fertil Fash erkekte
MTHFR geni A1298C polimorfizmi arastirilmistir. Siddetli oligospermik C/C genotipli
homozigot erkeklerin A/A genotipli erkeklere gore 3,372 kat daha fazla infertilite riski
tagidigr tespit edilmistir. 1298C aleli Fas populasyonunda azalan sperm sayisiyla
iligkilendirilmistir (Eloualid ve ark., 2012).

Safarinejad ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢aligmada, 164 infertil ve 328 fertil
Iranli erkekte MTHFR C677T, A1298C, GI1793A polimorfizmleri ve infertilite
arasindaki iligki arastirilmistir. T/T genotipli homozigot bireylerin 2,76 kat, C/T
genotipli heterozigotheterozigot bireylerin ise 1,63 kat daha fazla infertilite riski
tagidiklar1 tespit edilmigtir. A1298C ve G1793A polimorfizmleri ise infertiliteyle
iligkilendirilmemistir.

Ayrica 677T, 1298C, 1793G alellerine sahip erkeklerde daha yiiksek serum
homosistein ve daha diisiik folat seviyesi saptanmistir. Sperm folat konsantrasyonu ile
sperm yogunlugu, sperm hareketlilik yiizdesi ve sperm normal morfoloji yiizdesi
arasinda positif bir korelasyon oldugu tespit edilmistir (Safarinejad ve ark., 2011).

Shen ve arkadaslarinin yaptiklar: bir calismada, Cin populasyonunda MTHFR
1298C aleli idiopatik erkek infertilitesi i¢in genetik bir risk faktorii olusturdugu tespit
edilmistir (Shen ve ark., 2012).

Benzer bicimde MTHFR C677T polimorfizminin Hindistan, Cin, Kore, Asya
populasyonlarinda idiopatik erkek infertilitesiyle iliskili oldugu (Lee ve ark., 2006;
Zhou-Cun ve ark., 2007; Gupta N. ve ark; 2011; Wu ve ark., 2012) Cezayir, Italya,
Kafkas populasyonlarinda ise idiyopatik erkek infertilitesiyle iligkili olmadig1 (Stuppia
ve ark., 2003; Chellat ve ark., 2012; Wu ve ark., 2012) bildirilmistir.

Ayrica, MTHFR A1298C polimorfizmi Hindistan ve iran populasyonlarinda
idiopatik erkek infertilitesiyle iligkili oldugu (Singh ve ark., 2010; Shen ve ark., 2012)
Kafkas ve Asya populasyonlarinda ise iliskili olmadigi (Shen ve ark.,, 2012)
bildirilmistir.

2.3. Spermatogenez
Spermatogonyumlar, mitoz bolinmeyle cogalarak A tipi spermatogonyumlar
olarak adlandirilan kok hiicreleri ya da primer spermatositlere farklilasan B tipi

spermatogonyumlari olusturur (Junqueira ve ark., 2006). Primer spermatositler diploit
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hiicrelerdir ve birinci mayoz bolinme sonrasi sekonder spermatositlere doniisiir.
Sekonder spermatositler de ikinci mayoz bdliinme sonrasi yuvarlak spermatidlere
doniigiir (Zamudio ve ark., 2008). Spermatogenez olayr Sekil 2°de gosterilmektedir
(Giines ve Kulag, 2013).
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Sekil 2. Spermatogenez (Giines ve Kulag, 2013’den uyarlanmustir)

2.4. Spermiyogenez

Spermiyogenez esnasinda yuvarlak spermatitler uzamaya baslayarak uzamig
(elongated) spermatit halini alirlar. Olgun sperme doniistiiklerinde bas, boyun ve kuyruk
kisimlarindan olusurlar. Bas kisminda hiicrenin nukleusu yogun, sitoplazmasi azalmig
ve sitoplazmanin ¢evresinde hiicre membrani bulunmaktadir. Bagin 6n kisminda golgi
aygitindan olusan akrozom bulunmaktadir (Guyton, 2007).

Spermiyogenez akrozom olusumu, niikleus yogunlagmasi, kuyruk gelisimi ve
sitoplazmik kayb1 igeren karmasik bir evredir (Junqueira ve ark., 2006). Olgun sperm

iiretimi spermiyogenezin en son agsamasidir. Spermiyogenez ii¢ asamada incelenebilir:

Golgi Evresi
Yuvarlak spermatid sitoplazmasi1 golgi aygiti, mitokondriler, bir ¢ift sentriol,
serbest ribozomlar ve diiz endoplazmik retikulum igerir. Akrozomal graniiller golgi

aygitinda birikerek akrozomal vezikiiliin i¢inde yer alan akrozomal graniilii olusturur.
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Akrozomal Evre

Akrozomal vezikill ve graniil yogunlasan ¢ekirdegin 6n yarisim1 kaplar ve
akrozom admi alir. Akrozom hiyaliironidaz, néraminidaz, asit fosfotaz ve bazi hidrolitik
enzimler igerir. Bu enzimler, fertilizasyon esnasinda oositin ¢evresindeki korona radyata
hiicrelerini birbirinden ayirir ve zona pellisudayr pargalar. Olgun sperm hiicresi bir
oositle karsilagtiginda akrozom dis membram, sperm hiicre zariyla kaynasarak
akrozomal enzimler hiicre disina bosalir. Bu mekanizma déllenmenin ilk agamalarinda
gerceklesen akrozomal reaksiyon olayidir.

Spermiyogenezin bu evresinde nukleus uzar ve sperm DNA’s1 kondanse olur.
Sentriyollerden biri geliserek flagellumu olusturur. Flagellumun bas kisminda
mitokondriler bir araya gelerek spermin orta kismini olusturur. Mitokondri, sperm
haraketi i¢in gerekli olan enerjiyi saglar. Fertilizasyon esnasinda spermin yalnizca bas

kismi1 oosit i¢erisine girdiginden mitokondri DNA’s1 anne tarafindan fetusa aktarilir.

Matiirasyon (Olgunlasma) Evresi
Bu evrede, sitoplazma kalintilart sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir ve
olgun sperm hiicresi seminifer tiibiiliin limenine salinir (Junqueira ve ark., 2006) (Sekil

3).

e ——

Son parca

Akrozomal grangl Arozomal vezikdl

Sekil 3. Spermiyogenez (Junqueira ve ark., 2006’dan uyarlanmustir).
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2.5. Epigenetigin Spermatogenezdeki Rolii
Epigenetik, mitotik ve/veya mayotik olarak kalitilabilen DNA dizilerinde
degisim olmaksizin gen ifadesinin kalitilabilir degisimleridir (Carrell, 2012). Eski
Yunanca’da, epi- On eki istiinde, iizerinde, 6tesinde anlamini tagimaktadir. Bundan
dolay1 ad1 genetigin lizerinde ya da 6tesinde anlamina gelmektedir (Dada ve ark., 2012).
Epigenetik mekanizmalar, organizmanin yasami boyunca gelisimin farkl
evrelerinde, replikasyon ve gen ekspresyonu esnasinda diizenleyici rolii olan ¢ok cesitli
proteinlerin DNA ile etkilesimini diizenlemektedir. Her hiicre ¢esidinin kendine 6zgii
epigenetik karakteri vardir. Bu epigenetik karakter canlinin gelisim Oykiisiini ve
cevresel etkilerini, hiicre ve organizmanin fenotipinde yansitir (Angers ve ark., 2010).
DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve kromatin yeniden diizenlenmeleri

temel epigenetik degisikliklerdir (Rajender ve ark., 2011).

2.5.1. Sperm DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu, CpG adaciginda bulunan sitozin niikleotidinin pirimidin
halkasinin 5. karbonuna bir metil grubunun eklenmesiyle meydana gelen bir
biyokimyasal islemdir (Talbert ve ark., 2006). CpG adaciklar1 yaklasik 500 bp
uzunlugundaki genomik bolgelerdir (Takai ve ark., 2002). CpG adaciklar1 memeli
genlerinin yaklasik %40’inin promotor bolgesinde yer alir. Promotor bolgesinde yer
alan ve CpG adaciklarinda goriillen DNA metillenmesi transkripsiyon diizeyinde
kalitilabilir susturmaya yol agar. CpG adaciklarinda goriilen DNA metillenmesi, gen
ifadesinin kontroliinde 6nemli rol oynamaktadir. Gen ifadesinin diizenlenmesinde,
ozellikle genlerin promotor bolgelerindeki metillenme, transkripsiyon faktdrlerinin
promotor bolgesine baglanma yerlerinde degisiklikler meydana getirerek ya da
metillenmis DNA’ya 6zgiil olarak baglanabilen represorlerin baglanmasini engelleyerek
gen ifadesinin baskilanmasinda rol oynamaktadir (Yi ve ark., 2009; Klug ve ark., 2011).

DNA metilasyonu, DNA metiltransferaz (DNMT) enziminin etkisiyle meydana
gelir. S-adenozil metiyoninden bir metil grubunun sitozine verilmesi ii¢c DNA metil
transferazdan biri [bir DNMTI1, bir DNMT?2, {ic DNMT3 (DNMT3a/3b ve DNMT3L)]
tarafindan kataliz edilir (Yi ve ark., 2009). DNMT1, DNA replikasyonu sirasinda DNA
metilasyonunun devamindan sorumludur. DNMT3’ler de novo metiltransferazlardir ve

erken embriyonik gelisim doneminde genomik DNA’y1 metillemektedir. DNMT2 nin
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rolii tam olarak agiklanamamakla birlikte tRN A metiltransferazi olarak etki edebilecegi
onerilmektedir (Okano ve ark., 1998; Yi, 2009; Miklos ve ark, 2011). Kazanilan
degisiklikler devamli ve kalicidir (Wilson ve ark., 1983; Richardson ve ark., 2002).
Hipometilasyon ve hipermetilasyon genomun farkli bdlgelerinde kendiliginden
meydana gelebilir (Issa, 2000). Sitozin bazinin metillenerek 5-metilsitozine doniisiimi

Sekil 4’te gosterilmektedir.

NH, P
S-adenozil metivonin  y= Y . .. K I
g y S-adenozil homosistein
M N N
(=] u]
5 v g 3 a
o ¥ i o H
B 1:‘H\!- ""‘a—ll"l NH 1"h-—l"l
) OH O (s =]
hH,, 4 MH.,
- =2 CH
- - __.H N 3
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Sitazin 5-metilsitozin

DA,

Sekil 4. Sitozin bazimin metillenerek 5-metilsitozine dontsiimi (Turek-Plewa ve ark., 2005’den

uyarlanmigtir)

2.5.2. Sperm Histon Modifikasyonlar

Histonlar, 6karyotik hiicrelerin ¢ekirdeginde yer alan ve DNA’nin niiklezomlar
halinde paketlenmesini saglayan, lizin ve arjinince zengin olan bazik proteinlerdir.
H2A, H2B, H3 ve H4 histon proteinleri niikleozomun ¢ekirdek boliimiinde yer
almaktadirlar (Campos ve ark., 2009). Histonlar, basit kimyasal modifikasyonlarla
DNA’nin baglanma ve diger diizenleyici faktorlerin DNA ile etkilesebilme 6zelliklerini
degistirerek, gen aktivasyonunda da degisime yol agmaktadirlar. Histon
modifikasyonlar1  asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon ve ubikinasyon ile
gergeklestirilir. Genel olarak, histon H3 ve H4’iin asetilasyonu transkripsiyonel
aktivasyona yol agmaktadirlar (Liu ve ark., 2011). Deasetilasyon ise transkripsiyonel
inaktivasyona yol acip genel olarak metilasyon ile korelasyon gostermektedir. Genel
olarak histon asetilasyonu transkripsiyonun aktif oldugu bolgelerde goriiliirken,
hipoasetile histonlar ise inaktif 6kromatin ve heterokromatin bdlgelerde yer alir (Peng
ve ark., 2011). Histonlarin metilasyonu ise hem aktif hem de inaktif kromatin

bolgelerinde yer almaktadir. Bir diger diizenleyici mekanizma da histon kuyruklarindaki
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lizinin metilasyonudur. Histon H3’lin amino terminalindeki 9. lizinin metilasyonu (H3-
9K) DNA’nin sessizlestirmesine yol ac¢makta ve heterokromatik bolgelere
yayilmaktadir. Diger yandan, histon H3 proteinin 4. lizinin (H3-4K) metilasyonu
aktivasyonla iligkili olup agirlikli olarak aktif genlerin promotor bolgelerinde yer
almaktadir. Spermatogenez sirasinda histonlarin kuyruklarinin metilasyonu H3-K4 ve
H3-K9 metiltransferaz tarafindan gergeklestirilmektedir (Carrell ve ark., 2008).

Gelisim sirasinda germ hiicrelerinin epigenetik profili degismektedir (Kimmins
ve ark., 2005; Surani ve ark., 2007). Spermatogenez sirasindaki epigenetik degisimler
Sekil 5’te gosterilmektedir. Germ hiicrelerinin epigenetik profilleri mayozun farkl

asamalarinda degisime ugrar (Dada ve ark., 2012).

Spermatogenez
5
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b 3 & DMNA Metilasyonu
Primordival Germ - =
Hiicrelen B‘ Hf‘m \ Kromatin yapist vogunlagirken;
g {Xﬁ modifikasyon mevdana gelir.
Muhtemel Hatalar
& Anormal DNA Metilasyonu
Spermatogonyum & mBNA veya difer kodlanmayan
{AveBtipi) ENA lann degismis ekspresyonu
Epigenetilk Olaylar
& DNA fosforilasvonu
e T & Ubikinasyvon
o] ?/}_ _4¢ & Sumolasyon
= \-m & HIAZ ve H33 birlesmesi
= . P
Sp crmalosal o Muhtemel Hatalar
{ primer ve sekonder ) & Cift zincir kanklan
& Kromozomal aynlmama
& Anormal histon modifikasyonlan
— Spermivogenez
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i:,:f; L =
Muhtemel Hatalar
& Protamin ver degisim hatalar
& Anormal sentrozom oluswmu

& Apoptotik DNA fragmentasyonu

Sekil 5. Spermatogenez sirasindaki epigenetik degisimler (Dada ve ark., 2012°den uyarlanmustir)
H2AZ:Histon 2AZ H3.3: Histon 3.3
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Premayotik primordiyal germ hiicreleri (primordial germ cells; PGC) ve
spermatogonia, 0zgiin histon H3K9me3 modifikasyonu modelini gosterir (McLaren,
2003; Payne ve ark., 2006). Ancak, erkek germ hiicrelerinde mayozun baglamasiyla bu
modeller degisirler (Peters ve ark., 2001). Oakes ve arkadaglar1 genom boyunca DNA
metilasyonunun 6zelliklerinin spermiogenez sirasinda pakitenden sonra az degistigini
bildirmistir (Oakes ve ark., 2007).

Bu iki epigenetik diizenleyici mekanizma, DNA metilasyonu ve histon
modifikasyonu, gen ekspresyonunda birbiriyle siki sekilde iliskilidir. Gen
ekspresyonunun basarili epigenetik kontrolii siklikla her iki mekanizmanin isbirligi ve

etkilesimine ihtiya¢ duyar (Carrell, 2012).

2.5.3. Spermiyogenez Sirasinda Kromatin Modifikasyonu

Fertilizasyon, spermin disi iireme sistemi boyunca hareketi, zona pellusidaya
baglanma ve oosit i¢ine penetrasyonu ve cok sayida penetrasyon sonrasi olayi
kapsamaktadir (Yanagimachi, 2005). Bu asamalarin hasarsiz basarilabilmesi i¢in sperm
hiicresinde histonlarin %90-95’1 protaminlerle yer degistirir (Oliva, 2006).

Protaminler arjinince zengin ve spermiyogenez sirasinda sentezlenen kiigiik
proteinlerdir (Balhorn, 1982). Sperm kromatin protaminasyonu sperm genomunun
sikilagtirilmasini kolaylastirir, oksitlenmekten ve disi lireme sistemi igerisindeki zararh
molekiillerden korur. Bdylece genom ic¢in giivenli kosullar saglanir. Protaminasyon
sonrast DNA’nin ileri derece paketlenmesi transkripsiyonu engellemektedir.
Protaminasyon, sperm hiicrelerine 6zgii epigenetik diizenlenmedir (Oliva, 2006).

Fertilizasyon Oncesinde olgun spermin tasidigi paternal haploid genom
protaminlerle sikica paketlenirken, metafaz II’de baskilanan maternal genom histon
proteinleri ile paketlenir. Fertilizasyon sonrasinda protaminler hizlica histonlarla yer

degistirmekte ve oosit metafaz II’yi tamamlamaktadir.

18



Sperm kromatin protaminasyonu Sekil 6’da gosterilmektedir. Yapilan
arastirmalar fertil erkeklerde DNA’nin yaklasik %5-10’nun, infertil erkeklerde ise daha
fazlas1 histonlara bagl kaldigin1 gostermektedir (Hammoud ve ark., 2009; Hammoud
ve ark., 2011).

TRANSISYOXN PROTEINLER] :
HISTONLAR PROTAMINLER
e =]
¥
‘ Py .. 8 |, asww
Niikleozomlar Hiperssetilaiyon | Gegis evreleri | Nikleoprotaminler \
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& 12 16 Evreler =

HISTON VARYANTLARI | Spermatozoon
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HIPERASETILASYON |
TPs - Prms
/ BAZIK
PROTEDNLER
# TARAFINDAM
HISTON E'?R
pEGishd
KROMATIN

N YAPISI
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T

Sekil 6. Spermiyogenez esnasinda histonlarin protaminlerle yer degistirmesi (Gaucher ve ark., 2010’dan

uyarlanmustir) TPs: Transisyon Proteinleri Prms: Protaminler

2.6. Cevresel Faktorler ve Epigenetik

Baz1 gevresel faktorlerin, semen parametreleri {izerinde olumsuz etki yaratan
epigenetik diizenlenmelere neden oldugu tespit edilmistir. Seminal reaktif oksijen
tirlerinin {iretiminin  artmasinin, DNA fragmentasyonunun artist ve DNA
hipometilasyonuyla iliskili oldugu tespit edilmistir (Tunc ve ark., 2009). Infertil
erkeklerin, fertil erkeklere nazaran daha fazla DNA fragmentasyonu ve daha yiiksek
seviyede seminal serbest oksijen tiirlerine sahip olduklar1 tespit edilmistir (Tunc ve
ark., 2009). Bu bilgilere dayanilarak oksidatif strese bagli ortaya ¢ikan DNA hasariin
anormal global DNA metilasyon olusumunu kolaylastirabilecegi disiiniilmektedir
(Rajender ve ark., 2011). Ug ay siiresince antioksidanlarla tedavi edilen deneklerde,

DNA hasarinda ve reaktif oksijen seviyesinde bir azalma ve  global DNA
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hipometilasyonunda artig goriilmiistiir (Tunc ve ark., 2009). Oakes ve arkadaslarinin
yaptiklar1 bir ¢aligmada, bir anti kanser ajani olan 5-aza-2’-deoksisitidinin global
hipometilasyona sebep oldugu bildirilmistir. Ayrica global hipometilasyonun degismesi
sperm morfolojisi, azalmig sperm hareketliligi, azalmig fertilizasyon kapasitesi ve
azalmis embriyo sagkalimi ile iliskilendirilmistir (Oakes ve ark., 2007). 5-aza-2’-
deoksisitidin erkek germ hiicrelerinde de novo metilasyonu engelledigi bildirilmistir
(Rajender ve ark., 2011).

Metoksiklor ve vinklozolin gibi endokrin bozucularin spermatogenez
bozukluklarina ve erkek infertilitesi olusumuna yol actigi birka¢ calismada
gosterilmistir. Anway ve arkadaslarin (Anway ve ark., 2005) yaptiklar1 bir calismada,
gebelik esnasinda annenin gegici bir siire metoksiklora (Ostrojenik pestisit) ve
vinklozoline (anti androjenik fungisit) maruz birakilmasi, erkek dolde azalmis sperm
sayisi ve yasayabilirlik, azalmis spermatogenik hiicre apoptosizi, anormal seminifer
tubiil morfolojisi ve infertiliteye sebep oldugu ortaya konulmustur.

Calismamizda MTHFR geni promotor bolgesi metilasyon degisimlerinin
Tirkiye populasyonunda idiopatik erkek infertilitesiyle iligkili olup olmadigini

arastirmayi amagcladik.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Hasta ve Kontrol Grubunun Olusturulmas: ve Ozellikleri

Bu tez ¢aligmasima 12 Nisan 2012 -15 Mayis 2013 tarihleri arasinda Ondokuz
Mayis Universitesi Hastanesi Uroloji Polikliniginde infertilite tamis1 alan, yaslar1 25-40
arasinda degisen, 31 NOA infertil erkek ve 46 siddetli oligospermik hasta dahil
edilmistir. OMU KAEK 2012/04 karar nolu tez calismamizin amag, gereg, yaklasim ve
yontemiyle ilgili a¢iklamalarimiz Klinik Arastirmalar Etik Kurulu yonergesine gore
31.05.2012 tarihli Etik Kurulda incelenmis ve etik agidan uygunlugu oy birligi ile kabul
edilmistir (Bkz: Ek). Bu hastalarla ayn1 yasta olan sperm motilitesi ve morfolojisi
normal 49 goniillii normospermik erkek kontrol grubuna dahil edilmistir. Kontrol
grubunu olusturan bireylerin dokuzu fertil iken digerleri kadm faktorii nedeniyle
infertilite gbzlenen g¢iftlerdeki erkekler arasindan secildi. Hasta ve kontrol gruplarina
goniillii olur formu imzalatilmigtir. Kromozom anomalisi, kistik fibrosis ve Y
kromozomu mikrodelesyonu goézlenen hastalar ve l6kosit igeren ejekulat ornekleri
caligma grubuna dahil edilmemistir. Ayrica 18 azospermik hastanin DNA izolasyonu
sirasinda olusan teknik aksakliklardan dolayr basarili bir sekilde DNA’lar1 izole
edilemediginden ¢alismamiza dahil edilemedi. Benzer bir sekilde metilasyon profillerini
belirledigimiz 4 tane Kleinfelter Sendromlu azospermik hastanin sonuglar1 metilasyon
profilleri belirlendigi halde ¢aligmaya dahil edilmedi.

DNA izolasyonu, tiip bebek tedavisi igin testikiiler sperm ekstrasyonu
(testicular sperm extraction, TESE) yapilan azospermik hastalarin testis biyopsisi
orneklerinden, siddetli oligospermik infertil ve normospermik erkeklerin de ejakulat
spermatozoalarindan  yapilmistir.  Ejekulat Orneklerinden bekletilmeden DNA
izolasyonu yapimistir. Azospermik erkeklerden TESE ile alinan testis biyopsisi
ornekleri ise DNA izolasyonu yapilincaya kadar derin dondurucuda muhafaza
edilmisgtir.

Diinya Saglik Orgiiti (DSO) 2010 yili kriterlerine gdre normal sperm
morfoloji orant > %4 ve normal sperm motilite oran1 > %40 olarak degerlendirilmistir
(Diinya Saghk Orgiitii, 2010). Siddetli oligospermik ve normospermik erkeklerde
morfolojik ve motilite degerlendirilmesi bu kriterlere gére yapilmustir.

Caligmamiza dahil edilen bireylerde sperm konsantrasyonu >30 milyon/ml

olan erkekler normospermik, <5 milyon/ml olan erkekler ise siddetli oligospermik



olarak kabul edildi. Normospermik erkeklerin yas ortalamasi 32, oligospermik ve

azospermik erkeklerin yas ortalamasi ise sirasiyla 29 ve 31 olarak tespit edildi.

3.2. Testis Biyopsisi Orneklerinden DNA Izolasyonu

Azospermik hastalardan TESE yontemiyle alinan testis biyopsisi orneklerinden
DNA izolasyonu ZR Genomic DNA™-Tissue MicroPrep Kiti (Zymo Research, ABD)
kullanilarak gerc¢eklestirildi.

DNA izolasyonuna baglanmadan dnce 100 ml Genomic Lysis Buffer iizerine

500 pl beta-mercaptoethanol ilave edildi. 5 mg Proteinaz K, 260 ul Proteinase K Stok
Tamponu ile sulandirildi. Son proteinaz K konsantrasyonu  ~20 mg/ml olarak elde
edildi.

DNA izolasyonu i¢in sirastyla asagidaki islemler uygulandi.

1. Eppendorf tiipii icerisindeki testis biyopsisi Ornegi kisa bir santrifiij
yapilarak dokunun tiipiin dibine ¢cokmesi saglandi.

2. Eppendorf tiipii icerisindeki doku tizerine 95 ul saf su, 95 ul Sindirim
(Digestion) Tamponu, 10 pl proteinaz K konuldu.

3. Hafif bir vorteks yapilarak soliisyonlarin karistirilmasi saglandi.

4. Doku, 55°C’de su banyosunda 3 saat inkiibe edildi.

5. Inkiibasyon siiresi boyunca 15-20 dakikada bir vorteks yapilarak tam liziz
olmasi saglandi.

6. Su banyosundan alian Eppendorf tiiplindeki doku iizerine 700 ul Genomik
Lizis Tamponu eklendi.

7. Oda sicakliginda 13,000 rpm hizda 3 dakika santrifiij edildi.

8. Siipernatant toplama tiipiine yerlestirilen ‘Zymo—SpinTM IC kolon igerisine
aktarild1.

9. Oda sicakliginda 13,000 rpm hizda 3 dakika santrifiij edildi. Stipernatantin
spin kolondan tamamiyla akmas1 gerektigi i¢in santrifiij islemi gerektiginde
tekrarland1.

10. Zymo-Spin"™ IC kolon, temiz toplama tiipiine aktarildu.

11. ‘Zymo-Spin™ IC kolona 200 pl DNA On yikama (Prewash) Tamponu
eklendi.
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13.
14.
15.

16.
17.
18.
19.
20.

. Oda sicakliginda 13,000 rpm hizda 3 dakika santrifiij edildi. Yikama
Tamponunun spin kolondan tamamiyla akmasi i¢in gerektiginde santrifiij
islemi tekrarlanda.

“Zymo-Spin™ IC kolon, temiz toplama tiipiine aktarildu.

Zymo-Spin"™ IC kolona 400 ul g-DNA Yikama (Wash) Tamponu eklendi.
Oda sicakliginda 13,000 rpm hizda 3 dakika santrifiij edildi. Yikama
Tamponunun spinden tamamiyla akmasi igin gerektiginde santrifiij islemi
tekrarland1.

‘Zymo-Spin"™ IC kolon steril Eppendorf tiipiine yerlestirildi.

Spin kolonun merkezine 80 pl Eliisyon Tamponu koyuldu.

Oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.

Tiipler maksimum hizda oda sicakliginda 3 dakika santrifiij edildi.

Spin kolondan Eppendorf tiipiine gegen DNA 6rnekleri -20 °C’de saklandi.

3.3. Ejekulat Orneklerinden DNA izolasyonu

Izolasyona baslanmadan once, 18 ml Yikama (Wash) soliisyonu icerisine 42

ml absoli

etanol eklendi. Ejekulat 6rneklerinden DNA izolasyonu, Norgen Genomik

DNA izolasyon Kiti kullanilarak gerceklestirildi.

DNA izolasyonu igin sirasiyla asagidaki iglemler uygulandi:

L.
2.

Temiz bir Eppendorf tiipiine 580 pl ejekulat 6rnegi konuldu.

Ejekulat tizerine 300 pl Sindirim (Digestion) Tamponu ve 20 pl proteinaz K
ilave edildi. Vorteks yapilarak tam karigim saglandi.

Ejekulat, 55°C’lik su banyosunda 45 dakika-2 saat inkiibe edildi.

15 dakikada bir vortekslenerek tam liziz sagland1. Lizata bagl olarak
homojen bir goriiniim elde edilene kadar su banyosunda inkiibasyona devam
edildi.

Su banyosundan ¢ikarilan lizata 300 pl Baglama (Binding) Soliisyonu
eklendi. Vorteks ve spin yapild1.

Lizata 300 pl absolii alkol eklendi. Vorteks ve spin yapildu.

Spin kolonlar ile toplama tiipleri birlestirildi. Lizattan 600 pl alinip kolona
aktarild1.

Oda sicakliginda 13,000 rpm hizda 3 dakika santrifiij edildi.
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9. Eppendorf tiiplinde geriye kalan lizat kolona aktarildi. Stvinin tamami
spinden uzaklasincaya kadar santrifiij yapilir.

10. Oda sicakliginda 13,000 rpm hizda 3 dakika santrifiij edildi.

11. 500 pl Yikama (Wash) Soliisyonu kolona koyuldu.

12. Oda sicakliginda 13,000 rpm hizda 5 dakika santrifiij edildi spin
kolondansivi tamamen uzaklasana dek santrifiij yapild1.

13.500 pl Yikama (Wash) soliisyonu kolona koyularak yikama iglemi
tekrarland1.

14. Oda sicakliginda 13,000 rpm hizda 5 dakika santrifiij edildi.

15. Spin kolon, 1,7 pl’lik eliisyon tiipii igerisine yerlestirdi.

16. 50 pl Eliisyon (Elution) Tamponu spin kolona eklendi. Eliisyon
tamponunun spin kolonun merkezine gelmesine dikkat edildi.

17. Oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.

18. Oda sicakliginda 13,000 rpm hizda 3 dakika santrifiij edildi.

19. Spin kolondan tiip igerisine gecen purifiye DNA 6rnekleri daha sonraki
islemlerde kullanilmak tizere -20 °C’ye kaldirildi.

3.4. Ekstrakte Edilen DNA’larn Bisiilfit Modifikasyonu

DNA bisiilfit modifikasyonu i¢in EZ DNA Methylation—GoldTM Kit (Zymo
Research, ABD) kullanildi. Metilasyonu saptamak icin bugiin kullanilan en yaygin
tekniklerden biri  bisiilfit donlisim  yontemidir (Frommer, 1992). Bisiilfit
modifikasyonuyla metillenmis sitozinler degismeden kalirken metillenmemis sitozinler
urasile doniisiir. Urasil PCR sonrasi timine doniismektedir. Bisiilfit modifikasyonu
sonrast DNA’nin metilasyon profili Metilasyona Spesifik PCR’yi ( Methylation Spesific
PCR; MSP) takiben DNA dizilenmesiyle de tespit edilebilir.

Calismamizda testis biyopsisi ve ejekulattan elde edilen DNA’larin bisiilfit
modifikasyonu igin 200-500 ng DNA kullamildi. /n vitro metillenmis DNA (IVD)
pozitif kontrol olarak kullanildi.

Bisiilfit modifikasyonuna baglamadan 6nce CT Doniisim Reaktifi ve M-
Yikama Tamponu kitin protokoliinde belirtildigi gibi hazirland:.

CT Doniisiim Reaktifi’nin Hazirlanmasi: Her CT Doniisiim Reaktifi tiipii 10
adet DNA modifikasyon iglemi i¢in tasarlanmig liyofilize bir karigim igermektedir.

Kullanimdan 6nce taze olarak agagidaki sekilde hazirlandi:
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CT Dontigiim Reaktifi tiipii kisa bir santrifiij yapilarak igerisindeki kati
partikiillerin dibe ¢cokmesi sagland:.

CT Dontisiim Reaktifi tiiptine 900 pl su, 300 ul M-Seyreltme (Dilution)
Tamponu ve 50 ul M-Coziicti (Dissolving) Tampon eklendi.

Oda sicakliginda 20 dakika boyunca vortekslenerek karistirildi.

Isiga duyarli bir reaktif oldugundan hazirlanmasim takiben hemen kullanildi.

Oda sicakliginda bir gece, 4°C’de bir hafta, -20°C’de bir aya kadar saklanabilecegi ve

kullanim Oncesinde 37°C’ye getirilerek vortekslenmesi gerektigi belirtilmistir.

M-Yikama Tamponu’nun Hazirlanmasi: Kullanim 6ncesinde 24 ml’lik M-

Yikama Tamponu igerisine 96 ml absolii etanol ilave edilmistir.

CT Dontisim Reaktifi ve M-Yikama Tamponunun hazirlanmasindan sonra

bistilfit modifikasyon islemi i¢in sirasiyla asagidaki islemler uygulandi:

L.

P =N W

PCR tiiplerine 20 pul DNA o6rnekleri koyuldu. DNA hacminin 20 pl’den az
oldugu durumlarda aradaki hacim farki deiyonize su ile tamamlandi. 130 pl
CT Déniisiim Reaktifi, PCR tiiplerine ilave edildi. Ornekler pipetajla iyice
karigtirildi.

PCR tiipleri 1s1 doniistiiriicii (thermal cycler) cihazina koyularak asagida

belirtilen program ayarlandi:

98°C’de 10 dakika.
64°C’de 2 saat 30 dakika.
4°C’de saklama (20 saate kadar).

Zymo-Spin'™ IC Kolonlar, toplama tiiplerine yerlestirildi ve igerisine 600
ul M-Baglama (Binding) Tamponu eklendi.

Is1 donistiiriictiden ¢ikarilan 6rnekler M-Baglama (Binding) Tamponu
iceren Zymo-Spin™ IC Kolonlar igerisine pipetaj yapilarak ilave edildi.
13,000 rpm’de 30 saniye santriflij yapilarak sivi kisim uzaklastirildi.
Kolonlara 100 pl M- Yikama (Wash) Tamponu eklendi.

13,000 rpm’de 30 saniye santriflij yapilarak sivi kisim uzaklastirildi.
Kolonlara 200 pl M-Desiilfonasyon Tamponu eklendi.
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9. Kolonlar oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edildi.

10. inkiibasyon sonras1 13,000 rpm’de 30 saniye santrifiij yapildu.

11. Kolonlara 200 pl M-Yikama (Wash) Tamponu eklendi.

12. 13,000 rpm’de 30 saniye santrifiij yapilda.

13. Kolonlara 200 pl M-Yikama Tamponu eklenerek yikama islemi

tekrarland1 ve 13,000 rpm’de 30 saniye santrifiij yapildi.

14. Kolonlar 1,5 mI’lik Eppendorf tiiplerine yerlestirilerek 10 pl M-Eliisyon

Tamponu kolon merkezine eklendi.
15. 13,000 rpm’de 30 saniye santrifiij yapilarak DNA elde edildi.
16. Modifiye edilmis DNA’lar PCR isleminde kullanilincaya kadar -20°C’de
sakland1.
3.5. Metilasyona-spesifik PCR

MSP analizi (Herman ve ark. 1996) DNA metilasyon ¢alismalarinda yapilan en
onemli teknolojik ilerlemelerden biridir. Sadece metillenmemis sitozinlerin urasile
doniigiimiinde bisiilfitin se¢ici doniistiiriicii giiclinden faydalanmaktadir.

MSP islemi i¢in ZymoTaq™ DNA Polimeraz (Zymo Research, ABD)
kullanildi. ZymoTaq™ DNA Polimeraz Hot-start polimeraz enzimdir. ZymoTaq™
DNA Polimeraz baslangi¢ denatiirasyonundan sonra sicaklik 75°C’ye indiginde PCR
tiiplerine ilave edildi. ZymoTaq™ DNA Polimeraz, primer dimer ve spesifik olmayan
iirlin olusumunu en aza indirgemekte ve bisiilfitle muamele edilmis modifiye DNA’nin
metilasyon durumunu belirlemek i¢in spesifik olarak tasarlanmistir (Zymo Research,

ABD). 50 ul’lik reaksiyon karigimi Tablo 1’de belirtilen maddeleri igermektedir.

Tablo 1. 50 pl’lik reaksiyon karigim

2X reaksiyon tamponu 25 ul (1X)
dNTP karisimu (25 mM) 0.5 pl (0.25 mM)
Forward primer (100 uM) 1.5 ul (0.5 uM)
Reverse primer (100 pM) 1.5 ul (0.5 uM)
Modifiye DNA 4 ul

ZymoTaq polimeraz (5U/ul) 0.4 ul (2U/50pl)
ddH,0 17.5 pl
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Modifiye edilen DNA’larin 4 pl’si, IVD’nin ise 2 ul’si 50 pl’lik PCR
reaksiyon karisiminda kalip olarak kullanildi. MSP ve metilasyona spesifik olmayan
PCR (USP) igin reaksiyon karigimlar1 farkli tiiplerde hazirlandi. PCR ig¢in pozitif
kontrol olarak tam olarak metillenmis insan DNA standarti (Zymo Research, ABD)
kullanild1. Negatif kontrol olarak ise deiyonize su (ddH,O) (Zymo Research, ABD)
kullanildi. MTHFR MSP kosullar1 Tablo 2’de gosterilmektedir.

Tablo 2. MTHFR MSP kosullar1

Basamak Sicakhik Siire Dongii Sayisi
Baslangi¢ denatiirasyonu 95°C 10 dk 1
Denatiirasyon 95°C 40 sn

Baglanma 58°C 40 sn 40
Uzama 72°C 1 dk

Son Uzama 72°C 10 dk 1

MTHFR USP kosullar1 Tablo 3°de gosterilmektedir.
Tablo 3. MTHFR USP Kosullari

Basamak Sicaklik Siire Dongii Sayisi
Baslangi¢ denatiirasyonu 95°C 5dk 1
Denatiirasyon 95°C 40 sn

Baglanma 59°C 40 sn 40
Uzama 72°C 1 dk

Son Uzama 72°C 10 dk 1
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MTHFR promotor bolgesi MSP ve USP icin kullanilan primer dizileri ve
amplifikasyon biiyiikliikleri Tablo 4’de gosterilmektedir.

Tablo 4. MTHFR promotor bolgesi MSP ve USP i¢in kullanilan primer dizileri

Forward Primer Reverse Primer PCRiiriinii | Referans
(bp)
MSP: TAG ATT TAG GTA | MSP: GAA AAA CTA ATA | 200bp (Wu.  ve ark,
CGT GAA GTA GGG TAG | AAAAACCGA CGA A 2010)
AC
USP: TTT AGG TAT GTG | USP: CAA AAA ACT AAT | 190 bp
AAG TAG GGT AGA TGT | AAA AAA CCA ACA AA

3.6. Agaroz Jel Elektroforezi

%2,5’lik agaroz jel hazirlamak i¢in 130 ml 1XTBE (Tris-Borik Asit-EDTA)
Olgiilip bir erlenmayere aktarildi ve 3,25 g agaroz tartilarak 130 ml 1XTBE
soliisyonuna ilave edildi. Erlenmayer igindeki heterojen karisim mikrodalga firinda
homojen bir goriiniim elde edilene kadar ve igerisindeki kopiikler gidene kadar 30
saniyelik araliklarla 1sitildi. Soliisyon oda sicakliginda sogumaya birakildi. Soliisyon
sicakligr 75°C’ye indiginde 0,5 mg/ml’lik etidyum bromiirden 130 ul eklendi. Karisim
calkalanarak etidyum bromidin tiim ¢o6zeltiye dagilmasi saglandi. Yatay elektroforez
setine jel taraklar1 yerlestirildi. Agaroz jel karigimi elektroforez setine dokiilerek
polimerizasyona birakildi. 15 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 45 dakika
4°C’de bekletildi. Polimerize olmus jelden taraklar uzaklastirildi. Jel yeterli miktarda
1XTBE soliisyonu igeren elektroforez tankina yerlestirildi. 30 ul PCR firiinii, 5 pl
6XLoading Dye (yiikleme boyasi) ile jelin kuyucuklarma yiiklendi. 130 volttaki elektrik
akiminda yiritildii. Elektroforez isleminden sonra, bantlar UV transilliiminatorii

altinda goriintiilenerek incelendi.

3.7. Istatiksel Analiz

Istatistiksel analiz SPSS 17.0 paket programinda yapildi. Parametreler
arasindaki iligki ki-kare testiyle degerlendirildi. p<0,05 degeri istatistiksel olarak
anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

Siddetli oligospermik ve non-obstriiktif azospermik infertil erkeklerde ve ayni

yasta olan normospermik erkeklerde MTHFR geni promotor bdlgesi metilasyon

profilleri Tablo 5’de gosterilmistir. Normospermik erkeklerde metilasyon sikligi %51,0
(Fertil erkeklerde 7/9; Normospermik erkeklerde 18/40; Toplam: 25/49), oligospermik
erkeklerde %58,7 (27/46), azospermik olgularda ise %48,4 (15/31) olarak tespit edildi.

Tablo 5. Azospermik, oligospermik ve normospermik erkeklerin MTHFR geni promotor bolgesi

metilasyon profilleri

Ornek tipi (n) Metillenmis MTHFR (%) Metillenmemis MTHFR (%)
Azospermik erkekler (31) 15 (48,4) 16 (51,6)
(Testis biyopsisi)
Oligospermik erkekler (46) 27 (58,7) 19 (41,3)
(Ejekulat)
Kontrol grubu (49) 25(51,0) 24 (49,0)
(Ejekulat)

Sonug olarak siddetli oligospermik ve non-obstriiktif azospermik hastalar ve

normospermik erkekler arasinda MTHFR geni promotor bolgesi metilasyon profilleri

acisindan anlamli bir fark saptanmadi (p = 0,625).




Oligospermik erkekler igerisinde alt1 olguda her iki alelin metilasyona ugradigi,
19 olguda her iki alelde metilasyon olmadigi, 21 olgunun da heterozigot oldugu tespit
edildi. (Tablo 6).

Tablo 6. Azospermik, oligospermik ve normospermik erkeklerin MSP Sonuglari

Ornek (n) M/U (%) M/M (%) U/U (%)
Azospermik erkekler (31) 15 (48,4) 0(0) 16 (51,6)
(Testis biyopsisi)

Oligospermik erkekler (46) 21 (45,7) 6 (13) 19 (41,3)
(Ejekulat)

Kontrol (49) 23 (46,9) 2 (4,1) 24 (49)
(Ejekulat)

Azospermik erkeklerde her iki alelin metilasyona ugradigi olgu tespit
edilemezken 16 olguda her iki alelde metilasyon olmadigi, 15 olgunun da heterozigot
oldugu tespit edildi. Normospermik erkekler igerisinde iki olguda her iki alelin
metilasyona ugradigi, 24 olguda her iki alelin de metilasyona ugramadigi, 23 olgunun
da heterozigot oldugu tespit edildi.

Calisilan 46 oligospermik erkek igerisinde yedi olguda sperm motilitesinin

normal oldugu saptamrken 39 olguda ise diisiik oldugu saptandi (Tablo 7).

Tablo 7. Normal ve diisiik motiliteye sahip oligospermik erkeklerin MTHFR geni promotor bolgesi

metilasyon profilleri

Ornek (n) Metillenmis Metillenmemis
MTHFR geni (%) | MTHFR geni (%)

Diisiik sperm motilitesi goriillen oligospermik 22 (56,4) 17 (43,6)
hastalar (39) (Ejekulat)

Normal motilitesi gézlenen oligospermik hastalar (7) 5(71,4) 2 (28,6)
(Ejekulat)
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Sperm motilitesi > %4 olan bireyler normal kabul edildi. Motilitesi diisiik olan
oligospermik erkeklerden 22 olguda metilasyon saptanirken, 17 olguda metilasyon
saptanmadi. Normal motiliteye sahip olan oligospermik erkeklerden 5 olguda
metilasyon saptanirken, 2 olguda metilasyon saptanmadi.

Sonu¢ olarak oligospermik erkeklerde MTHFR geni promotor bdlgesi
metilasyonunun sperm motilitesi lizerine bir etkisi olmadigi saptandi (p=0,682).

Caligilan 46 oligospermik erkek igerisinde 1 olgunun normal sperm morfolojisi

gosterdigi, 45 olgunun anormal sperm morfolojisi gosterdigi saptandi (Tablo 8).

Tablo 8. Normal ve anormal morfolojiye sahip oligospermik erkeklerin MTHFR geni promotor bolgesi

metilasyon profilleri

Ornek (n) Metillenmis MTHFR (%) Metillenmemis
MTHFR (%)

Normal sperm morfolojisi gosteren

oligospermik erkekler (1) 0 (%0) 1 (%100)
(Ejekulat)

Anormal sperm morfolojisi  gosteren

oligospermik erkekler (45) 27 (%60) 18(%40)
(Ejekulat)

Sperm morfolojisi > %4 olan bireyler normal kabul edildi. Anormal sperm
morfolojisi gosteren oligospermik erkeklerden 27 olguda metilasyon saptanirken, 18
olguda metilasyon saptanmadi. Normal sperm morfolojisi gosteren oligospermik olguda
metilasyon saptanmadi.

Sonu¢ olarak oligospermik erkeklerde MTHFR geni promotor bdlgesi

metilasyonunun sperm morfolojisi tizerine bir etkisi olmadigi saptandi (p=0,413).
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43-47 no’lu oligospermik hastalarin metilasyon profilleri Sekil 7°de

gosterilmektedir.

g
HO IVD § 043 044 045 046 047
UM UMZ2UMUMUMUMUM

Sekil 7: Oligospermik hastalarin metilasyon profilleri. U: Metillenmemis; M: Metillenmis

Birinci ve 2. kuyularda yer alan negatif kontrolde amplifikasyon
goriilmemektedir. Uciincii ve 4. kuyular pozitif kontrolii temsil etmektedir. Pozitif
kontrolin U’sunda 190 bg’lik amplifikasyon goriilirken, M’sinde 200 bg’lik
amplifikasyon goriildii. Besinci kuyu 50 b¢’lik DNA Ladder Marker’i temsil
etmektedir. Altinci1 ve 7. Kuyular 43 numarali siddetli oligospermik hastayr temsil
etmektedir. Bu hastanin heterozigot oldugu tespit edildi. Sekizinci ve 9. kuyular 44
numarali giddetli oligospermik hastay1r temsil etmektedir. Bu hastanin heterozigot
oldugu tespit edildi. Onuncu ve 11. kuyular 45 numaral siddetli oligospermik hastay1
temsil etmektedir. Bu hastanin heterozigot oldugu tespit edildi. Onikinci ve 13. kuyular
46 numarali gsiddetli oligospermik hastayr temsil etmektedir. Bu hastanin heterozigot
oldugu tespit edildi. Ondordiincii ve 15. kuyular 47 numarali siddetli oligospermik
hastay1 temsil etmektedir. Bu hastanin homozigot metile banta sahip oldugu tespit

edildi.
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Calismaya dahil edilen 49 kisilik normospermik erkegin MTHFR geni
metilasyon profillerini karsilastirmak amaciyla konsantrasyonlart 30-50 milyon/ml; 50-
70 milyon/ml ve > 70 milyon/ml olmak iizere normospermik erkekler sperm
konsantrasyonlarina gore li¢ gruba ayrilmistir. MTHFR geni promotor metilasyonu ve
normospermik erkeklerde sperm konsantrasyonlar1 arasinda fark saptanmamistir (P:

0,240) (Tablo 9).

Tablo 9. Normospermik erkeklerin sperm konsantrasyonlar: ve metilasyon profilleri arasindaki iliski

Sperm Konsantrasyonu MSP negatif MSP pozitif Total
(milyon/ml)
30-50 14 20 34
50-70 7 4 11
>70 3 1 4
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5. TARTISMA

Chen ve arkadaslarmin yaptiklar1 calismada MTHFR geninin aktivitesinin
erigkin fare testislerinde diger organlariyla karsilagtirildiginda 5 kat daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir (Chen ve ark., 2001). Yapilan bagka bir calismada MTHFR geni inaktif
olan erkek farelerde yapilan testis biyopsisi sonucunda testis histolojisinin anormal
oldugu ve spermatogenezin yapilamadig: tespit edilmistir (Kelly ve ark., 2005). Bu
bulgular, MTHFR’nin spermatogenezde roli oldugunu ve MTHFR genindeki
degisimlerin erkek infertilitesiyle iligkili olabilecegini gostermektedir.

Insanlarda da MTHFR geninde goriilen polimorfizmlerin ve epigenetik
degisimlerin farkli populasyonlarda idiopatik erkek infertilitesiyle iliskili olabilecegi
ortaya konulmustur (Eloualid ve ark., 2012).

Yaptigimiz ¢alisma sonucunda, siddetli oligospermik ve non-obstriiktif
azospermik hastalar ve normospermik erkekler arasinda MTHFR geni promotor bolgesi
metilasyon profilleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptamadik.

Sonuglarimiz bu konuda daha 6nce biri Iran’da digeri Cin’de yapilan iki
calismadan farklilik gostermektedir. Her iki calismada da MTHFR geni promotor
bolgesi hipermetilasyonunun idiopatik erkek infertillitesiyle iligkisi istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. Ancak, hasta ve kontrol gruplarimiz bu ¢aligmalardan farklilik
gostermektedir.

Sonuglarimizin  giivenilirligi acisindan ¢alisacagimiz  drneklem sayisini
belirlenmek i¢cin %95 giiven aralifinda power analiz yaptirdik fakat ilgili bu iki
makalede power analizi yaptirdiklarina dair bir ifade bulunmamaktadir. Calismamiza
dahil ettigimiz hasta ve kontrol sayis1 diger iki calismanin sayilartyla karsilastirildiginda
daha fazladir. Ayrica hasta ve kontrol grubumuzun 6zellikleri de diger iki ¢alismadan
farklidir.

Khazamipour ve arkadaslarmin Iran’da yaptiklari calismada, DNA’lari
periferik kandan izole edilen 50 NAO infertil ve yas olarak eslenegi olan 50 fertil
erkegin MTHFR geni promotor bdlgesi metilasyon profilleri degerlendirimistir. NAO
infertil erkelerde metilasyon siklig1 %30 (15/50) olarak belirlenirken, fertil erkeklerde
ise %18 (9/50) olarak tespit edilmistir. Sonug¢ olarak, periferik kandan MTHFR geni
promotor bolgesi metilasyon profilleri agisindan azospermik hastalar ve kontrol gruplari

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir. Khazamipour ve



arkadaslarinin ¢aligmasinda, ayrica testis biyopsisinden DNA’lar1 izole edilen 32 NOA
infertil ve yas olarak eslenegi olan 5 obstriiktif azospermik (obstructive azoospermia;
OA) erkekte MTHFR geni promotor bdlgesi metilasyon profilleri aragtirilmistir. NAO
infertil erkeklerde metilasyon siklig1 % 53,0 (17/32), OA kontrollerde ise % 0 (0/5)
olarak tespit edilmistir. Bu caligmayla beraber NAO infertil erkeklerin testislerinde
MTHFR geni promotor bolgesi hipermetilasyonu oldugu istatistiksel olarak anlamli
olarak degerlendirilmistir (Khazamipour ve ark., 2009). Caligmamiza dahil edilen
kontrol grubu sayimiz Khazamipour ve arkadaslarmin yaptiklar1 caligmayla
karsilagtirildiginda daha yiiksektir.

Khazamipour’un ve Chen’in yaptiklar1 ¢calismalar MTHFR geni metilasyon
profilinin dokuya spesifik olabilecegini gostermistir. Bundan dolayr ¢aligmamizda
siddetli oligospermik infertil hasta ve yas olarak eslenegi olan normospermik erkeklerin
DNA’larim ejekulattan, azospermik hastalarin DNA’larini ise testis biyopsisinden izole
ettik.

Caligmamiza 31 non-obstriiktif azospermik ve 46 siddetli oligospermik hasta
ve yas acisindan eglenegi olan 49 normospermik erkek dahil edildi. Normospermik
olgularda metilasyon sikligi %51,0 (25/49), oligospermik olgularda %58,7 (27/46),
azospermik olgularda ise %48,4 (15/31) olarak tespit edildi. Normospermik erkeklerin
dokuzu fertil iken 40’1 normal sperm parametreli ve esleri nedeniyle infertile sorunlari
yagamaktayd1.

Bizim g¢alismamizda 49 normospermik erkekten 25’inde metilasyon
gozlenirken 24 olguda metilasyon gozlenmedi. Normospermik erkeklerde metilasyon
oranimiz %51,0 olarak tespit edildi. Khazamipour ve arkadaslarinin ¢aligmasinda ise
kontrol grubunu olusturan 5 obstriiktif azospermik erkekte hi¢ metilasyon
saptanmamigtir. Bizim ¢aligmamizda 31 azospermik hasta igerisinde 15 olguda
metilasyon gozlenirken 16 olguda metilasyon gozlenmedi. Non-obstriiktif azospermik
erkeklerde metilasyon oranimiz %48,4 olarak tespit edildi. Khazamipour ve
arkadaglarinin ¢alismasinda ise 32 non-obstriiktif azospermik hasta igerisinde 17 olguda
metilasyon gozlenirken 16 olguda metilasyon gozlenmemistir. Non-obstriiktif
azospermik hastalarda metilasyon oranmi %53,0 olarak tespit edilmistir. Metilasyon

profillerimiz Khazamipour ve arkadaslarinin metilasyon profilleriyle karsilastirildiginda
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non-obstriiktif azospermik erkeklerde paralellik gosterdigi fakat kontrol gruplarimizda
paralellik gostermedigi goriilmektedir.

Ayrica infertil hasta grubumuza Y kromozomu mikrodelesyonu, kistik fibrosiz
ve karyotip anomalisi olan erkekler dahil edilmeyerek idiopatik hasta grubu olmasina
dikkat edildi. Ancak, Khazamipour ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢aligmada infertil hasta
grubu bu agidan degerlendirilmemistir.

Wu ve arkadaglarinin yaptiklar1 benzer ¢alismada 94 idiopatik infertil ve ayni
yaglarda olan 54 fertil erkekte MTHFR geni promotor bolgesi metilasyon profilleri
aragtirilmigtir. Hasta ve kontrol gruplarmin DNA’lar1 spermden elde edilmistir. Y
kromozomu mikrodelesyonu, kistik fibrosiz ve karyotip anomalisi olan erkekler bizim
calismamizda oldugu gibi ¢alismaya dahil edilmemistir. idiopatik infertil erkeklerde
metilasyon siklig1 %45,0 (41/94), fertil kontrollerde ise %15 olarak tespit edilmistir. Bu
caligmayla beraber idiopatik infertil erkeklerde MTHFR geni promotor bdlgesi
hipermetilasyonu oldugu istatistiksel olarak kabul edilmistir (Wu ve ark., 2010). Ayrica
bu g¢alisma sonucunda idiopatik oligospermik infertil erkeklerde idiopatik
normospermik infertil erkeklere nazaran daha yiiksek metilasyon profili gosterdikleri
tespit edilmistir. Ejakulat 16kosit, olgunlasmamis germ hiicresi, epitel gibi sperm disinda
bircok hiicre igerdigi i¢in metilasyon orani sadece spermatozoayr temsil edemez.
Caligmamiz Wu ve arkadaglarindan yontemsel olarak farklilik gostermektedir. Wu ve
arkadaglar1 swim-up islemi uygulayarak spermatozoayi olasi somatik hiicrelerden
ayirmiglardir. Calismamizda l6kosit infiltrasyonunu 6nlemek igin 16kosit iceren ejakiilat
ornekleri dahil edilmedi. Teknik sinirlamalardan dolayr swim-up islemi yapilmadi.
Ancak, swim-up islemi uygulanmadan yapilan epigenetik caligmalar bulunmaktadir
(Khazamipour ve ark., 2009; Hammoud ve ark., 2010). Diger yandan, metilasyon
dokuya 0zgii gerceklesmektedir ve metilasyon literatiiratiire gore sadece mayozun
baslangicinda gerceklesmektedir. Dolayisiyla metilasyon tiim haploid hiicrelerde ayni
metilasyon profiline sahiptir (Oakes ve ark., 2007). Ancak bu c¢alismada bizim
calismamizdan farkli olarak idiopatik infertil hastalar grubunda 30 idiopatik
normospermik infertil ve 64 idiopatik oligospermik erkek yer almistir. Wu ve
arkadaglarinin ¢alismasinda sperm konsantrasyonu >20 milyon/ml olanlar idiopatik
normospermik infertil erkek, <20 milyon/ml olanlar oligospermik olarak kabul

edilmistir. Bizim ¢aligmamiza sperm konsantrasyonu >30 milyon/ml olan
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normospermik erkekler, <5 milyon/ml olan siddetli oligospermik infertil erkekler dahil
edildi. Ayrica, Wu ve arkadaslar1 DSO’niin 1999 yil1 kriterini g6z dniine almislardir. Bu
nedenle oligospermik olarak adlandirdiklari hastalarin  bir boliimii 2010 DSO
kriterlerine gore degerlendirildiginde normospermik olarak kabul edilmektedir.

Epigenetik  degisimler yasla birlikte artmaktadir. Khazamipour ve
arkadaslarinin  yaptig1 calismada bireylerin yas ortalamalar1 ve yas sinirlart
belirtilmediginden yas agisindan bir korelasyon kurulmad.

Wu ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada oligospermik erkeklerin yas ortalamasi
29, fertil erkeklerin yas ortalamasi ise 30 olarak saptanmistir. Benzer bir sekilde bizim
calismamizda da oligospermik erkeklerin yas ortalamasi 29, normospermik erkeklerin
ise 32 olarak saptanmustir.

Ayrica, Wu ve arkadaglariin yaptigi ¢alisgmada metilasyon profilleri tespit
edildikten sonra bisiilfit dizileme yontemiyle metilasyon dereceleri de tespit edilmistir.
Diger yandan, bizim c¢alismamizda bisiilfit dizileme yapilmadigindan dolay
metilasyonun hiper ya da hipo oldugunu belirleyemedik.

Yapilan bir diger ¢calismada esinde tekrarlayan diigiik dykiisii olan 20 erkek ve
147 infertil erkekte MTHFR geni promotor metilasyon parametreleri arastirilmistir.
Metilasyon sikliklar1 esinde tekrarlayan diisiigii olan erkeklerde %75, infertil erkeklerde
%54 ve fertillerde %15 olarak tespit edilmistir. Rotondo ve arkadagslar1 yaptiklar1 bu
calisma sonucunda Italyan populasyonunda MTHFR geni promotor bdlgesinin, esinde
tekrarlayan diistiigii olan erkeklerde infertil erkeklere nazaran daha yiiksek

hipermetilasyon profili gosterdigi tespit edilmistir (Rotondo ve ark., 2012).
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6. SONUC VE ONERILER

Son yillarda erkek infertilitesiyle ilgili cok sayida genetik ¢alisma yapilmis olmasina
ragmen hala infertilite olgularinin 6nemli kisminin nedenleri agiklanamamaktadir.
Yapilan caligmalar epigenetik faktorlerin spermatogenezde oOnemli rol aldigimi
gostermektedir. Bu faktorlerin ve etki mekanizmalarinin tam olarak anlagilmasi, erkek
infertilitesinin nedenlerinin belirlenmesi ve sonrasinda da bu mekanizmalarin nasil
kontrol edilebileceginin belirlenmesine katki saglayabilir.

Metilasyon sikligi normospermik olgularda %51,0 (25/49), oligospermik
olgularda %58,7 (27/46) ve azospermik olgularda ise %48,4 (15/31) olarak tespit
edildi.

Bulgularimiza gore siddetli oligospermik ve non-obstriiktif azospermik hastalar
ve normospermik erkekler arasinda MTHFR geni promotor bolgesi metilasyon profilleri
acisindan anlamli bir fark saptanmadi. Ayrica siddetli oligospermik erkeklerde MTHFR
geni promotor bolgesi metilasyonunun sperm morfolojisi ve sperm motilitesi {izerine bir
etkisinin olmadig1 saptandi.

Tiirkiye’de ilk kez yapilan bu ¢alismada Orta Karadeniz Bolgesi normospermik
ve azospermik ve oligospermik idiyopatik infertil erkek populasyonunda MTHFR geni

promotor bolgesinde metilasyon degisiklikleri agisindan bir fark saptanmadi.
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EK 1. Etik Kurulu Raporu

T.C.
ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
KLINIK ARASTIRMAR ETIiK KURULU

Say:: B.30.2.0DM.0.20.08/ $¢- 01.06.2012

Sayin: Prof. Dr. Ramazan ASCI

Etik Kurulumuza sunmug oldufunuz  Noen-obstriiktif Azoospermik ve Siddetli
Oligospermik  Infertil Erkeklerde MTHFR  Geni Metilasyon Degisimlerinin
Arastirilmasi baghkh, OMU KAEK 2012/ 04 Karar nolu Genetik calisma nitelikli arastirma
projeniz: Amag, gerekge, yaklasim ve yéntemle ilgili agiklamalary, Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu y&nergesine géire 31.05.2012 tarihli Etik Kurulumuzda incelenmis etik acidan uygun
bulunmugtur. Ancak aragiirma biitcesinin maddi destedi heniiz saflanamadigindan projeye
biitce destegi sadlamip, tarafimuza bildirilmesinden sonra baglanmasina oy birligi ile karar
verilmistir

Bilgilerinize arz/rica ederim,

SZZ./

Do¢.Dr A Teviik SUNTER
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
Baskan yard.



EK 2. Hasta Onay Formu

HASTA BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU ORNEGI
%

ARASTIRMANIN ADI ( CALISMANIN ACIK ADI):

“Non-obstriiktif Azospermik ve Oligospermik Infertil Erkeklerde
MTHFR Geni Metilasyon Degisimlerinin Arastirilmasi ™

Goniilliiniin Bas Harfleri << >>

Bir aragtirma g¢alismasina katilmaniz istenmektedir. Katilmak isteyip istemediginize
karar vermeden once aragtirmanin neden yapildigini bilgilerinizin nasil kullanilacaginin
caligmanin neleri igerdigini ve olasi1 yararlarini risklerini ve rahatsizlik verebilecek
konular1 anlamaniz énemlidir Liitfen asagidaki bilgileri dikkatlice okumak i¢in zaman
ayiriniz ve eger istiyorsaniz 6zel veya aile doktorunuzla konuyu degerlendiriniz. Eger
bir baska ¢alismada da yer aliyorsaniz bu ¢alismada yer alamazsiniz.

BU CALISMAYA KATILMAK ZORUNDA MIYIM?

Calismaya katilip katilmama karar1 tamamen size aittir. Eger ¢alismaya katilmaya karar
verirseniz imzalamaniz i¢in size bu Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu verilecektir.
Katilmaya karar verirseniz, ¢calismadan herhangi bir zamanda ayrilmakta 6zglirsiiniiz.
Bu durum sizin aldiginiz tedavinin standardini etkilemeyecektir. Eger isterseniz, bu
klinik ¢ahsmaya katilmmizla ilgili olarak hekiminiz / aile doktorunuz
bilgilendirilecektir. Ayrica destekleyici firma ¢alismayr sonlandirmaya karar verirse bu
durumda da ¢alismadan ¢ikartilacaksiniz.

CALISMANIN KONUSU VE AMACI NEDIR? Aciklayiniz

Konu: infertilitede MTHFR Geni Kimyasal Degisimleri

Nonobstriiktif azospermik ve siddetli oligospermik infertil erkekelerde MTHFR geni
kimyasal degisimlerinin aragtirilmasi amaglanmaktadir.

CALISMA iISLEMLERI:

Infertilite ile iliskisi oldugu bildirilen MTHFR geni kimyasal degisimlerini incelemek
amaciyla testis biyopsisi (azospermik) yapilacak hastalardan 20 mikrogram biyopsi
materyali; siddetli oligospermik infertil erkekler ve fertil erkeklerden 2 mikrolitre
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ejakiilat alinacaktir. Testis dokusundan ve/veya ejekiilattan DNA izole edilecek, DNA
modifiye edilerek metilasyon degisimleri incelenecektir. Bu aragtirma sizin tedavinizi
ve tedavinizde kullanilacak ilaglar1 hicbir sekilde yonlendirmeyecektir. Aragtirmaya
katilip katilmama hakkina sahipsiniz. Arastirma basladiktan sonra istediginiz taktirde
aragtirmadan ayrilabilirsiniz. Arastirmanin  gidigine gore rizaniza bakilmaksizin
arastirma diginda birakilabilirsiniz.

BENIiM NE YAPMAM GEREKiYOR?

Infertilite nedeniyle testis biyopsisi alinacaksa 20 mikrogram biyopsi materyali; diger
durumlarda (siddetli oligospermik ve fertile erkekler) ise 2 mikrolitre ejakiilat vermeniz
gerekiyor.

BENIM NE YAPMAM GEREKiYOR?

Infertilite nedeniyle testis biyopsisi almacaksa biyopsi materyalinden 20 mikrogram
diger durumlarda ise 2 mikrolitre ejakiilat vermeniz gerekiyor.

CALISMAYA KATILMAMIN NE GiBi OLASI YAN ETKIiLERIi, RiISKLERI
VE RAHATSIZLIKLARI VARDIR?

Yoktur.

GEBELIK VE DOGUM KONTROLU

Gebelik ve dogum kontroliine etkisi yoktur.

CALISMAYA KATILMANIN OLASI _YARARLARI NELERDIR? (Varsa
aciklayiniz)

Erkek infertilitesinde metilasyon degisimlerinin rol alip almadiginin belirlenebilmesine
katkida bulunulacaktir.

GONULLU KATILIM

Bu arasgtirmaya katilma kararimi tamamen goniillii olarak veriyorum. Bu calismaya
katilmay1 reddedebilecegimin veya katildiktan sonra istedigim zaman, bu tedavi
kurumunda gorecegim bakim ve tedaviler etkilenmeksizin ve hicbir sorumluluk
almadan ayrilabilecegimin bilincindeyim. Calismadan herhangi bir zamanda ayrilirsam,
ayrilma nedenlerimi, ayriligimin sonuglarini ve izleyen donemde alacagim tedavileri
doktorumla tartigacagim.

CALISMAYA KATILMAMIN MALIYETI NEDIR?
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Caligma doktoru ziyaretleri ve ¢alismayla ilgili olan tiim laboratuar testleri calisma
destekleyici tarafindan karsilanacak ve size veya bagli bulundugunuz 6zel sigorta veya
resmi sosyal glivenlik kurumuna oOdetilmeyecektir. Ayrica ¢aligmaya bagli makul
miktardaki yol gideriniz makbuzlar1 gosterildigi takdirde karsilanacaktir.

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

KISISEL BILGILERIM NASIL KULLANILACAK?

Bu formu imzalayarak doktorunuzun ve onun kadrosunun c¢alisma i¢in sizin kisisel
bilgilerinizi ( “Calisma Verileri”) toplamalarina ve kullanmalarima onay vermis
olacaksiniz. Bu durum dogum tarihiniz, cinsiyetiniz, etnik kokeniniz ayrica calisma
verilerinizin kullanimi ile ilgili verdiginiz onaym herhangi bir belirlenmis birim tarihi
yoktur, ancak doktorunuzu haberdar ederek bu onaymmizdan herhangi bir zamanda
vazgegebilirsiniz.

Caligma destekleyicisi firma ile paylasilan ¢alisma verileri size 6zel bir numara olan bir
kod (“Kod”) numarast kullanimiyla korunacaktir. Sizin ¢alisma verilerinize ulagsmak
icin gerekli olan kod anahtar1 ¢alisma doktorunuzun denetimindedir. Caligma
destekleyicisi firma diizenleyici otorite veya diger denetim kurumlari tarafindan atanmig
kigiler doktorunuz tarafindan tutulan ¢aligma verilerinizi inceleyebilirler.

Doktorunuz ¢alisma verilerinizi ¢aligma igin kullanacaktir. Caligma destekleyicisi firma;
caligmanin yiritiilmesi, teshis ve tibbi yardim gereglerinin gelistirilmesi i¢in ¢aligma
verilerinizi kullanabilir. Doktorunuzun c¢aligtigit kurum ve calisma destekleyicisi
firmanin her ikisi de yiiriirliikte olan veri koruma kanunlari ile uyumlu olarak ¢aligma
verilerinizin yonetiminden sorumludurlar.

Caligma destekleyicisi firma ¢alisma verilerinizi, sadece yukarida belirtilen amaglarda
kullanacak olan kendi grubundaki diger sirketler, hizmet alinan kurumlar, anlasmali
firmalar ve diger aragtirma kuruluslari ile paylasabilir. Calismanin sonuglari tibbi
yaymnlarda yayinlanabilir, ancak sizin kimlik bilgileriniz bu yayinlarda
aciklanmayacaktir.

Doktorunuz ya da calisma destekleyicisi firmadan, toplanan c¢aligma verileriniz
hakkinda bilgi isteme hakkinda sahipsiniz. Ayni1 zamanda bu verilerdeki herhangi bir
hatanin diizeltilmesini isteme hakkinda da sahipsiniz. Eger bu konuda bir isteginiz
olursa liitfen gerekirse sizin ¢alisma destekleyicisi firma ile temasa gegmenize yardimci
olabilecek doktorunuzla goriisiiniiz.

Eger onaymizda vazgecerseniz, doktorunuz ¢alisma verilerinizi artik kullanamayacak ya

da diger kisilerle paylasamayacaktir. Caligma destekleyici firma onayimizdan
vazgegmeden Onceki ¢aligma verilerinizi kullanmaya devam edebilir.
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Bu formu imzalayarak, c¢alisma verilerinizin bu formda tanimlandigi sekilde
kullanimina onay vermekteyim.

ARASTIRMA SURESINCE 24 SAAT ULASILABILECEK KISiLER:
Ad, Soyadi ve telefon numaralari

Dr. Ramazan ASCI

Tel: 362 312 19 19/2255

CALISMADAN AYRILMAMI _GEREKTIRECEK DURUMLAR: Varsa
aciklayiniz

Yoktur.

YENI BILGILER CALISMADAKI ROLUMU NASIL ETKILEYEBILIR

Caligma siirerken ortaya ¢ikmig olan biitiin yeni bilgiler bana derhal iletilecektir.

Calismaya Katilma Onavi

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formundaki tiim agiklamalar1 okudum. Bana, yukarida
konusu ve amaci belirtilen aragtirma ile ilgili yazili ve sozli aciklama asagida adi
belirtilen hekim tarafindan yapildi. Arastirmaya goniillii olarak katildigimi, istedigim
zaman gerekgeeli veya gerekcesiz olarak arasgtirmadan ayrilabilecegimi ve kendi istegime
bakilmaksizin aragtirmaci tarafindan arastirma disi birakilabilecegimi biliyorum.

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

Goniilliiniin Ad1/ Soyad1 / Imzas1 / Tarih
Agiklamalar1 Yapan Kisinin Ad1/ Soyad1 / Imzas1 / Tarih
Gerekiyorsa Olur islemine Tanik Olan Kisinin Ad1/ Soyad1 / Imzas1 / Tarih

Gerekiyorsa Yasal Temsilcinin Ad1/ Soyadi / Imzasi / Tarih
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OZGECMIS

Ad1 Soyadi: Tuba KULAC

Dogum Yeri: Uskiidar

Dogum Tarihi:12.05.1986

Medeni Hali: Bekar

Bildigi Yabanc1 Diller: Ingilizce

Egitim Durumu (Kurum ve Yil):

2000-2004 yillar1 arasinda Siileyman Demirel Lisesi’nde (Yabanci Dil
Agirlikl) okudum. 2009 yili’nda Ondokuz Mayis Universitesi Biyoloji Béliimii’nden
tigiinciiliik ile mezun oldum. 2010 yil'nda Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi,
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’na yiiksek lisans &grencisi olarak kabul edildim. 2010
yil’'nda Anatomi, Fizyoloji, Farmakoloji, Histoloji ve Embriyoloji derslerini iceren

bilimsel hazirlik programini basariyla tamamladim.

Calistigi Kurum/Kurumlar ve Yil:
2011-2013 yillar1 arasinda Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi
Biyoloji Anabilim Dal1 Molekiiler Genetik Arastirma Laboratuvari’nda Y kromozomu

mikrodelesyonlari ve ¢esitli polimorfizm ¢alismalarinda aktif olarak ¢aligtim.

E-posta: bio.tuba@hotmail.com



