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OZET

Epigenetik Ureme tibbinda giderek daha c¢ok arastirilan bir konudur. Erkek
infertilitesi ile iligkili bulunan pek c¢ok epigenetik degisiklik gosterilmistir. Bu
calismanin amaci agiklanamayan infertilite nedeniyle yardimla Ureme teknigi
Onerilen erkeklerin sperminde MTHFR gen promotoru hipermetilasyonunun
idiopatik infertilite ile iligkisi olup olmadiginin incelenmesidir. Calisma grubu olarak
en az 2 yil sureyle iyi tanimlanmis agiklanamayan infertilite tanisi olan ve
Hacettepe Universitesi infertilite Merkezine basvuran ciftlerin erkek esleri
secilmistir. Kontrol grubu ise ayni yas grubunda normal olarak gocuk sahibi olmus
normal spermiogramli erkeklerden olusturulmustur. Sperm toplanmasinin ardindan
DNA ekstraksiyonu yapiimis ve MTHFR gen promotoru igin bisulfit donisuma ve
pyrosekans analizi yapilmistir. Calisma ve kontrol gruplarinda 40’ar olgunun
bulgulari analiz edilmistir. Calisma ve kontrol gruplarinda metilasyon oranlarinin
ortalamasi sirasiyla 10,01% (1-77) ve 4,3% (2-10) olarak tespit edilmis ve istatistiki
olarak anlaml bulunmustur (p=0.015). ROC analizinin igaret ettigi %9,5 metilasyon
orani hipermetilasyon tayini icin esik deger olarak alindiginda ¢alisma ve kontrol
gruplarinda sirasiyla 21 ve 2 hipermetile olgu tespit edildi (p<0.001). Calisma
grubunun grup igi analizi uyarinca hipermetile ve normal bireyler arasinda anlamli
bir farklihk bulunmamistir. Agiklanamayan infertilite bireysel olarak yonetiimesi
gereken tartigmali bir durumdur. Her ne kadar bu durumun asil nedeni olarak tani
konulmamig bir endometriozis ya da anovulasyon gibi kadin kaynakh bir durum
suclansa da erkek subfertilitesi daima akilda tutulmahdir. Epigenetik calismalar
infertilitenin gercek nedenine isaret ederek yodnetim seceneklerinin gdzden
gecirilmesini saglayabilir.
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ABSTRACT

Epigenetics is being increasingly more considered in reproductive medicine. Many
epigenetic alterations have shown to be related with male infertility. The aim of this
study is to find out if MTHFR gene promotor hypermethylation is associated or not
within the sperm of men who were offered assisted reproduction with unexplained
infertility indication. Men from the couples with at least 2 years long well-defined
unexplained infertility who were applied to Hacettepe University Infertility Center
were selected as the study group. The control group was consisted of normally
conceived men with normal spermiogram who were at the same age group.
Following sperm collection process, sperm DNA was extracted and bissulphide
pyrosequencing was performed for detection of the MTHFR gene promotor region.
There were 40 eligible men in the study and 40 in the control group as well. The
medians of methylation rates were 10.01% (1-77) and 4.3% (2-10) for the study
and the control groups respectively which was significantly different (p=0.015)
between two groups. Taking 9.5% of methylation level into account as a threshold
which was determined via ROC analysis there were 21 and 2 hypermethylated
men in study and control groups respectively (p<0.001). Regarding the intragroup
analysis of the study group there were no statistically significant differences
between hyper- and normo-methylated men. Unexplained infertility is a
controversial condition which has to be managed individually. Although it was
concluded that undiagnosed endometriosis or ovulation problem could be the case
for these couples male subfertility should be borne in mind. Epigenetic studies
would reveal the real causes of infertility and may affect the management options.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullaniimig simgeler ve kisaltmalar, aciklamalari ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

M :Molar

MM :Mikromolar

nM :Nanomolar

mM :Milimolar

Mg :Mikrogram

gr :Gram

V] :Mikrolitre

ml :Mililitre

cm? :Santimetrekare
°C :Santigrat

pmol :Pikomol

U :Unite

dk :Dakika

% :Yuzde

Vv :Volt

mA :Miliamper
Kisaltmalar Aciklamalar

A :Adenin

Ac :Asetil

AE Tampon :DNA eltsyon tamponu
AL Tampon :Hucre lizis tamponu
ATP :Adenozin trifosfat

AW Tampon ‘Yikama tamponu



Kisaltmalar

BD Tampon
BL Tampon
BORIS
BRDT

BW Tampon
C

CTCF

Ch1
COBRA
DNA

dNTP
DNMT
EDTA

EB tampon
E-vit

G

GTL2

HATs
HDACs
HDM

HMT

HRAS

IGF2

ISWI

MEST
mRNA
MTHFR

MTHFR-CLCN

PCR
MYST

Prm

Aciklamalar

:Bisulfit DNA denatlrasyon tamponu
:Bisulfit lizis tamponu

:Brother of the regulator of imprint sites
: Bromodomain testis-specifik protein
:Bisulfit yikama tamponu

:Sitozin

: CCCTC-binding factor

:1. kromozom

:Kombine bisulfit restriksiyon analizi
:Deoksiribonukleik asit
:Deoksiribonukleotidtrifosfat

:DNA metil transferaz

:Etilendiamin tetraasetik asit
:Elisyon tamponu

:E vitamini

:Guanin

:Maternal eksprese gen trap lokus
:Histon asetiltransferazlar

:Histon deasetiltransferazlar

:Histon demetilaz geni

:Histon metil transferaz

:Insan viral sarkoma onkogeni
:insiilin benzeri blyime faktort
:imitation SWI kromatin remodelling geni
:Mesoderm Specific Transcript geni
:Haberci RNA

:Metilen tetrahidrofolat rediktaz
:MTHFR Kilor kanali geni

:Polimeraz zincir reaksiyonu

:Histon asetil transferaz gen ailesi

:Protamin

Xiii



Kisaltmalar Aciklamalar

Ppi :Pirofosfat

ROC :Receiver operations characteristics
Rpm :Dakikadaki dongu sayisi

SAH :S-adenozil Homosistein

SAM :S-adenozil Metiyonin

RNA :Ribonukleik asit

SIRT1 :Sitrdllin geni

SNRPN :Small nuclear ribonucleo polipeptit N
T :Timin

THF :Tetrahidrofolat

TP :Tranzisyon proteini

Wnt :‘Wingless transkripsiyon sinyal proteini
X2 ‘Yikama solusyonu

YUT :Yardimci lireme teknikleri
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1. GIRIS

infertilite, giftlerin korunmasiz diizenli cinsel iliskiye ragmen bir yil boyunca gebelik
elde edememesi durumudur. Ciftlerin en az %15'ini etkileyen infertilite; yaklasik
%30 kadin, %30 erkek kaynakli olarak karsimiza ¢ikmaktadir [1]. Butln infertilite
olgularinin yaklasik %25'inde ise gosterilebilir bir neden bulunamaz ve bu duruma

“aciklanamayan infertilite” denir [2-4].

Aciklanamayan infertilite tanisi konan ciftlerin en az yarisinda erkege ait
bulunamamis bir neden oldugu dustntlebilir. Bu durumu erkek subfertilitesi olarak

adlandirmak yerinde olacaktir [5].

Erkek fertilitesi oldukga karmasik bir kavramdir. S6z konusu erkek subfertilitesi
oldugunda, sperm sayi ve morfolojisi géz dnlinde bulundurularak yapilan, standart
degerlendirme yetersiz kalmaktadir [6]. Bugln basarili bir gebelik elde etmek igin,
normal bir spermiogramdan fazlasina ihtiya¢ oldugunu gdsteren bilimsel kanitlar
mevcuttur [7-11]. Spermatogenez ve fertilizasyonda goérev alan binlerce gen
bulunmaktadir. Bu genlerle ilgili en kuguk bir anomali bile sperm kalitesinde ciddi
bozulmalara neden olmaktadir [12]. Yine de sperm kalitesi bozulmadan sperm
fonksiyonunun bozuk oldugu durumlar bulunmaktadir. Spermin fonksiyonu;
tasididi genetik koda oldugu kadar, bu bilginin ifadelenmesine de baghdir.

Epigenetik bu konuyla ilgili giderek daha fazla ¢alisilan bir alandir.

Epigenetik degisiklikler, bir genin; DNA sekansinda herhangi bir degisiklik
olmaksizin; ekspresyonunu etkileyen bdlgesel ve gecici degisikliklerdir. Bunlar;
kromatin yapisinin stabilitesi, genom butinligu, doku tipine 6zglu gen ifadelerinin
duzenlenmesi, embriyonik gelisim, genomik imprinting ve X kromozomunun
inaktivasyonundan sorumludur. Epigenetik Ozellikler, bireye 6zgu ve dinamik
degisiklikler olsa da ayni zamanda soya aktarilabilir. Epigenetik mekanizmalar
icerisinde en Onemlisi DNA metilasyonudur. Genellikle genlerin promotorunda
bulunan CpG adalarinda meydana gelen metilasyon, ilgili genin ifadesinin

azalmasina neden olur [13].
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Tuare ve dokuya son derece 0zgu olan sperm epigenomu, hem fertilizasyon
basarisi hem de erken embriyogenezde kritik bir dnem tasimaktadir [8-10]. Sperm
metilasyon anomalilerinin idiopatik erkek infertilitesi ile iliskili oldugu gdsterilmistir
[11]. Ozellikle spermde global metilasyon artisi ciddi sperm disfonksiyonuyla
iliskilendirilmistir [14]. Spermin metilasyonu dietsel faktorlere oldugu kadar gen

ifade duzeylerine de baghdir.

Folat metabolizmasiyla ilgili genlerdeki mutasyonlar erkek infertilitesi ile iligkilidir
[15-17]. Folat dUzeyinin azalmasi ya da hucre duzeyinde kullanim bozuklugu, DNA
sentez yetersizligi ve hiperhomosisteinemiye, bunun devaminda da oksidatif
strese ve metilasyonun daha da azalmasina yol acabilir.
Metilentetrahidrofolatrediktaz (MTHFR), folat metabolizmasinda yer alan ve
DNA'nin hem sentezi hem de metilasyonu icin gereken metil- gruplarinin
saglanmasinda gorevli en énemli enzimdir. ilging olarak MTHFR geninin kendisi

de metilasyonla duzenlenir [18].

MTHFR geni duzgun galismamasi durumunda diger pek ¢ok bozuklugun yani sira
global metilasyon yetersizligine yol acacak énemli bir gendir. Daha 6nce MTHFR
gen polimorfizmi ve promotor hipermetilasyonunun idiopatik erkek infertilitesiyle
iligkili oldugu gosterilmistir [19-21]. Ancak ¢aligsmalarda her ikisinin de aslinda ciddi

duzeyde spermiogram bozukluguna yol actigina isaret edilmektedir.

Bu calismada objektif bir sekilde gosterilebilir hi¢ bir sperm parametre bozuklugu
bulunmayan ama; inatgi bir sekilde infertil olan erkeklerin spermlerinde, spontan
gebelik elde edebilmis saglikh bireylere kiyasla, MTHFR geni promotorunda

metilasyon degisikligi olup olmadiginin arastiriimasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

infertiliteye  yaklasimda, genellikle kadina yoénelik faktorler ©én planda
sorgulanmakla birlikte erkege ait nedenlerin hi¢ de yok sayllamayacak kadar fazla
etkisi vardir. Tum infertilite olgularinin yarisinda tek basina ya da kombine olarak
erkek kaynakli faktorlerin rol oynadigi bilinmektedir [22]. Erkek infertilitesi
varikosel, anatomik ve genetik bozukluklar ile oksidatif stres ve kotu yasam tarzi

aliskanliklari gibi bir ¢ok ¢esitli nedene baghdir.

Erkek infertilitesi; sadece genetik degil, epigenetik faktérlerin de rol oynadidi
kompleks bir sorundur. Genetik bozukluklar ve kromozom kiriklarinin sperm
anormalliklerine yok agtigi bilinen bir gercektir. Ancak mevcut c¢alismalar erkek

infertilite olgularinin ancak %15'inde genetik bir neden ortaya koyabilmistir [23].

Sperm sayi, sekil ve hareket bozukluklarinin epigenetik degisimlerle korele
oldugunun tespiti ile, sperm epigenetigi Uzerinde buyuk bir bilimsel ilgi toplanmistir
[12]. Son yillarda erkek nedenli infertilite konusunda bir ¢ok ¢alisma yapilmistir.
Artik epigenetik degisimlerin sperm anomalisine neden olarak erkek infertilitesine
yol actigiyla ilgili yeterli duzeyde kanit vardir. Spermde tespit edilebilir duzeyde
sayl, sekil ve hareket bozuklugu olmadan, infertilite ya da subfertilite goriimesinin

de epigenetik degisimlerle korelasyon gostermesi dikkat ¢ekicidir.

2.1. Epigenetik

DNA sekansinin kendisinin degismeden gen ifadesinin dizenlendigi ve fenotipe
yansiyan tum kalitimsal bilgiler epigenetik olarak degerlendirilir. Epigenetik
regulasyon oldukga tlre 6zgudur ve insan epigenetiginin hayvan modellerine
bakilarak tahmin edilmesi her zaman mumkin olmaz. Ancak hayvan deneyleri de
oldukca katki saglamaktadir. Cevresel etkenlere bagli olarak degisen epigenetik
diizenlenmeler, tipki genetik bilginin aktarimi gibi, soya gegcirilebilir. Ornegin;
dusuk protein icerikli dietle beslenen farelerin yavrularinda kolesterol ve lipid
sentezi ile ilgili genlerde ifade artisina neden olan epigenetik dizenlenmelerin

oldugu gosterilmistir [24].



Temel mekanizmalar ayni olsa da epigenetik modifikasyonlar her turde farkli ifade
bulmaktadir. DNA ve histon yapisinda kovalent ya da nonkovalent degisimler
epigenetik informasyonu olusturmaktadir. Epigenetik kod erken embriyo geligimi
doneminde yazilir. Ancak; organ ve dokuya 6zgu gegici ya da kalici degigsimler
olabilir. Genetik bilginin canlinin hayati boyunca sabit olmasinin yani sira

epigenetik bilgi dinamiktir [13].

Epigenetik mekanizmalar temel olarak; 1) DNA metilasyonu, 2) Histon
modifikasyonu ve 3) Kromozom yeniden dizenlenmesi olarak sayilabilir. Ayrica
kodlayici olmayan RNA'lar gibi transkripsiyon urunleri de bu duzenlemede gorev

alabilir. En dnemli epigenetik mekanizma DNA metilasyonudur [13].
2.1.1. DNA metilasyonu

DNA’nin metilasyonu, genomdaki Sitozin (C) primidininin 5’ pozisyonuna metil
grubunun eklenmesidir (sekil 2.1). Ozellikle CpG (Sitozin-fosfat-Guanin)
adalarindaki C metillenir ancak; genomun diger bodlgelerinde de (nonCpG alanlar)
metilasyon gorulebilir. CpG yazilisindaki “p” iki nikleotid arasindaki fosfat badina
isaret etmektedir. Metilasyon sikhigi bakimindan yaninda G nukleotidinin
bulundugu C'nin metillendigi CpG'yi sirasiyla CpA, CpTve CpC izlemektedir [25].
CpG adalari, CG dinukleotidinin daha yuksek oranda bulundugu (CG’nin GC’ye
oraninin %55’ten fazla oldugu), yaklasik 500 baz cifti uzunlugunda gen bdlgeleridir

[13].

SAM

NH2 NH2
SAH
‘ N | |
/LO DNA metiltransferaz /LO
H H

Sekil 2.1. Sitozinin metile edilerek 5-metilsitozine donusturtlmesi. Guaninden
onceki sitozin, (CpG adalari) ortamda DNA metiltransferaz ve SAM
varsa 5. pozisyondaki karbon atomundan (koyu renkle gosterilmis)
metillenir. SAM S-adenozil metiyonin, SAH S-adenozil homosistein [13]



CpG adalari; metilasyon orani ile ifadesini degistirmek Uzere; memeli genlerinin
yaklasik %40’inin promotorunda mevcuttur [26]. Genellikle, hiicrenin fonksiyonlari
ile ilgili genler olan, housekeeping genlerin promotorunda bulunmaktadir. Bu
genlerin transkripsiyonu, dokuya ©0zgu olacak sekilde duizenlenir. Gen
promotorunda bulunan CpG adalarinin ylksek oranda metile olmasi gen
transkripsiyonunu azaltirken, metilasyonun azalmasi transkripsiyonun artmasina
neden olur [27]. Memeli genomunda 28 milyon CpG adasi vardir. Gen
promotorlarinda bulunan CpG adalarinin %60-80'i metile durumdadir [13]. Ayrica,
perisentrik ve sentromerik heterokromatin alanlarinda da yogun miktarda

hipermetile CpG adasi bulunmaktadir [28].

DNA metilasyonu temel olarak DNA Metil Transferazlar (DNMT'ler) aracihgiyla
yuratalir. DNMT'ler S-Adenozil Metionin’den (SAM) aldigi metil grubunu C’e
aktarir ve urtin olarak S-Adenozil Homosistein (SAH) ve 5'Metil-Sitozin olusur. Ana
DNMT'ler Ug tanedir: DNMT1, 3a ve 3b. DNMT1 mevcut metilasyon paterninin her
mitozdan sonra yenilenmesinde asil gorevli enzimken, DNMT3a ve 3b erken
embriyogenezde yeni (denovo) metil kalibinin yazilmasindan sorumludur [29].
DNMT2'nin ise insanda RNA metilasyonu yaptigi ve DNMT3L’nin de DNMT3a2’nin

aktivasyonunda gorev aldigi gosterilmigtir [30,31].

DNA modifikasyonunda gorev alan bagska bir epigenetik araci da 5-
hidroksimetilsitozin'dir (5hmC). 5hmC, DNA'nin demetilasyonu sirasinda meydana
gelen bir gecis molekuludur. Transkripsiyon regulasyonu, metilasyon regulasyonu

ve tumor gelisimi gibi gesitli olaylarda rol oynar [32].

2.1.2. Histon modifikasyonu

Histon kodu, DNA’nin belirli bolgelerinin transkripsiyona elverigli olmasini ya da
olmamasini saglar. DNA'y1 siki bir sekilde paketleyen histon proteinlerinin
metilasyonu, asetilasyonu, fosforilasyonu, ubikuitinasyonu, ribozilasyonu ve
SUMOylasyonu toplami histon kodunu olusturmaktadir. Modifikasyonlarin tamami
Histon proteinlerinin -N ucundaki aminoasitlere yapilan eklemeler ile olmaktadir
[13].



6

Histon metilasyonu

Histon Metil Transferaz (HMTase) enzim ailesi araciliiyla saglanan
modifikasyondur. Histon metilasyonu genellikle genin susturulmasi yonunde bir
sonuca neden olur [33]. Metile H3K9 (H3 proteininin N ucundaki lizinin 9.
pozisyonundan metilasyonu) genellikle heterokromatinde bulunan transkripsiyon
yonunden inaktif gen bdlgelerinin histon proteinidir. DNA'nin metilasyonu H3K9

metilasyonunu tetikleyebilir [34].
Ancak; bazen Arjinin ve Lizin metilasyonu gen aktivasyonuna yol acgar. Metile
H3K4 aktif gen bolgelerinde gorilir. Bir de tek bir amino aside birden fazla sayida

metil grubu aktarimi goralur. Bu durumda ise 6zgul bir kod olugur [34].

Histon asetilasyonu

Histon Asetil Transferaz (HAC) ve Histon DeAsetilazlar (HDAC) aracihgiyla
duzenlenen histon asetilasyonu genellikle transkripsiyonun artmasina neden olur.
Histona asetil grubu eklenince negatif yuklu olan DNA ile histon arasindaki ¢ekim
gucu azalir ve DNA daha gevsek hale gelir. Histon asetilasyonu sperm DNA'sinin
paketlenmesinde onemli bir role sahiptir. Lizin aminoasidine asetil eklenmis
histonlar bromodomain iceren proteinler olarak bilinir ve kromatin

dizenlenmesinde gorev alir [34].

Histon fosforilasyonu

Histon proteininin  Serin rezidusinden fosforile olmasi genellikle gen
aktivasyonuna neden olur. Yalnizca H2Ax vayanti fosforile oldugunda gen

sessizlesmesi gorulur [34].

Diger histon modifikasyonlari

Lizin rezidisunin Ubikuitin molekuliyle ya da SUMO’larla (Small Ubiquitin-like

Modifier protein) kovalent baglanmasi, sadece DNA'nin transkripsiyonuna aracilik



7

etmekle kalmaz; ayrica diger modifikasyonlara da rehberlik yapar. Histon

ribozilasyonu ve sitrillinizasyonu da s6z edilebilecek diger modifikasyonlardir [13].

2.1.3. Kromatin diizenlenmesi

Diger iki mekanizmanin aksine DNA’'da non-kovalent olarak yapilan
modifikasyonlari isaret eden terimdir. ATP bagimh olarak nikleozom seklinin
degistiriimesi esasina dayanmaktadir. ATPaZz'lar negatif superhelikal torsiyon
yaparak DNA'ya arti seklini verir ve DNA'nin serbest rotasyonunu onler. Gen
aktivasyonu ya da susturulmasi ile sonuglanabilir. Basitge histonlarin kaydiriimasi

ile DNA ipliginin acilmasi ya da kapatilmasidir [13].

DNA ipliginin kayarak kendi helikal ekseni disinda kivrilmasini saglayan
mekanizma henuz net olarak aydinlatilamamigtir. Bilinmeyen bir molekdl
tarafindan DNA'nin cekildigi ya da burkuldugu duistntlmektedir. DNA Histonlar
etrafinda ayrica; donebilir, bulkulebilir ve timseklesebilir. DNA’nin primer
sekansina bakilarak nikleozom formasyonunu tahmin etmek mumkundur. Zira,

belirli tekrar dizileri DNA zincirinin belirli sekilde katlanmasina neden olur [35-38].

insanda gérilen epigenetik diizenlenmelerle iliskili oldugu gésterilen bazi genler
ve bunlarin fonksiyonlari gizelge 2.1’de liste seklinde 06zetlenmistir [12]. Bu
genlerdeki mutasyon ya da polimorfizm gibi degisiklikler bireyin epigenetik kodunu
degistirerek fenotipik farklilik yaratabilecegi gibi ayni sonucu bu genlerin

kendilerinin epigenetik duzenlenmeleri de dogurabilir [34].
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Cizelge 2.1. Epigenetik degisikliklere yol agan genler/proteinler listesi [12]

ligili Gen/Protein

Fonksiyonu

MTHFR

DNMT1, DNMT3A, DNMT3B
DNMT3L

SWI/SNF, ISWI

JhdmZ2a

Suv39h1

G9a

LSD1-igeren proteinler, JmjC-igceren
proteinler

HAT ler
MYST

HDAC ler
SIRT1

MUTp

NHK-1
MSK1, MSK2
PKA

HR6B

E1 SUMO-aktive edici enzim 1, E1 SUMO-
aktive edici enzim 2, UBC9

CTCF

BORIS

Gen regulasyonunda 6nemli bazi epigenetik mekanizmalar ve DNA'nin 3 boyutlu

Metil donoru rezervini saglar

DNA metilasyonu

DNMT3AZ2 aktivitesi icin gerekli

Kromatin dlizenlenmesi
Kromatin dizenlenmesi
Histon metilasyonu
Histon metilasyonu

Histon demetilasyonu

Histon asetilasyonu
Histon asetilasyonu
Histon deasetilasyonu
Histon deasetilasyonu
Histon fosforilasyonu
Histon fosforilasyonu
Histon fosforilasyonu
Histon fosforilasyonu
Histon ubikitinasyonu

Histon sumoylasyonu

Farkll metilasyon bolgeleriyle

iligkiye girer

Demetilazlarla iligkili

yapisi ile iliskisi Sekil 2.2'de sematik olarak gosterilmistir [38].



Metilasyon nedeniyle
DNA'ya ulasilamaz

(gen inaktif) o

Gen aktivitesinin
regllasyonu icin
CpG adalarina Metil
gruplari eklenir

Metilasyon az/yok
“——DNA ulagilabilir (gen aktif)
K -
N

(‘O- ,Jf.lf"owb“_-
X '\
Histon kuyruklarina eklenen ‘si

gruplar histonlara sarilan
DNA'nin aktivitesini belirler

Histon kuyruklan

Kromatin dlzenlenmesi belirli DNA bdlgelerini
transkripsiyona elverisli hale getirir

Kromatin Kromatin diizenleyici

Sekil 2.2. Kromozomda meydana gelen epigenetik degisikliklerin sematik bir 6zeti
(1) DNA metilasyonu (2) Histon modifikasyonu (3) Kromatin
dizenlenmesi [38]

Yukarida yer alan sekildeki eksik sematik gosterim ise kromozomun metafaz
kromozomu olarak resmedilisinden kaynaklanmaktadir. Clnkd; hiicre donglsinde
yalnizca bir defa gerceklesen bdlinme aninda kromozomlar azami dizeyde
paketlenmis ve transkipsiyona kapatilmis durumdadir. Epigenetik degisiklikler bu
asamada yapilamaz. Ancak; bolinmeden hemen sonra olusan kardes hlcrelerde
kromatin hizli bir sekilde yogunlugunu kaybeder, nukleus iginde ¢ boyutlu

formunu kazanir ve tim epigenetik degisiklikler yeniden yapilir.

Gen ifadesi sirasinda; yani hdcrenin yasam boyu gosterdigi fonksiyonlarinda;
olusan olaylarla ilgili olarak, kromatinin G¢ boyutlu yapisini anlamak ¢ok énemlidir.
Bu yapida nukleus matriksi ile iliskiye giren DNA ve iligkisi olmayan DNA kisimlari

genomun ifadesini belirlemektedir (Sekil 2.3) (www.biology.emory.edu). Zira; bitin

hiacresel olaylar matrikste gelisirken, DNA aslinda vyalnizca sifre Dbilgisini

icermektedir.
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Sekil 2.3. Hucre nukleusunun sematik ¢izimi. Nukleus matriksi kirmizi, kromatin ise
sari renkle gdsterilmigtir (www.biology.emory.edu)

Kromatinin ¢ boyutlu yapisi spermin olgunlasmasi sirasinda buylk oranda
korunmaktadir. Ancak uzayan spermatitte histon nukleoproteinlerinin yerini
protaminler alirken nukleus matriksine bagli olan DNA boélumleri 6nemli epigenetik
sifrelerle donatilir. Ayrica hacim ekonomisi yapilmasi igin nukleer matriks 6zel bir
sekilde duzenlenir (Sekil 2.4) [39].
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Toroid

Matriks
baglanma
bolgesi

Sekil 2.4. Sperm nukleusunun sematik gizimi. Kromatin kirmizi, matriks ise yesil ile
temsil edilmistir [39]

2.2. Spermin gametogenez siireci

Fertilizasyon sirasinda paternal haploid genom protaminler tarafindan sikica
paketlenmisken; maternal haploid genom histonlara bagli ve ikinci metafaz
arestindedir. Fertilizasyonla beraber protaminler derhal histonlarla degistirilir ve
oosit ikinci metafazi tamamlayarak 2. polar cisimcigi olusturur. Paternal kromatine
ait H3 ve H4 histonlar maternal kromatine kiyasla daha fazla asetile durumdadir
[40,41].

Germ hucrelerinin olustugu erken embriyogenezden itibaren disi ve erkek germ
hacreleri farkh sureglerden gecer. Erken embriyoda epiblastlardan farklanan
primordial germ hucreleri; diside hemen mayoz bélinmeye girerek birinci profazda
areste ugrarken, erkekte ise mitotik areste girer. Adolesansla beraber mitozu
hizlanan spermatogoniumlar yaklagik 74 gun suren gametogenez sureciyle olgun
spermlere donusurler ve bu kadindakinin aksine yasam boyu devam eden bir
dongudur. Bu da bireysel beslenme, toksik etkilere maruz kalma ve oksidatif stres

gibi yasamsal faktorlerden gametlerin de daha gok etkilenmesi anlamina gelir [34].
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Birinci mayoz boliunmenin interfazi sonrasinda primer spermatositler olusur. Halen
diploid (2n) olan kromozom sayisi birinci mayozun tamamlanmasiyla haploid
saylya (n) indirilir ve sekonder spermatositler meydana gelir. ikinci mayozu
tamamlayan spermatitler artik yuvarlak spermatit adini alirlar ve ¢ogu epididimde
gecen olgunlagsma surecine girerek nihayetinde olgun, hareketli sperm hucrelerine

donusurler (Sekil 2.5) (www.biology.emory.edu).

Oogenez Spermatogenez
®
Mitoz (2n) 1 ! Mitoz (2n)
@ @ —~agfmmsm Dogum
| [ ]
Primer Oosit hd i Primer Spermatosit
Dogum i
T A= + — &y — — 5
Sekonder Oosit (n) @ @ @ @ Sekonder Spermatosit (n)
Fertilizasyon i
1 1 1
1y v 4y N
En Oosit @& 2 @ @ D & @ & vuvarlak Spermatit 5
% 1 1 111
7@ 75 4,5 75 Olgun Spermatit
Olgun Oosit \ { { \
& % (e @
Q 4 7 4 'd

Sekil 2.5. Disi (sol) ve erkek (sag) gamet hicrelerinin mayoz surecinin sematik
goOsterimi. Kesikli yesil cizgiden sonraki kisim gametlerin erigkin
hayattaki son olgunlasma dénemini gdstermektedir ve kadinda yaklagik
85 gun surerken, erkekte yaklastk 74 gun surmektedir

(www.biology.emory.edu)

Ancak butun bu asamalarda erkek genomunun epigenetik 6zelliklerinin saglikli bir
sekilde yavruya aktarilmasi ve embriyonun gelisebilmesi igin belirli sifreler
spermde paketlenir. En 6nemli asamalardan birisi histon protamin donusumu
olmakla birlikte sperm metilasyonu, kromatinin U¢ boyutlu ultra yapisinin
olusturulmasi ve DNA sikismasi hepsi onemli sureclerdir. Butin asamalarda

spermde sperme 6zgl epigenetik kodlarin korunmasi elzemdir. Clnku sperm
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nikleusunda kodu degismemis somatik benzeri kromatinin bulunmasi yavruya
gereken epigenetik bilginin aktarilmasini ve saglikli bir embriyonun gelismesini

saglayamaz [42].

2.2.1. Spermin epigenetigi

Ture ve dokuya 6zgu olan epigenetik, insanda diger turlerle kiyaslanamayacak
kadar karmasik olmakla beraber; morfoloji ve fonksiyonu oldukga 0zel olan
spermin epigenetigi de essizdir. Spermin epigenetik regulasyonunu anlamak igin
gelisimsel surecini iyi bilmek gerekir. Aslinda spermin tek fonksiyonu paternal
genomu hasarsiz olarak oosite kargolamak gibi gérinse de bundan fazlasi
oldugunu dusunmek icin yeterli diuzeyde kanita sahibiz [39,43]. Spermin genomik
ve epigenomik organizasyonu, fertilizasyonda oldugu gibi, erken embriyogenezde

de kritik Gneme sahiptir.

Hayvan modellerinden c¢ikarimda bulunmanin zorlugu, kullanimi giderek artan
yardimla Greme tekniklerinin (YUT) sagladi§i arastirma imkanlari ile agiimaktadir.
En kiguk manuplasyonlarin bile genomuna zarar verdigi oosite kiyasla sperm
genomu oldukg¢a dayaniklidir. Bu durum kuyruklarini koparmak igin ultrasonik etki
kullanilan fare spermlerinde neredeyse hic DNA hasari olmadiginin rastlantisal
olarak kesfedilmesiyle gundeme gelmigtir [44]. Sperm genomu DNA digi

proteinlerin 6zel yapisi nedeniyle oldukga stabil ve korumalidir.

Yuvarlak spermatitin hem 6 pm capindaki nukleusunu hem de bazi hucresel
kisimlarint 5.1 ym capindaki olgun sperm basina sigdirmak igin bagka hig bir
dokuda gorunmeyen 0zel duzenlenmeler yapilmalidir. Sperm olgunlasmasi
sirasinda ture ait genomik bilginin yani sira bireye 6zgu epigenetik bilgi de
korunmaktadir. Dinamik bir sture¢ olan epigenetik kodun olusumu, gametogenez
sirasinda meydana gelen beslenme degisimi ve stres gibi olaylardan
etkilenmektedir [13].

Erkek infertilitesi ya da subfertilitesi ile iligkili bulunan bazi genlerin epigenetik

duzenlenmeleri Cizelge 2.2’de 6zetlenmigtir [12].
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Cizelge 2.2. Erkek infertilitesi ile iligkisi oldugu gosterilen genler/proteinler [12]

Gen/Protein Epigenetik farklilik ve erkek infertilitesi ile iligkisi

MTHFR Hipermetilasyonu duguk semen kalitesi ve
infertiliteye yol acar

PAXS, NTF3, SFEN, Hipermetilasyonu semen kalitesinin bozulmasina

HRAS neden olur

JHM2DA Knockout yapildiginda DNA paketleme bozulur ve
infertilite olur

IGF2, H19 Metilasyon kaybi duguk sperm sayisi ile iligkili

RASGRF1 imprint lokusta hipermetilasyon diisiik sperm
kalitesiyle iligkili

GTL2 imprint lokusta hipermetilasyon diisiik sperm
kalitesiyle iligkili

PLAG1, DIRAS3, MEST | imprint lokusta hipermetilasyon diisiik sperm
kalitesiyle iligkili

KCNQ1, LIT1, SNRPN imprint lokusta hipermetilasyon diisiik sperm
kalitesiyle iligkili

2.2.2. Sperm protaminasyonu

Protaminasyon, sperme 6zgl ve olagan digi bir epigenetik regulasyon turudur.
Sperm DNA'sina ait oldukga basit proteinler olan protaminler yalnizca olgun
spermde bulunur. icerigindeki yiiksek arjinin orani nedeniyle daha pozitif yikli
olan protamin molekull, negatif yukli DNA'yi kendine daha guglu ceker.
Protamine baglanmis olan DNA somatik hicre DNA'sina gbre ¢ok daha fazla

sikisarak stabilize edilebilir.

Mayoz bolinmesini tamamlamis sekonder spermatitler (yuvarlak spermatit) testis
icindeki olgunlagsma surecinde DNA'ya bagll olan histonlarin  %85-90'inin
protaminlerle yer degistirmesi islemi olan protaminasyona ugrar [45]. Sperm
DNA'sinda kalan histonlar genellikle kromozomlarin perisentrik kisminda bulunur
ve kromozomal bdlgelerin fonsiyonel rollerine gore siniflandiriimasina aracilik eder

[46]. Histon-protamin donUsumua henlz net olarak aydinlatilamamis bir suregtir.
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Protaminasyondan hemen 6nce sperme 6zgu histon varyantlari ortaya cikar ve
histonlarla yer degistirir. Ayrica histon H4 hiperasetilasyonu gerceklesir [46-48].
Hiperasetilasyonun bir kaskadi tetikledigi dusunulmektedir [49]. Histon
asetilasyonu HAC ve HDAC'ler araciligiyla regile edilmektedir. Muhtemelen
pygopus2 de bir diger regulatordir. Pygopus2, wnt sinyalizasyon efektor
kompleksinin kofaktérl olan bir bitki homeodomain proteinidir [50]. Hiperasetile
histonlar DNA'ya daha az afinite gostererek kromatinin gevsek hale ge¢cmesini
saglamaktadir. Serbest kalan DNA'da, topoizomeraz bagimli zincir ayrilmasi olur.
Bu da DNA'dan histonlarin ¢ikartihp yerine énce transizyon proteinleri (TP) ve

daha sonra da protaminlerin getiriimesini saglamaktadir [51,52].

Homo sapiens turinde tanimlanan dort tip transizyon proteini bulunmaktadir (TP1-
4) ve bunlar histona gore daha basit ama protamine kiyasla daha karmasik
proteinlerdir. Spermiyogenezin son agsamasinda transizyon proteinleri ¢ikarilarak
yerine protaminler getirilir [53]. insan protaminleri Prm1 ve Prm2 olmak {zere iki
tiptir ve 1/1 oraninda olmasi sperm fonksiyonu igin kritik dnemdedir. Bu oranda
gorulen 0,8-1,2 standart sapmadan daha buyuk degisimlerin infertilite ile iligkili
oldugu gosterilmigtir [54]. Prm1, posttranslasyonel fosforilasyon ve defosforilasyon
modifikasyonlarina ugrar ve disUlfit baglarin olusumu mumkuan olur [55,56]. Prm2
ise spermiyogenez sirasinda daha buyuk bir 6ncu molekulin kesilmesi ile olugur
[57].

Sperm kromatinine protaminlerin katilmasi DNA sikismasini arttirir ve genomun
guvenli bir sekilde taginmasi igin kritik dneme sahip olan spermin son seklinin

verilmesini saglar (Sekil 2.4) [7].

Olgun spermde %10-15 oraninda bulunan histonlarin dnceleri bir protaminasyon
eksikligi oldugu dugunulse de epigenetik calismalar gostermigtir ki; korunan bu
histonlar, aslinda sperm genomunun zigot igindeki organizasyonu ve
embriyogenezde oldukga donemli role sahiptir [58]. Testis spesifik Bromodomain
iceren protein (BRDT) bazi hiperasetile histonlarla iliskiye girerek muhafaza edilen

histonlar ve sperm genomu organizasyonunda kilit 6nemde bulunmaktadir [59].
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2.2.3. Sperm metilasyonu ve histon modifikasyonlari

Testislerde ve testikuler germ hucrelerinde esine rastlanmayan 6zel bir metilasyon
paterni gozlenir. Testisteki hipometile DNA somatik dokudakinin 8 katidir [42]. Bu
lokuslarin gogu tekrarlayan diziler degildir ve CpG adalarinin diginda kalan
bolgelerde ve ayrica genellikle genlerin 5 ucundan uzaktadir. Yani testikller
hipometilasyon gen duzenleyici bolgelerde degildir. Ancak, CpG adasi disinda
kalan bdlgelerin hipometilasyon duzeyi ilgili kromozomon CG igerigiyle dogru

orantilidir. ilging olarak somatik dokularda bu durum tam tersidir.

Sperm mayozundan 6nce ilk epigenetik olaylar gerceklesir ve DNA progresif bir
demetilasyon-metilasyon surecine girer. Mayoz sirasinda pakiten spermatositteki
DNMT3A, DNMT3B ve kofaktor olarak da DNMT3L aktiviteleri ile dogumdan sonra
tamamlanmak Uzere de novo DNA metilasyonu duzenlenir [60]. Metilasyon kalibi

daha sonra DNMT1 aktivitesi ile korunur.

Bu DNA metilasyonu surecine ek olarak metilasyon ve asetilasyon gibi histon
modifikasyonlari yapilarak DNA’'nin transkripsiyon faktorlerine ulasabilirligi
degistirilir. (Sekil 2.5) Gergekte HMT ve HDM gibi spesifik enzimlerle histon H3’ln
lizin Qu (H3-K9) ve histon H3’lUn lizin 4’Gne (H3-K4) ait metilasyon paternleri
duzenlenir. Genellikle mayozda histon H3-K9 metilasyonu yuksektir ama surecin
sonunda azalir bdylece gen aktivasyonu saglanir. Histon H3-K4’Un ise mayozda
metilasyonu azdir ve bu da gen susturulmasi ile iligkilidir [61]. Ayrica
spermatogenezis sirasinda HAT ve HDAC gibi bazi enzimler de H3 ve H4 lizin
rezidulerinin asetilasyon ve deasetilasyonunu kataliz eder. Spermiyogenezde ise
H4’Gn hiperasetilasyonu protaminasyon igin kritik bir dneme sahiptir [62,63]
(Sekil2.6).
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Sekil 2.6. Spermatogenez ve spermiyogenez sirasinda olusan temel epigenetik
dizenlenmelerin sematik goésterimi (1) Primordial germ hicreleri hem
(imprinti  silme amaciyla) DNA'da hem de histonlarda yaygin bir
demetilasyon surecinden gecger. Ayrica H4 deasetilasyonu gerceklesir.
DNMT3A, DNMT3B ve DNMT3L bu asamada eksprese olur (2)
Spermatogoniumda paternal metilasyonu saglayan progresif DNA
metilasyonu meydana gelir (3) Spermatositlerde H3K9 ve H3K4
metilasyonu gozlenir (4) Yuvarlak spermatitlerde H4 hiperasetile hale
gelir, DNMT1 eksprese edilir ve histonlar TP’ler ile yer degistirir (5)
Uzayan spermatitte H3K9 demetilasyonu ile birlikte DNA metilasyonunun
surduraldugu izlenir. TP’lerin  protaminlere donUsumiu bu asamada
gorulur (6) Spermatozoada genomik imprint strdurular [38]

2.2.4. Sperme 6zgu histon varyantlan

Mayoz bélinme sirasinda germ hicrelerinin epigenetik profilleri degisir. Ornegin;
premayotik spermatogonia, ¢ok dusuk H3K9me2 dlzeyi gibi essiz bir histon

modifikasyon paterni goOsterir [64-66]. Ancak mayoz boélinmenin baslamasiyla
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erkek germ hdcrelerinde bu patern hizla degisir [67]. Haploid yuvarlak
spermatitlerin nukleusunda global bir yeniden dlizenlenme meydana gelir. Ancak
inaktif X kromozomundaki H3K9me2 gibi histon isaretleri korunur [68,69].Testis
spesifik bir linker histon varyanti olan H1T2 bu asamada olusur ve spermiogenez
sirasinda meydana gelen kromatin sikismasinda onemli bir gorev ustlenir [70].
Daha sonra uzayan spermatitte baska bir linker histon varyanti olan H1lIs1

(spermatid 1’deki histon-1 benzeri protein) eksprese olur.

immiinhistokimyasal calismalarla; sperm kromozomlarinin telomerlerinde, testise
6zgu bir Histon varyanti olan ve transkripsiyondan sonra 3' ucundan
poliadenilasyona ugramayan H2B'nin yer aldigi gdsterilmistir [71]. Sperm genom
organizasyonunda onemi net olarak belirlenemeyen diger 6zgul histon varyantlari
arasinda H1T, HILS1, H2A.X, H3.3A ve H3.3B sayilabilir [53, 72-75]. Histon H3T
ise testise spesifik bir histon varyantidir. H3T'nin Nap2 saperon tarafindan bir
araya getirildigi ve H3T iceren DNA'nin stabilizasyonunun konvansiyonel H3.1

iceren DNA'ya kiyasla daha az oldugu gosterilmigtir [76,77].

2.2.5. Sperm imprinti

insan genomu imprinti 16 kromozomda gruplanmis yaklasik 70-80 bdlgeyle
sinirhdir [78]. Bu Dbdlgelerle ilgili delesyon ya da uniparental dizomi gibi
anormallikler kendini Ozellikle blyume, davranis ve hormon bozukluklar ile
karakterize sendromlar olarak gosterir. Ayrica imprint bozukluklarinin intrauterin
buyame geriligi, artmis diyabet, kardiyovaskuler hastaliklar riski ve mental

bozukluklar ile iligkili oldugu gosterilmigtir [79].

Fertilizasyondan sonra oosit ve sperme ait genomik imprint yeniden programlanir.
Once erkek proniikleus demetile edilir [80,81]. Zigotun olugsmasindan sonra her iki
ebeveynin kromozomlari da, genomik imprint bolgeleri harig, pasif bir
demetilasyon sirecine girer [82]. imprint genlerin metil kaliplar sadece primordial

germ hdcrelerinde silinir.

Onceleri oosit; icerdigi organeller, RNA'lar ve transkripsiyon makinasi nedeniyle;

embriyo gelisiminde aktif rol oynayan tek gamet zannediliyordu. Sperm ise
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yalnizca 23 paternal kromozomu oosite tasiyan 6zel bir kargo hucresi olarak
gorulmekteydi. Ancak erken embriyogenez sirasinda spermin tasidigi epigenetik

modifikasyonlarin éneminin kesfedilmesi bu konuya 6zel bir dikkat gekmistir.

2.3. Diger Epigenetik mekanizmalar

Yukarida sayilan tim mekanizmlar genetik kodun ifadesini DNA dizeyinde yapilan
duzenlemelerle etkilemektedir. Transkripsiyon sonrasinda agiga ¢ikan ara urunler
aracihgiyla da, DNA degisikligi olmadan gen ifadesinin degistiriimesi yani,
epigenetik dizenleme yapilmasi mumkuinddr. En énemli ara UrlGnler kodlayici

olmayan kisa RNA molekdulleridir [83].

2.3.1. MikroRNA’lar

insanlarda sayilari bini gecen, protein kodlamayan mikroRNA (miRNAYlar yaklasik
20-23 nukleotit uzunlugunda tek iplikgikli RNA molekuludur. DNA'dan
transkripsiyonu yapilan ancak protein cevirisi yapiimayan genler tarafindan
kodlanan miRNA’lar, hedef genin mesajci RNA (mRNA)lara dusuk o6zgullikte
baglanmasina, mRNA yikimina ve translasyonel inhibisyona neden olabilecegi i¢in

gen ifade edilmesinin kontroliinde énemli rollere sahiptir [84,85].

Hucre cekirdegi igcinde RNA Polimeraz Il (Pol IlI) veya Il ile olusturulan pri-
miRNA’lar Rnaz Il endonlkleaz “Drosha” enzimi ve cift iplikgikli RNA baglayici
protein “Pasha” kompleksi tarafindan islenerek pre-miRNA’ya donusturtlir [86].
Cekirdek zar proteini “exportin-5” araciligiyla sitozole aktarilan pre-miRNA’lar
dogrudan Rnaz lll endonukleaz “Dicer’a baglanir. Dicer, pre-miRNA sap-ilmigini
kestikten sonra, iki tamamlayici kisa RNA molekuli meydana gelir, ama bunlardan
sadece biri RNA-uyartih susturma kompleksine (RISC) dahil olur [87]. RISC
kompleksinin i¢cinde yer alan bir RNAz olan argonaute’in etkisiyle bu ikisinden 5’
ucu daha kararl olani (kilavuz iplikcik) secilip bu komplekse dahil olur. Obur
iplikgik, anti-kilavuz veya yolcu iplikgik olarak adlandirilir ve RISC kompleksinin

substrati olarak sindirilir [87].
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2.4. Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) geni

MTHFR geni, metil siklusunda hiz kisitlayici basamagi katalizleyen MTHFR
enzimini kodlayan gendir. MTHFR enzimi 5,10-metilentetrahidrofolat’in 5-
metiltetrahidrofolat’a donlsumune aracilik eder [17]. 5-metiltetrahidrofolat ise

metiyonin sentezi i¢in homosistein ile birlikte ko-sUbstrattir (Sekil 2.7) [17].

Folik Asit

Metile DNA,

Proteinler, lipidler
dUMP

dihidrofolat

AdoMet* ™ l

metionin
THF
5,10-metilen THF
homosistein Piirinler
MTHFR @ dTMP
DNA
5-metil THF

Sentezi

Sekil 2.7. Metil siklusunda MTHFR enzimi [17]

MTHFR geni birinci kromozomun 1p36.23-p34.3 bodlgesinde yer alan, 2,2 kb
uzunlugunda ve 11 ekzondan olusan bir gendir. Ekzonlar 102-432 baz
uzunlugundayken intronlar 250-1500 baz uzunlugundadir. Gen urinu, 70 ve 77

kDa’luk iki alt birimden olusan sitoplazmik bir enzimdir.

MTHFR enzimi tek karbon metabolizmasinda kilit enzimdir. Homosisteine bir metil
grubunun aktarilarak metionin sentezlenmesini saglar ve bu da DNA metilasyonu
oldugu gibi diger molekiillerin de metillenmesini mimkin kilar. ilging olarak

MTHFR geni kendisi de promotor bolgesinde yapilan metilasyonla regule edilir



21

[18]. MTHFR geni mutasyonu, polimorfizmi ya da epigenetik regulasyonla MTHFR
enziminin yetersizligi meydana gelirse hiperhomosisteinemi ile karakterize
hiperkoagulabilite olusur. Ayrica DNA metilasyonu global olarak azalir ve DNA
sentezi de bozulur. MTHFR gen mutasyonu ile tekrarlayan gebelik kaybi arasinda

iliski gosterilmigtir [88].

2.4. DNA metilasyon tayini

DNA metilasyonu orijinal olarak Southern blot yontemi ve PCR amplifikasyonunu
takip eden bir metilasyona 06zgu restriksiyon endonukleaz islemi ile
incelenmekteydi [89]. Gunumulzde ise, bisllfit sekanslama, kombine bistilfit
restriksiyon analizi (COBRA), MetilLight, bisulfit pyrosekanslama gibi gen spesifik
teknikler kullaniimaktadir [90-92]. Butun bu sayilan teknikler metile olmayan sitozin
rezidUsunun bisulfit ddntsumle urasile gevirilerek metile sitozinin degistiriimemesi,

sonra da DNA sekanslama ile tespit edilmesi esasina dayanmaktadir [93].

Bisulfit donusum teknikleri belirli gen bdlgelerindeki metilasyon durumunun
incelenmesi icin sensitif, spesifik ve relatif olarak ucuz olan uygun tekniklerdir.
Ancak tum genomun metilasyonunu incelemek igin bu ydntemler ¢ok pahali
olmaktadir. Tum insan metilomunun g¢alisiimasi i¢in yeni jenerasyon sekanslama

ya da tum genom bisulfit sekanslama gibi yontemler gelistiriimektedir [94,95].

2.5. DNA dizi analizi /| DNA sekanslama

DNA dizi analizleri ya da sekanslama; DNA birincil yapilarinin belirlenmesinde
kullanilan yontemlerdir, DNA'nin ndkleotid dizilerinin saptanmasi anlamina gelir.
DNA sekanslama igin geleneksel olarak Sanger dideoksi ydntemi ve daha yaygin
da Maxam-Gillbert kimyasal degredasyon yontemi kullanilsa da her iki yontem de
hem ¢ok zahmetli hem de buyuk gen bolgelerinin analizi igin elverigli olmadigindan
gunumuzde daha hizli ve zahmetsiz sonu¢ almay! saglayan shotgun yontemi ve

pyrosekans yontemleri kullaniimaktadir [94].
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Maxam-Gillbert kimyasal degredasyon yontemi

Farkli uzunluktaki DNA pargalarinin olusumu ile sonlanan DNA'yi kesmek igin
kimyasallarin (Hidrazin, dimetil silfat ya da formik asit) kullanildigi yontemdir. Tek
bir sekans jelinde 40 klonun analiz edilmesini saglar. Yontemin temel prensibi,
DNA’ da bulunan bazlarin kimyasallar kullanilarak degistiriimesine ve daha sonra
degisiklige ugramis nikleotidlerin (Piperidin) bulundugu noktalardan zinciri kirmasi

esasina dayanir.

Dizi analizi yapilacak DNA, énce 5 ucundan fosfor ya da floresan bir boya ile
isaretlenir. DNA’nin iki iplikgigi birbirinden ayrilarak, ya da DNA uygun bir
restriksiyon enzimi ile kesilerek DNA’nin bir ucundan isaretlenmesi saglanir. Daha
sonra DNA molekulleri dort tupe ayrilarak A, C, G, T nukleotidlerini kirmak igin
gerekli tepkimeler gergeklestirilir. Elde edilen boylari gittikce kisalan DNA dizileri
jel elektroforezi ile birbirlerinden buyukllklerine goére ayrilir ve otoradyografi

uygulanarak bantlar goruntulenebilir [95,96].

Sanger dideoksi yontemi

Bu yontem enzimatik DNA sentezine dayanir ve en yaygin kullanilan dizi analiz
teknigidir. Sekanslanacak DNA ipligi yeni sentezlenecek iplik icin kalip olarak
kullanilir. Yontemin temeli, DNA polimerazin dNTP (deoksiribonikleozid trifosfat)
ve ddNTP (dideoksiribonlkleozid trifosfat) leri de substrat olarak kullanabilmesi
esasina dayanir. Sentezlenen DNA’ya bir ddNTP’nin katilmasi 3’ pozisyonunda
OH grubu olmadigi i¢in sentezi durdurur. Reaksiyon sonunda deoksinukleotidlerle
uzamis ve ddNTP lerle sonlanmis farkh uzunlukta diziler elde edilir. Sonra jel
elektroforez ile degradasyon yontemindekine benzer sekilde farkli uzunluktaki

DNA dizileri analiz edilir. Bunun igin otomatik dizi analizi de kullanilabilir [96].

Shotgun yontemi

Bu yontemde ¢ok buyuk klonlanmig DNA parcgalari bir cok parcaya bolUnerek alt
klonlar halinde dizileme yapilir. DNA pargalari sekanslandiktan sonra orijinal DNA

yeniden yapilandiriimaya calisilir. Bu yontemde amag; hem hiz kazanmak hem de
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dogruluk orani daha yiiksek sonuglara ulagmaktir. Ozellikle kromozom

analizlerinde ve genom projelerinde tercih edilir [96].

Pyrosekanslama

Dizi analizi i¢in en sik kullanilan yontem olan Sanger metodunun uzun sirmesi, bir
¢cok asamay! icermesi gibi ¢esitli dezavantajlarini ortadan kaldiran, 1986 yilinda
Pal Nyren tarafindan gelistiriimis bir yontemdir [96]. Single-nikleotide addition
(SNA) yani tek nukleotid eklenmesi yontemi ile dizi analizi yapmaktadir. Sentez
yaparak dizi analizi yapma prensibine dayanir. DNA sentezi esnasinda agiga
cikan pirofosfat’larin saptanmasi esasina dayanan gercek zamanl bir kantitatif dizi

analizi teknigidir [96].

islem PCR urlnlerinin tek zincir DNA’ya (ssDNA) déniismesi ile baslar. Tek sarmal
DNA kalip olarak kullanilmak Uzere izole edilir, her bir primer cifti biotin ile 5'
ucundan isaretlenir. Sekans primeri PCR ile gogaltiimig olan bir tek zincir DNA ile
hibridize edilir. Enzim olarak DNA polimeraz, ATP sulfurilaz, lUsiferaz ve apiraz

kullanilir. Substrat olarak adenozin 5° fosfosdulfat ve lusiferin ile inktbe edilir [96].

Sekans analizi dNTP’lardan (deoksiribonukleotid trifosfat) ilkinin reaksiyona
eklenmesiyle baslar. Eger ilk eklenen dNTP kalip DNA'daki baza komplementer
ise ortamda bulunan DNA polimeraz, bu dNTP’nin DNA sarmalina eklenmesini
kataliz eder. dNTP DNA kalibina baglanirken dNTP Uzerindeki 2 adet fosfat agiga
cikar ve 2 fosfath bir yapi olan pirofosfat (Ppi) ortama gec¢mis olur. Her nukleotid
eklenmesinde bir pirofosfat serbest kalir. Ortama c¢ikan pirofosfat; ATP sulfurilaz
ile ATP’ye cevrilir. Olusan ATP kullanilarak lusiferin, oksilusiferin’e dénasturalur.
Oksilusiferin ise ATP miktariyla orantili olarak gorinur bir 1sin yayar. Bu isin kizil
otesi kamera ile tespit edilir ve seri tepecik seklinde kaydedilir. Her bir tepecigin

yuksekligi eklenmis olan nukleotid sayisiyla orantilidir [96].

Nukleotid parcgalayici bir enzim olan apiraz devamli olarak ATP ve dNTP’leri
parcalar. Boylece 1sik olusumu Kkesilir. Yani ortamda yeni reaksiyon olusturacak
dNTP ve ATP kalmamis olur ve bu sekilde ortam ikinci nukleotidin ilave edilmesine
hazirlanir [96].
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Bu teknoloji ile DNA pargaciginin 100 nikleotide kadar olan kismi okunabilir. Dort
enzimin yer aldigi bu asamalar kapali bir sistemde, plakta ve tek bir kuyucukta

yapilir. islemin siiresi kisadir [96,97].
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3.GEREG VE YONTEM

Calismamiz, prospektif bir vaka-kontrol calismasidir. Gazi Universitesi Kilinik
Arastimalar Etik Kurulu'ndan onay alinmasinin ardindan “Hacettepe Universitesi,
Androloji  Unitesinden semen &rnekleri toplandi. Toplanan &érnekler ilk
degerlendirmenin ardindan yikanarak -70°C’de donduruldu ve saklandi. Ornek
toplama isleminin yaklasik 3 ayda tamamlanmasindan sonra, érnekler kuru tagsima
tankiyla “Gazi Universitesi, Yasam Bilimleri Uygulama Arastirma Merkezi, Tibbi
Biyoloji ve Genetik Laboratuvari’na goéturtldia. Es zamanh olarak ¢ozdurtlen
orneklerden DNA izolasyonu yapildi. DNA 6rneklerine Bissulfit dontisuimu islemi
uygulanmasinin ardindan pyrosekans® ile analiz yapildi. Sonuglar SPSS

(Statistics Package for Social Sciences v.20) programi ile degerlendirildi.
3.1. Orneklerin Toplanmasi ve Sperm Degerlendirmesi

Calismaya “Hacettepe Universitesi, Kadin Hastaliklari ve Dogum, infertilite
Boliumu’ne basvuran ve agiklanamayan infertilite nedeniyle yardimci Ureme
teknikleri (YUT) bekleme listesinde olan 68 cift dahil edildi. Kontrol grubu ise ayni
yas grubunda spontan gebelikle en az bir saglikli ¢ocuk sahibi olmus ciftlerden
olusturuldu. Kontrol grubu icin “Hacettepe Universitesi, Uroloji” kliniginde farkl bir
nedenle degirlendirilen ve saglikh bir gekilde ¢ocuk sahibi olmug 54 erkek
calismaya davet edildi. Tum islemler Helsinki Deklerasyonu’na uygun sekilde

gerceklestirildi.
3.1.1. Orneklerin Toplanmasi

Gondullulerden bilgilendirilmis onam alinmasinin ardindan eger cinsel perhiz
sureleri 2-7 gun arasindaysa androloji laboratuarindaki 6zel bir odada
masturbasyon ile alinan semen 6rnegdinin toplanmasi saglandi. Eger cinsel perhiz
suresi uygun degilse drnek alimi icin randevu verildi. Ornek toplama islemi Subat-

Haziran 2014 doneminde tamamlandi.
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Calisma Grubu

Calismaya en az 2 yildir aciklanamayan infertilite tanisi bulunan 20-40 yas
arasindaki erkekler dahil edildi. Olgularin normal histerosalfingogram, ovulasyon
ve spermiogrami olan iyi tanimlanmis agiklanamayan infertilite olgulari olmasina
dikkat edildi. Calisma grubu agiklanamayan infertilite nedeniyle en az iki kez
gonadotropinle ovulasyon induksiyonu ve intrauterin inseminasyon yapilmis ve
YUT bekleme listesinde olan ¢iftlerden meydana geliyordu. Calisma grubu diglama

kriterleri sOyleydi:

¢ Bilinen bir genetik hastalik tasiyicisi ya da sahibi olanlar

e Genital sistemi etkileyen atesli ya da inflamatuar bir hastalii bulunanlar

e Genetik belirtegleri etkileyebilecek bir ilag kullananlar (L-Karnitin, E-vit gibi)
e Kronik bir hastaligi olanlar

e Herhangi bir nedenle galismaya dahil olmaktan vazgecenler

Olgular i¢in Ek’te yer alan bilgi formlari dolduruldu ve bilgilendirilmig onam formlari

alindi.

Kontrol Grubu

Calismaya spontan gebelik elde etmis ve saglikh bir sekilde en az bir gocuk sahibi
olmus ciftler davet edildi. Calismaya gonulli olan erkeklerin 20-40 yas grubunda
ve eslerinin de benzer demografik 6zelliklerde olmasina dikkat edildi. Temel
urolojik degerlendirmenin ardindan sperm orneklerinin toplanmasi saglandi.
Kontrol grubunun diglama kriterleri de ¢alisma grubuna benzer olmakla beraber
ciddi dizeyde spermiogram bozuklugu olanlar da ¢alismadan ¢ikarildi. Yalnizca

normal spermiogrami olanlar ¢alismaya dahil edildi.

Sagliklh gondlltler i¢in de yine Ek 1°de yer alan bilgi ve onam formlari alind1.
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3.1.2. Sperm Degerlendirmesi

Sperm érnekleri, Diinya Saglik Orgiiti’'niin (DSO) tanisal islemler ve arastirmalar
icin semen toplanmasi, 2010 standartlari uyarinca alindi. Standart spermiogram
icin ornekler 37°C inkubatorde 30 dakika likefaksiyona birakildiktan sonra yapilan
makroskopik degerlendirmenin ardindan ilk mikroskopik degerlendirme yapildi.
Sperm morfoloji ve hareketlilik degerlendirmesi faz kontrast mikroskop ile x200
blylutme altinda hazirlanan 20um derinlikteki 1slak preperatta yapildi. Sperm
sayimi ise 100um derinlikte Neubauer hemositometre kullanilarak yine DSO 2010
standartlarina gére yapildi. Spermiogram; sperm konsantrasyonu 15 10%/mL’den
fazla, total motilite %40’in Uzerinde, spermlerin %58'den fazlasi vital ve normal

morfoloji orani %4’Un Uzerinde ise normal olarak kabul edildi.

Sperm Yikama

Spermiogramin degerlendiriimesinden sonra genetik calisma icin kullanilacak
sperm ornekleri diger hucre (6rn. I0kosit) ve debrislerin uzaklagtiriimasi amaciyla
standart yilkama teknigi (santriflj ve ylzdurme) kullanilarak yikandi. Bunun igin
konik falcon tipe alinan spermler 1:1 oraninda sperm yilkama mediumu (AllGrad
Wash®) ile karistirildi ve 200 x g’de 15 dakika santrifij edildi. Stipernatan atildi ve
dipte kalan pellet 0.5 ml medium ile tekrar karistirilarak -70°C’de donduruldu.

3.2. Kullanilan Cihazlar

e Karbondioksitli etiv (Sanyo)

e Sogutmali santrifuj (Hettich Mikro 22R)

e Ph metre (WTW 422)

e Faz kontrast mikroskop (Zeiss)

e Derin dondurucu -70°C (Liebherr)

e Kuru tagima tanki (MVE)

e Laminar flow (Danlaf)

e Hassas terazi (AND-ER-182A)

o Spektrofotometre (Nanodrop ND-1000, Thermo Scientific)

e Kuru isitici blok (Biosan)
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e Manyetik karistirici (TMA 2071)

e Spin vorteks (Biosan)

e Vorteks (Biosan)

e Mikrodalga firin (Argelik)

e Mikropipetler; 10ul, 100ul, 1000ul (Axygen)
e Pyromark Q24 (Qiagen)

e Derin dondurucu -70°C (Sanyo)

e Buzdolabi (Argelik)

3.2. Kullanilan Sarf Malzemeleri

Sperm toplama kabi (Sun plastik)
15 ml konik falcon tup (Biologix)

o 200 pl eppendorf tlp (Biologix)

. 1,5 ml eppendorf tup (Biologix)
. Pipet uclari 10, 100 ve 1000 pl (Biologix)

. Hucre dondurma tupleri (Biologix)

. Pyromark plak (24 kuyucuklu plate) (Qiagen)

3.3. Kullanilan Kimyasallar

e Sperm yikama medyumu (AllGrad wash)

DNA ekstraksiyonu igin

e X2 Tampon

20 mM Tris CI (pH 8.0)
20 mM EDTA

200 mM NaCl

80 mMDTT

%4 SDS

250 pg/ml Proteinaz K

e AL Tampon

e Etanol

e AE Tampon
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Bisulfit donisumu igin
e DNA koruyucu tampon
¢ Bislilfit karisimi
¢ RNaz igcermeyen su
e BL tampon (*gunidin tuzu icerir beyazlaticilarla karsilastiriimamalidir)
e BW tampon
e BD tampon
e EB tampon
Pyrosekans igin
e PyroMark PCR Master karigimi
e CoralLoad Konsantrase karigimi
e Q soliisyonu
e MgCl,

e RNaz igcermeyen su

3.4. Kullanilan Kitler

DNA izolasyon kiti (Qiamp2®, kullanici modifiye, Qiagen)
DNA bisdilfit kiti (Epitect Plus®, Qiagen)

MTHFR igin PyroPCR kiti (ATQ)

Pyrosekans kiti (Pyrosekans®, Qiagen)

3.5. Yontemler

3.5.1. DNA izolasyonu

Konik falcon tupte bulunan yikanmis ve dondurulmus sperm ornekleri oda
sicakhginda ¢ozduruldi. Orijinal olarak kan ve diger biyolojik materyallerden DNA
elde etmek icin hazirlanmig ama spermden DNA izolasyonu igin kullanicilar
tarafindan adapte edilmis QlAamp 2® kiti kullanildi (Sekil 3.1) (QiAmp kullanma

kilavuzu). Bunun igin izlenen yontem su sekildeydi:
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Ornek 100 ul| +(X2 100 ul

!
55 C

E + 200 ul AL

| 200 ul Etanol
— karistir

+ 200 ul Etanol

6000 x g (8000 rpm)
1 dk

~—r
yeni tup

+500 ul AW1

6000 x g (8000 rpm)
1 dk

Uat
yeni tup

+ 100 ul AE

‘@ sakla
\J

Sekil 3.1. DNA izolasyonunun QIAamp mini kit kullanarak yapilisi (QiAmp
kullanma kilavuzu)

4@% 4 Gl) 9 G

1. 100 pl sperm 1,5 mllik mikrosantrifuj tupune alindi ve uzerine 100 pl
tampon X2 eklendi. Bir saat boyunca 55°C‘de inkiibe edildi. Ornegi
karistirmak igin tapler ters cevirilerek vortekslendi.

2. Orneklere 200 pl tampon AL ve 200 pl etanol eklendi. Tekrar vortekslendi.

3. Tupler kapaktaki materyalin dismesi i¢in 15 sn santrifuj edildi.
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4. 200 pl %100 etanol eklendi ve yine 15 sn vortekslendi. Yine kapaktaki
materyalin dismesi igin 15 sn santrifuj yapildi.

5. Karigsim kenarlarina degdiriimeden dikkatlice QIAamp mini kit ile verilen 2
ml’lik tUp i¢cindeki mini spin kolonlara aktarildi. Kapagi kapatilip 1 dk 6000 x
g (8000 rpm)‘de santriflj yapildi. QlAamp mini spin kolonu temiz bir 2 ml’lik
toplama tlpune alindi ve filtreli diger tip atildi.

6. QlAamp mini spin kolonu dikkatlice agildi ve 500 yl AW1 tampon kenarlara
degdiriimeden eklendi. Kapak kapatildi ve yine 1 dk 6000 x g (8000 rpm)‘de
santrifij yapildi. Yine kolon temiz bir tipe aktarilarak diger filtreli ttp atild1.

7. DNA'ya 100 ul AE tampon eklendi.

8. Spektrofotometrik olarak DNA miktar 6lgimua yapildi ve her bir tipte 1 pg
DNA olacak gekilde 6rnekler ayrildi (sekil 3.2).

9. -70°C’de dondurulan DNA saklandi.

Cromsioy conta T graph onck Spmple  |= Samole Tvoe DNASD
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AJ0E 10mmpath 0507
130~ -
Wian 20
200- 1Sy 0 15
478 ' . '
oo o M0 270 80 190 304 M W0 10 S0 N0
Wevelengtk nm nw 32.1
JEDBARS LD

Sekil 3.2. Spektrofotometrik DNA 6lgumu ekran alindisi 6rnegi

3.5.2. Bisulfit dontusumu

Yogdun bisulfit tuz derisimi altinda, ylksek sicaklik ve dusik pH kosullari
mevcudiyetinde DNA’da bulunan sitozinlerin deamine olarak urasile
donusturtlmesi islemidir (Sekil 3.3). Daha sonra DNA’da wurasil karsiligi
bulunmadigindan kargisina adenin getiriimesi nedeniyle sitozin timine
donustlrilmus olur. Bu islem metile olmayan sitozinleri urasile donustururken

metile sitozinler sitozin olarak kalir.
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NH . b.

2 @ o Orijinal sekans Bisiilfit déniisiimden sonra
=N NH I NG NaCaGoN NU-GaNU-GaNU-G.
(Jc\,k_’_ |Ug Metile olmayan DNA N-C-G-N-C-G-N-C-G-N N-U-G-N-U-G-N-U-G-N
H 0 Metile DNA MN-C-G-MN-C-G-N-C-G-N N-C-G-N-C-G-N-C-C-N

Sekil 3.3. Metile olmayan sitozinin urasile donusmesi (a) ve bisulfit ddnisimden
sonra DNA (b)

1.

3.

DNA oOrneklerinin oda sicakliginda ¢o6zinmesi saglandi. Bu sirada kit
icinden c¢ikan bisulfit karisimlari RNaz icermeyen suyla Kkaristirilarak
hazirlandi.

DNA ornekleri de RNaz igermeyen su ile her bir 6rnek i¢in toplam volum 20
ul olacak sekilde karistirildi. Bu karigima 85 pl bisulfit karigsimi ve 35 pl DNA
koruyucu tampon eklendi. Her bir érnek igin toplam volim 140 pl olacak
sekilde tupler hazirlandi.

Oda sicakliginda PCR tupleri kapatilarak karigtirildi. DNA koruyucu
tamponun bisulfit karisimin asidik pH’si ile yesilden maviye donustugu

go6zlendi.

. DNA bisdlfit dontisimU thermal cycler cihazi ile Cizelge 3.1°de tarif edilen

donguler uyarinca 5 saat icinde tamamlandi.

Cizelge 3.1. DNA bisulfit dontisimu igin thermal cyle donguleri

Asama Sire Sicaklik
Denaturasyon | 5 dk 95°C
inkiibasyon | 25dk | 60°C
Denaturasyon | 5 dk 95°C
inkibasyon | 85dk | 60°C
Denaturasyon | 5 dk 95°C
inkiibasyon 175 dk | 60°C

Bisulfit donisumu tamamlanan PCR tupleri 1 dk santriflj yapilarak igindeki
bisulfit reaksiyonu 1,5 ml mikrosantrifuj tiplerine alindi.

Her bir 6rnege 310 uyl BL tampon eklendi. Vortekslenerek karistirildi ve
santrifij edildi.
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7. Her bir érnege 250 pl etanol eklendi. Vortekslenerek karistirildi ve santrifdj
edildi.

8. Ornekler MinElute DNA spin kolonlarini iceren toplama tiplerine alindi.

9. Spin kolonlari maksimum hizda 1 dk santrifij edildi. Stuzulen sivi atildi ve
spin kolonlari tekrar toplama tiplerinin igine yerlestirildi.

10.Her bir spin kolona 500 ul BW (yikama) tamponu eklendi ve maksimum
hizda 1 dk santrifij edildi. Sitzulen sivi atildi ve spin kolonlari tekrar
toplama tuplerinin igine yerlestirildi.

11.Her bir spin kolona 500 pl BD (desulsonasyon) tamponu eklendi ve
kapaklari kapatilarak oda sicakliginda 15 dk inktbe edildi.

12.Yikama icin 10. basamakta tarif edilen islem iki kez daha yapildi.

13.Her bir kolona 250 ul %100 etanol eklendi ve maksimum hizda 1 dk santrifuj
edildi.

14.Spin  kolonlar 2 mllik yeni tuplere yerlestiriidi ve rezidi sivilarin
uzaklastiriimasi igin 1 dk maksimum hizda santrifij edildi.

15.Spin kolonlar temiz bir 1,5 ml'lik mikrosantriflij tplerine yerlestirildi. Her bir
kolona dikkatlice 15 ul EB (elusyon) tamponu eklenerek kapaklari kapatildi.
15,000 x g (12,000 rpm) 1 dakika santriftj yapildi.

16.Donlsumu yapilan DNA kolonlari -20°C’de dondurularak saklandi.

3.5.3. Pyrosekans

Dizi analizi yapilacak gen bdlgesi 1. kromozomdaki MTHFR-CLCNG6 geni
promotorunda yer alan ve 3 CpG bdlgesi iceren 36 bazlik Ch1, BP11865591-
11865637 bdlgesi ve GGTCACTGAGTCACCGATGGGGGCGAGGAYACGGGC
sekansina sahip dizidir (Sekil 3.4).
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Chromosome 1, bp 11864545 - 11866777

—e——— pMO00ooosl

QIAGEN

bp 11864800 11865200 11865600 11866000 11866400

| 11866777

Sekil 3.4. Analiz edilen MTHFR CLCNG6 geni promotor bolgesi

Bu gen bolgesini PCR ile gogaltmak icin kullanilan primerler:
Forward --- Biyotin-TTGAGGCTGACCTGAAGCAC
Reverse --- Biyotin-GTGATGCCCATGTCGGT

Dizi analizi yapmak igin (pyrosekanslama) kullanilan sekans primeri ise:

Sekans --- GGTGTCTGCGGGAG

Bisulfit donusimu yapilmig DNA incelenecek gen bdlgesinin amplifiye olmasi ve

geri kalan kismin eliminasyonu igin ilgili bolgeye 6zgu dizayn edilmis 5’ ucundan

biyotin ile isaretli primerler (forward ve reverse) kullanilarak klasik PCR yontemiyle

cogaltiimahdir. Bu galismada dizi analizi igin dnce pyrosekansa 6zgu PCR sonra

da pyrosekanslama yapilmigtir.

Pyro PCR

Bu islem icin su basamaklar izlenmisgtir:

1. Dondurularak saklanan bisulfit dontisime ugramis DNA, Pyromark PCR

master karisim, CoralLoad karisimi, primerler ve 25 mM MgCI, eritilerek

oda sicakliginda hazirlandi. HotStarTag DNA polimeraz oda sicakliginda

inaktif oldugundan buzun Uzerinde ¢aligiimadi.

2. PCR tuplerinde HotStarTag DNA Polimeraz, PyroMark, PCR tamponu ve
dNTP’leri iceren Pyro PCR karisimindan 12,5 ul, CoralLoad karisimindan

2,5 pl, 1 pl primerler, MgCl, ve RNaz igcermeyen su nazik pipetlemeyle

karistirildi ve her bir tipte toplam hacim 20 pl olacak sekilde dagitildi.

3. Her bir tipe 20’ser ng bisulfit donisume ugramis DNA ornekleri yerlestirildi.

Toplam hacim her bir 6rnek igin 25 pl olarak ayarlandi.
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4. Ornekler gizelge 3.2'de belirtilen ddngllerde thermal cyclera konuldu.

5. PCR amplifikasyonu ardindan PCR drunleri drneklerin ilk yarisi o gun
calisilacagi icin oda sicakliginda tutuldu ancak geri kalani ertesi gun
calisilacagindan buz dolabinda (4°C) saklandi.

6. Takip eden Pyrosekans analizi icin PCR UrUnlerinden 10 pl olacak sekilde
Q24 Pyroplakalara dagitildi (Sekil 3.5.a).

Cizelge 3.2. DNA bisulfit donusumu i¢in thermal cyle donguleri

Sure Sicaklk
Baslangi¢c PCR aktivasyonu 15dk | 95°C
3 dongu PCR
Denaturasyon 30sn | 94°C
Annealing 30sn |65°C
Uzama 30sn | 72°C
Dongu sayisi 45
Son uzama 10dk |72°C

Pyrosekanslama yapilacak gen bdlgesi 5’ ucundan biyotinle isaretlenmis bir sense
ve isareti bulunmayan bir antisense DNA’dan ibaret ¢ift zincirli DNA dizisi seklinde
elde edilmis durumdadir. Milyonlarca kopya PCR Grind iceren &rnekler
pyrosekans cihazinin 24 kuyucuklu plaklarina her birinden 10’ar ul olacak sekilde
dagitilmis durumdadir (Sekil 3.5.a). Pyrosekans karigimi iginde bulunan
streptovidine ciddi affinite gosteren biyotinden tutturulan diziler buyuk bir molekal
haline getirilir (Sekil 3.5.b). Pyrosekans cihazi bir etanol, bir denatirasyon, bir
yikama ve iki de su havuzu olmak uUzere toplam bes havuzdan olusan bir cihazdir
(Sekil 3.5.c). Cihaza 24 oOrnek tupune uygulanabilecek sekilde yan yana
yerlestiriimis 24 adet ucunda streptovidinin gegcemeyecegi filtre bulunan kolonlari
iceren baslik ve buna baglh aspirasyon eklenmistir (Sekil 3.5.d). Cihaza iginde
pyro PCR Urlnleri bulunan 24 6rnegin oldugu plak yuklendikten sonra filtreli kolon
basligin vakumu agcilir ve 6nce etanolle yikama islemi yapilir (Sekil 3.5.e). Bu
sirada tum artiklar aspire edilirken streptovidine biyotinle tutunmus PCR Granleri
filtreden gegemedidi icgin tuplerin icinde kalir (Sekil 3.5.f). Yikamadan sonra

siraslyla denaturasyon ve tekrar yikama yapilir. Denaturasyon yapilinca ucunda
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biyotin olmayan antisens zincir de uzaklastiriimis olur. Elde edilen 5’ucunda biyotin
isaretli dizi analizi yapilacak sense zincirler daha kiguk hacimli kuyucuklari olan

asil pyrosekans plakasina alinir.

Sekil 3.5. Pyrosekanslama icin PyroMark® Q24 cihazinin galisma prensibi

En son plakadaki kuyucuklarda pyro primeri bulunmaktadir ve zincirde karsiligini
bularak sentez icin hazir hale gelir. Bu asamada plaka pyrosekans cihazina
yuklenir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. 24 kuyucuklu pyrosekans cihazi (PyroMark® Q24)

Substrat
Karisimi
4 Enzim
Karigimi

pyroMark Q24
Cartridge
[MAT 1061858
[TNSTRUM-PARAM,
MEHOD, 0003 L~
- TR 2

Sekil 3.7. Pyrosékans éihazmln kartusu (solda) ve kartusa yuklenen sivilarin
semasil (sagda)

Pyrosekans cihazinin kartusu enzim karigimi, substrat karisimi ve nukleotidler
olmak Uzere doldurulduktan sonra o da cihaza ylUklenerek analize baslanir (Sekil
3.7). Enzim karisiminin icinde 4 adet enzim bulunmaktadir; DNA polimeraz, ATP
sulfurilaz, lusiferaz ve apiraz. Diziye sirasiyla A, C, G, T primerleri yuklenirken
DNA polimeraz diziye eger o nukleotid uygunsa sentez yapar ve pirofosfat agiga
cikar. Bu pirofosfati kullanan ATP sulfurilaz diziye eklenen her bir nikleotid igin bir
birim ATP sentezlenmesini saglar. Sentezlenen ATP’leri kullanan lUsiferaz ise her
bir birim ATP icin bir birim 1g1ima yapar. Apiraz ise diger nukleotid yuklenmeden
once oteki nukleotidleri ortadan kaldirir. Agiga ¢ikan isima duzeyini Olgen cihaz

yazilimini kullanarak dizi analizini ortaya koyar ($ekil 3.8).
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Sekil 3.8. Pyrosekans cihazinin dizi analiz ¢iktisi

3.7. istatistiksel analiz

DNA sekans analizi PyroMark Q24 yazihimi ile yapildi. Sonuglar SPSS v.20.0
istatistik programi ile degerlendirildi. Verilerin normal dagilima uygun olup olmadigi
Komogorov-Smirnov testi kullanilarak sinandi. Calisma ve control gruplar
demografik verilerinin karsilastirmasi icin t-testi kullanildi. Varyanslarin esitliginin
kiyaslanmasi i¢in Levene testi yapildi ve yine iki grup arasindaki ortalamalarin
esitliginin kiyaslanmasi igin t-testi uygulandi. Her iki grup arasinda metilasyon
oranlarinin kiyaslanmasi igin bir nonparametrik test olan Mann Whitney U-testi
yapildi. Belirli bir metilasyon oraninin hipermetile olarak degerlendirilebilmesi igin
bir esik deger tespiti amaciyla ROC analizi yapildi. Tespit edilen esik dedere goére
hipermetile ve normometile olan bireylerin kiyaslanmasi igin de ki-kare testi
yapildi. Calisma grubunda normal ve hipermetile bireyler arasinda farkhlik olup
olmadigi ise yapilan bir grup i¢i analiz ile degerlendirildi. P degerlerinin 0.05'den

klguk oldugu degerler istatistiksel agidan anlamli olarak kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1. Demografik verilerin degerlendirilmesi ve metilasyon diizeylerinin

kiyaslanmasi
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Calismaya katilmayi kabul eden 68 infertil olgu ve 54 saglikh kontrol olgusundan

ornek verilememesi, calismadan c¢ikmak istemek, dislama kriterlerinden birinin

bulundugunun anlasiimasi, oligoastenoteratozoospermi tespit edilmesi ya da

numune ile ilgili bir sorun olmasi nedeniyle 42 adedinin sonucu degerlendiriimedi.

Calisma ve kontrol gruplarinda 40’ar bireyin sperm DNA ekstraksiyonu ve MTHFR

gen promotoru hipermetilasyonunun c¢alisiimasi uygun bulundu. Sonuglar ¢izelge

4.1’de Ozetlenmisgtir.

Cizelge 4.1. Calisma ve kontrol gruplari demografik verileri ve sonuglarin 6zeti

Aciklanamayan Erkek Kontrol P degeri
infertilitesi (n=40) (n=40)
Yas (yil, ortalama £ SS) (dagihm) 30,745,2 (21-40) 29,316,0 (20-40) 0,33
Kadin yasi (yil, ortalama = SS) (dagilim) 28+3,2 (20-34) 27+2,5 (18-38) 0,30
Evlilik yasi (yil, ortalama + SS) (dagilim) 2342,83 (18-30) 22+3,7 (18-34) 0,40
infertilite siiresi (yil, ortalama % SS)
6,7+1,83 (2-17) - -

(dagilim)
Cocuk Sayisi (ortalama + SS) (dagilhm) - 1,610,83 (1-4) -
Sigara 17 19 0,78
Alkol 5 4 0,86
Cinsel Perhiz (giin, ortalama + SS) (dagilim) 3,7£1,12 (3-7) 4,1+1,10 (3-7) 0,54
Semen Hacmi (ml, ortalama + SS) (dagilim) 2,9+1,03 (1,5-4,5) 3,1+£1,20 (1,5-4,5) 0,47
Sperm Sayisi (milyon/ml, ortalama % SS)

. 49,6+29,0 (15-154) 46,7+30,2 (15-122) 0,42
(dagilim)
Motilite (%, ortalama + SS) (dagilim) 61,4+14,0 (40-85) 59,3115 (38-86) 0,93
Vitalite (%,ortalama + SS) (dagdilim) 71,3+11,2 (60-90) 74,1+9,0 (60-95) 0,82
DNA Konsantrasyonu (ng/ul, ortalama =

33,07+22 (2,1-80,0) 36,5+26,3 (2,7-111,7) 0,43

SS) (dagilim)
Metilasyon orani (%,ortalama + SS)

. 11,0+18,8 (1-77) 4,346,2 (2-10) 0,01
(dagilim)
Hypermetile (adet) 21 2 0,0001

Sperm MTHFR gen bdlgesi promotoru hipermetilasyonu ve agiklanamayan erkek

infertilitesi arasinda istatistiksel olarak gucli kanit dizeyinde iliski bulunmustur.
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Calisma grubunda ortalama %11,0£18,8 (1-77) olan metilasyon orani ortalama

%4,316,2 (2-10) olan kontrol grubuna gore anlamlh olarak daha yuksektir (p=0,01).

Calisma ve kontrol gruplari arasinda sorgulanan demografik veriler olan yas,
esinin yasli, evlilik yasi, sigara ve alkol kullanimi arasinda istatistiksel olarak
anlamh farklihk bulunmamistir. Olgularin yas ortalamasi c¢alisma grubunda
30,745,2 (21-40) olarak bulunurken kontrol grubunda 29,3+6,0 (20-40) bulunmus
ve aralarinda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p=0,33). Olgularin eglerinin
yas ortalamasi calisma grubunda 28+3,2 (20-34) olarak bulunurken kontrol
grubunda 27+2,5 (18-38) bulunmus ve aralarinda anlamli bir farkhilik tespit
edilmemistir (p=0,30). Olgularin evlenme yas ortalamasi ise c¢alisma grubunda
23+2,83 (18-30) iken kontrol grubunda 22+3,7 (18-34) olarak saptanmis ve yine
aralarinda anlaml bir farkhlik tespit edilmemistir (p=0,40).

Kontrol grubunun ortalama 1,6+£0,83 (1-4) ¢cocugu bulunurken ¢alisma grubunda
infertilite stresi ortalama 6,7+1,83 (2-17) yil olarak tespit edilmistir. Sigara kullanan
birey sayisi ¢alisma ve kontrol gruplarinda sirasiyla 17 ve 19 olup aralarinda
istatiksel olarak anlamli bir farkhlik bulunmamigtir (p=0,78). Yine duzenli olarak
alkol kullanan birey sayilari ¢alisma ve kontrol gruplarinda sirasiyla 5 ve 4 olup

bunlarinda arasinda anlaml bir fark tespit edilmemistir (p=0,86).

Tespit edilen veriler ve DNA konsantrasyonlari bakimindan da istatistiksel olarak
anlaml sayilabilecek farklilik bulunamadi. Cinsel perhiz suresi ¢alisma grubunda
ortalama 3,7+1,12 (3-7) gun iken, kontrol grubunda 4,1£1,10 (3-7) gun olarak
belirlenmistir ve aralarindaki fark istatistiki olarak anlamsizdir (p=0,54). Semen
volimU calisma ve kontrol gruplarinda sirasiyla ortalama 2,9+1,03 (1,5-4,5) ve
3,1£1,20 (1,5-4,5) mililitredir (p:0,47). Ortalama sperm sayisi mililitrede ¢alisma ve
kontrol gruplarinda sirasiyla 49,6£29,0 (15-154) ve 46,7+30,2 (15-122) milyon
olarak belirlenmis ve aralarinda anlamli bir fark bulunmamistir (p=0,42). Calisma
grubunda sirasiyla %61,4£14,0 (40-85) ve %71,3+11,2 (60-90) olarak bulunan
motilite ve vitalite ortalamalari da kontrol grubunun sirasiyla %59,3+15 (38-86) ve
%74,149,0 (60-95) olan ortalamalarindan farkh degildir (p=0,93; p=0,82).

Spermden elde edilen DNA konsantrasyon ortalamalari ¢alisma grubunda
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33,07+22 (2,1-80,0) ng/ul iken kontrol grubunda 36,5+26,3 (2,7-111,7) ng/ul olarak
tespit edilmistir (p=0,43).

Hiper-metile ve normal bireylerin tespit edilmesinde kullanmak Uzere metilasyon
oraninda bir esik deger belirlemek igin roc analizi yapiimistir (Sekil 4.1). Bu analize
gore %9,5'in bir bireyi hiper-metile kabul etmek icin %80 sensitivite ve %80
spesiviteyle kabul edilebilir bir esik deger oldugu tespit edilmistir. Buna gore

calisma grubunda normal ve hiper-metile bireyler ayrilarak bir grup ic¢i analiz
yapilmistir.

ROC Curve
10
0,54
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=
=
n
| -
a
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0,24
004 T : | r
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1 - Specificity

Sekil 4.1. Bir olguyu hipermetile kabul edebilmek adina belirli bir metilasyon
oraninin egik deger olarak alinabilmesi igin yapilan ROC analizi
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4.2. Galisma Grubunun Grup i¢i Analizi

Metilasyon orani %9,5 esik deger kabul edilerek c¢alisma grubundaki bireyler
hipermetile ve normal olarak iki alt gruba ayrildi. Olugturulan yeni alt gruplarin
sonuglari Cizelge 4.2'de Ozetlenmigtir. Yas, es yasl, evlilik yasi, infertilite suresi,
sperm parametreleri ve elde edilen DNA konsantrasyonlari uyarinca hi¢ bir

istatistiki olarak anlamli farklilik tespit edilememistir.

Cizelge 4.2. Calisma grubunun grup i¢i analizi 6zet sonuglari

Hipermetile
Normal (n=19)
(n=21) degeri

Yas (yIl, ortalama = SS) (dagilhim) 29+5,3 (20-37) 33,2+3,9 (26-40) 0,26
Kadin yasi (yil, ortalama + SS) (dagilim) 26,513 (20-34) 28,5+3,3 (20-34) 0,8
Evlilik yasi (yil, ortalama £ SS) (dagilim) 21,842,3 (20-27)  23,54#3,2(19-30) 0,14
infertilite stresi (yil, ortalama + SS) (dagilim) 7,3 (2-17) 6,1 (2-12) 0,05
Sigara 8/21 9/19 0,7
Alkol 2/21 3/19 0,8
Cinsel Perhiz (gin, ortalama + SS) (dagilim) 441,32 (3-7) 3,42+0,8 (3-6) 0,3
Semen Hacmi (ml, ortalama £ SS) (dagihm) 3+1,2 (1,5-5) 2,8+0,9 (2-4,5) 0,3
Sperm Sayisi (milyon/ml, ortalama + SS) (dagihm) 49,3+19,3 (15-89) 49,9438 (15-154) 0,9
Motilite (%, ortalama + SS) (dagilim) 58,3+16,3(40-80) 64,8+10,4 (40-85) 0,06
Vitalite (%,ortalama + SS) (dagilim) 70,2+10 (60-85)  71,8+11,1(60-90) 0,84
DNA Konsantrasyonu (ng/ul, ortalama + SS)

(dagihm) 28 +21(2-76,6) 24121 (7-72,4) 0,31

MTHFR promoturunda hipermetilasyon olan erkeklerin yas ortalamasi 29+5,3 (20-
37) bulunurken, normal erkeklerin yas ortalamasi 33,2+3,9 (26-40) olup
aralarindaki fark anlamli degildir (p=0,26). Hipermetile bireylerin eslerinin yas
ortalamasi 26,53 (20-34) olarak tespit edilmis ve normal bireylerin eslerinin
28,5+3,3 (20-34) olan yas ortalamasindan farkli bulunmamistir (p=0,8).
Hipermetile ve normal grubun evlilik yas ortalamalari ise sirasiyla 21,8+2,3 (20-27)
ve 23,51£3,2 (19-30) olup aralarindaki fark anlamli degildir (p=0,14). Hipermetile
olan erkekler ortalama 7,3 (2-17) yillik infertilite suresine sahipken normal
erkeklerin infertilite suresi ortalama 6,1 (2-12) yildir; ancak aralarindaki fark

istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir (p=0,05).
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Sigara ve alkol kullanimi yénunden grup iginde farkhlik bulunmamistir (p=0,7;
p=0,8). Hipermetile grupta 8 kisi dizenli olarak sigara igerken, bunlardan ikisi de
alkol kullandigini bildirmig, normal grupta ise sigara i¢gen sayisi 9 iken, bunlardan
3’0 de alkol kullandigini belirtmistir.

Cinsel perhiz suresi hipermetile erkeklerde ortalama 4+1,32 (3-7) glin iken, normal
olanlarda 3,42+0,8 (3-6) gun olarak tespit edilmistir ve aralarindaki fark istatistiki
olarak anlamsizdir (p=0,3). Semen hacim ortalamalari hipermetle ve normal
bireylerde sirasiyla 3+1,2 (1,5-5) ve 32,8+0,9 (2-4,5) mililitredir (p:0,3). Ortalama
sperm sayisi mililitrede hipermetile ve normal gruplarda sirasiyla 49,3+19,3 (15-
89) ve 49,9+38 (15-154) milyon olarak belirlenmis ve aralarinda anlamli bir fark
bulunmamistir (p=0,9). Hipermetile grupta sirasiyla %58,3116,3(40-80) ve
%70,2+10 (60-85) olarak bulunan motilite ve vitalite ortalamalari da normal grubun
sirasiyla %64,8+10,4 (40-85) ve %71,8+11,1(60-90) olan ortalamalarindan farkli
degildir (p=0,06; p=0,84). Spermden elde edilen DNA konsantrasyon ortalamalari
hipermetile erkeklerde 28 +21(2-76,6) ng/ul iken normal erkeklerde 24121 (7-72,4)
ng/ul olarak tespit edilmistir (p=0,31).
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5. TARTISMA

Calismamizin sonuglari anormal sperm metilasyonunun erkek infertilitesi ile iligkili
oldugu bilgisi ile tutarlidir. Erkek infertilitesi genetik ve epigenetik faktorlerin birlikte
rol oynadigi oldukga karmagsik bir konudur. Bilinen diger infertilite nedenlerinin
diglandigi olgularin ancak %15-30’'unda genetik bir neden gosterilebilir [98,99]. Bu
da, erkek infertilitesinin 6nemli bir kisminin nedeninin agiklanamiyor olmasinin
(idiyopatik) altinda yatan gercekliktir. Epigenetik degisiklikler, idiyopatik erkek
infertilitesinin olasi bir agiklamasidir.

En 6nemli epigenetik mekanizma, DNA metilasyonudur. Sperm DNA’sinda bir gok
metilasyon hedefi bulunmaktadir. Bu hedeflerin blyuUk bir kismini milyonlarca
tekrarlayan DNA elemani olusturur. Tekrarlayan DNA elemanlarinin metilasyonu
ile amag, parazitik ya da transpoze gen ifadelenmesinin 6nune gecmekiir.
DNA'daki diger bir metilasyon hedefi ise tek kopya genlerdir. Bunlarin icinde hem
promotorundaki CpG adalarinin metilasyonu ile dizenlenen binlerce gen, hem de
belirli sayidaki imprint genler yer alir. Tek kopya genlerde izlenen metilasyon
paterni son derece dokuya 6zgudur. Sperm DNA metilasyonunun boyle genis bir
spektrumda izlenmesi tum genomun incelendigi bir genel analizin saglayacagi
bilginin kisith olmasina neden olur [11]. Metilasyon ¢alismalarinin sekans spesifik

olarak yapilmasi daha yararlidir.

Spermin epigenetik dizenlenmesi egssiz 6zelliklere sahiptir. Sperm geligimi
sirasinda Ozel bir ¢esit kromatin dizenlenmesi yapilmasinin yani sira iki dalga
seklinde olan demetilasyon ve de novo metilasyon surecleri yasanir. Metil
kaliplarinin ilk silinmesi erken embriyogenez sirasinda olur. Sperm hucrelerine
donusecek olan primordial germ hdcrelerindeki metil kaliplari, diger tim hucrelerle
beraber, silinir ve hepsi somatik benzeri de novo metilasyona ugrar. Sperm
oncult hucreler ikinci bir silinmeye daha maruz kalir. Bu silinme hemen mayozdan
once tip A spermatogoniumlarda gorulur [42]. Demetilasyon DNA replikasyonu
yapmayan sperm oncullerinde gorulmez [60]. Spermin metilasyonu daha sonra
sekans spesifik olarak yapilir ve daima pakitenden 6nce biter. Metilasyonun temel

hedefi CpG adalari disindaki bolgelerdir ama CpG adalari da metillenebilir. Belirli
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genlerin metilasyon durumu spermatogenez sirasinda degisir ve bu gen

ekspresyonuyla ilgili olmak zorunda degildir [100].

Sperm epigenomu bireyden bireye farkhlik gosterdigi gibi ayni erkekte de farkl
zamanlarda farkh oOzellikler tespit edilebilir [101]. Spermin metilasyonu ile ilgili
degisiklikler mayozdan onceki demetilasyonun yetersiz olusu ya da de novo
metilasyon sirasindaki bir bozukluk nedeniyle olabilir. Anormal metilasyondan
ziyade oOnceki metil kalibinin silinmesindeki yetersizlik daha kolay ve olasi bir
mekanizmadir. Disiden farkli olarak erkek gametogenezi yasam boyu yinelenen
mayoz boélinmeleri icerdiginden sperm epigenetigi de yasamsal etkilere bagli

olarak degisir.

infertilite ile sperm DNA metilasyonu arasinda iligki, ilk olarak imprint genlerde
cahsiimistir [102-104]. Bu c¢alismalarda bir ya da iki gen sekansi metilasyon
spesifik PCR yéntemi ile incelenmistir. imprint genler 16 kromozomda kiimelenmis
ve genin maternal ya da paternal orijinde monoallelik ifadelenmesinin saglandig,
yaklasik 70 adet gendir [105]. Spermatogenezde izlenen ve aslinda paternal
imprintin dogru sekilde gamete aktarilmasi amacini tasiyan temel epigenetik
dizenlemelerde, kargilasilan olasi bir sorunun sperm kalitesi ve fertilizasyon

basarisini etkilemesi beklenen bir sonugtur.

Sperm epigenetiginde meydana gelen bozukluklarin disuk sperm kalitesi ve
azalmis fertiliteye yol agtigi, imprint ve nonimprint genleri kapsayacak sekilde daha
fazla sekansta, ilk defa Houshdaran ve ark. tarafindan goésterilmistir [106]. Bu
calismada olgularin infertilite klinigi net belirtimemekle beraber tespit edilen

epigenetik anomalilerin ciddi sperm kalite bozuklugu ile korele oldugu bildirilmistir.

Erkek gametogenezinde yasanan herhangi bir sorunun imprint olmayan spesifik
bir gende meydana gelen epigenetik farkliliktan dolay! olabilecegi ise ilk kez
Navarro-Costa ve ark. tarafindan o6ne surulmustir [107]. Germ hlcre hatti
duzenleyicisi olan DAZL geni promotorunda gortlen artmis metilasyon defektinin
normozoospermik bireylere kiyasla sperm anomalisi olan grupta anlamli derecede
daha ¢ok oldugu tespit edilmistir. Bu bulgular daha genis bir baska ¢alismada da
dogrulanmistir [14].
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Daha sonra aralarinda MTHFR’nin de bulundugu PAX8, NTF3,SFN, HRAS gibi bir
¢cok genin epigenetik degisimlerinin  erkek infertilitesinde rol oynayip
oynamadiginin incelendigi ¢ok sayida ¢alisma vyapimistir ve halen de
yapilmaktadir [15,16,108-110]. Cogu c¢alismada incelenen genin epigenetik
degisimi erkek infertilitesi ile iliskili ama asil olarak sperm kalite bozuklugu ile
korele bulunmustur. Sperm epigenetik degisikliklerinin  bireyin yasamsal
dinamiklerine bagl olarak sperm kalitesinde bir bozukluk gbézlenmeksizin; yani
normozoospermi ile; infertiliteye neden olup olmayacadi halen net olarak
aydinlatilamamis bir konudur. Bu anlamda ¢alismamiz belirli bir genin epigenetik
degisikliginin sperm anomalisine yol agmaksizin idiyopatik erkek infertilitesine yol

actigini gosteren ilk calismadir.

Erkek infertilitesi ile MTHFR geni iligkisi literatirde birka¢ ¢calismada incelenmistir.
Khazamipour ve arkadaslarinin yaptidi calismada nonobstruktif azoospermi
bulunan 50 infertil erkekle 50 saglikh kisi karsilastiriimistir [15]. Azoospermik 50
erkegin periferal kani ile 50 saglikli erkegin periferal kaninda MTHFR gen
promotoru metilasyonu bakimindan anlamli fark bulunmazken infertil grubun
32’sinin testis biyopsilerinde MTHFR gen promotoru hipermetilasyonu tespit
edilmistir. Bu doku spesifik farkhligin, MTHFR geninin susturulmasinin
azoospermiye yol agcmasi muhtemel bir mekanizma olduguna igaret ettigi
belirtiimigtir. Calismada kontrol grubu olarak yalnizca saglikli bireylerin periferal
kani kullanilmisg, testis biyopsisi veya spermiogrami konu edilmemigtir. Bu ¢alisma
infertilite hakkinda fazla demografik veri icermemekle beraber MTHFR gen

promotorunda dokuya 6zgu metilasyon farklihgi olabilecegine dikkat ¢cekmektedir.

Wu ve arkadaslari, agiklanamayan erkek infertilitesiyle sperm DNA’si MTHFR geni
promotorunda tespit edilen hipermetilasyonunun iligkili oldugunu daha once
gostermigtir [16]. Agiklanamayan infertilite nedeniyle degerlendirilen 94 erkegin 54
saghkh fertil erkekle kiyaslandigi ¢galismada, aslina ¢alisma grubundaki 64 erkegin
sperm parametrelerinde bozukluk bulundugu ve gergek acgiklanamayan infertilite
grubunun 30 bireyden ibaret oldugu belirtiimistir. Yazarlar sperm MTHFR gen
promotoru hipermetilasyonunun agiklanamayan infertilite ile kuvvetli iligkisi

bulundugu yorumunda bulunurken gercekte bu iligkiyi sadece
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oligoastenoteratozoospermik olgularda gosterdikleri sdylenebilir. Bu calismada
MTHFR gen promotorunda 18 CpG adasi incelenmistir. Buradaki ¢alismada ise
incelenen CpG adasi sayisi sadece 3'tir. Bunun nedeni sekanslanan gen
bolgesinin pyrosekanslamanin kisithligi  nedeniyle 100 nukleotidden uzun

tutulamamasidir.

Bizim calismamizda Wu’'nun c¢alismasindan farkli olarak MTHFR gen promotoru
hipermetilasyonu normal sperm sayi ve kalitesi olan erkeklerde de fertil kontrollere
nazaran anlamli derecede daha sik izlenmigtir. Wu ve arkadaslari MTHFR gen
promotoru hipermetilasyonunu sadece hasta alt grup-b olarak adlandirdiklari
oligoastenoteratozoospermik grupta anlamli derecede artmis olarak izlemis, alt
grup-a olarak adlandirilan normozoospermik erkeklerde bdyle bir artig
izlememiglerdir. Bizim sonuglarimizi Wu ve arkadaslarinin aksine bulmamiz hasta
secim kriterlerinin farkh olmasindan ileri geliyor olabilir. Zira, bildigimiz kadariyla
sperm epigenetigi bu kadar iyi tanimlanmis bir agiklanamayan infertilite grubunda

ve Ozellikle de boyle kotu prognostik bir alt grupta ilk kez galisiimigtir.

Bu calisma, israrla bir neden bulunamadigi ve koétlu prognostik agiklanamayan
infertilitede sperm epigenetiginin géz ardi edilemeyecek dnemde olduguna dikkat

cekmektedir.
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6. SONUG VE ONERILER

Bu ¢alismada normal kalitede spermde MTHFR gen promotoru hipermetilasyonu
ilk kez idiyopatik infertilite ile iligkili bulunmustur. MTHFR geninin, ¢evresel ya da
bireysel faktorler nedeniyle, epigenetik olarak sessizlestirimesi DNA'da global
olarak hem sentez hem de metilasyon bozukluguna yol acabilir. Bu da
spermatogenez henlz etkilenmemigken, bozuk gametin erken embriyogenezdeki

basarisizli§i nedeniyle, infertiliteye yol acabilir.

Daha 6nce spermde MTHFR gen promotoru hipermetilasyonu ile agiklanamayan
infertilite arasinda bir iliski bulunamazken bizim bulmus olmamiz buyudk olasilikla
sectigimiz hasta grubunun tedaviye direncli uzun sureli kéti prognostik 6zel bir

aciklanamayan infertilite alt grubu olmasindan kaynaklanmaktadir.

Gebelikle korelasyonu bulunan spermiogram, ovulasyon ve tubal gegis testleri
normal olan gergek aciklanmayan infertilite olgularinda spontan gebelik oranlari
secilmis gruplarda %80’e yaklastigindan halen 3 yila kadar beklenmesi tavsiye
edilmektedir. Bu olgulara, sadece parenteral ajanlarla yapilan 3 basarisiz
ovulasyon indiiksiyonu ve intrauterin inseminasyon siklusu sonrasinda YUT
Onerilir. Hem zaman hem de para tasarrufu yapmak adina bir ¢ifti en az 2 yil daha
bekletmeden 6énce erkek infertlite nedenlerini daha detayl arastirmak yerinde

olacaktir.

Tedaviye direngli aciklanamayan infertilite olgularinda erkek faktorler yeni
arastirmalara konu edilecek kadar onemlidir. Biz ¢alismamizda MTHFR gen
promotorunun sperm DNA’sinda, belki gegici ama fertiliteyi kesinlikle etkileyecek

dlzeyde, epigenetik programlanmaya ugradigini tespit ettik.

Daha fazla olgu sayilarinda daha ileri teknikler ile yapilacak c¢alismalar

aciklanamayan infertilitede epigenetigin yerini aydinlatabilecegi dugtncesindeyiz.
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Sunum ve konusmalar

Ulusal ve uluslar arasi bilimsel toplantilarda toplam 43 s6zel bildiri ve poster sunumu ile

11 konusma yapilmustir.

Hobiler
Kitap okumak (inceleme), sinema (bilim-kurgu, romantik), giinliik tutmak, kitap yazmak,

seyahat etmek, spor yapmak (spinning, fitness, snowboard).
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