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Oz

Amag: Epigenetik degisimlerin, sperm Kkalitesini ve verimliligini
etkileyebilecegi bilinmektedir ve bu nedenle spermin klinik deger-
lendirmeleri i¢in epigenetik isaretlerin yararh olabilecegi diistiniil-
miistiir. Bunun icin de belirlenen 3 hedef genin (TBL1XR1,SPATA5
ve SPATA?) arastirlmasi hedeflenmistir. Bu galismada, epigentik
isaretler ile ileri oligoastenoteratozoospermik 6rnekleri ile normo-
zoospermik ornekler arasinda DNA metilasyon farkliliklar: agism-
dan kargilagtirildi.

Gereg ve Yontem: Calismamizda 20 normospermik ve 20 ileri oli-
goastenoteratozoospermik olgudan semen 6rnegi toplandi. Topla-
nilan semen 6rneklerinin histolojik analizleri gerceklestirildi. Histo-
lojik analizlerin ardindan belirlenen 6rnekler DNA Metilasyon kiti
kullamlarak iki grup arasinda metilasyon farklihgim gézlemlemek
amaciyla sekanslama yapild1.

Bulgular: Calismada yapilan histolojik analizlerin sonuglarina gére
sperm maturasyonu ileri oligoastenoteratozoospermik olgularda
distik bulunmustur ve DNA fragmantasyonda iki grup arasinda
anlaml fark bulunamamustir. Sekanslama sonucunda caligilabilen
az sayida normospermik kontrol ve oligospermik 6rneklerde an-
lamh dizilime sahip olan kisimlarinda niikleotid farki bulunmadi-
gindan metilasyonu etkileyecek bir fark belirlenmemistir.

Tartisma ve Sonug: Oligoastenoteratozoospermi (OAT) olgular
hormonal veya testikiiler fonksiyon bozukluklar ile ortaya ¢ikarlar
ve OAT grubunda sperm DNA fragmantasyonu ve maturasyon ku-
surlart yiiksektir. Fakat erkek faktorlit infertilitenin molekiiler temeli
tam olarak anlagilamanustir. Bu ¢aismada sperm protaminasyonu
ile epigenetik mekanizmalarm iligkisi ve sperm DNA fragmantas-
yonu mekanizmalarinda epigenetigin roliiniin aragtirlmasi konusu
ele alinmustir. Calismamin sonucunda belirlenen genler i¢in tasar-
lanilan primerlerle bisiilfit dontisiimii gerceklestirilen orneklerde
TBLIXRI ve SPATA5 genlerinde istenilen bant profillerine ulagi-
lamad1. SPATA7 uygun biiyiikliikte bant goriildii fakat sekanslama
sonucunda anlaml metilasyon farklihg: belirlenmemistir. Yaptig1-
muz galiymada farkli genler ve metotlar kullamlarak metilasyonun
infertilite tizerindeki etkileri aragtirilmustir. Bu galismada yapilacak
olan diger calismalara gelecek teskil edecektir.

Anahtar Kelimeler: Metilasyon, Epigenetik, DNA, Erkek Infertili-
tesi

Abstract

Aim: Itis known that epigenetic changes can affect sperm quality and
fertility, and therefore it was thought that epigenetic markers could
be useful for clinical evaluation of sperm. It was aimed to investigate
the 3 target genes (TBLIXR1, SPATA5 and SPATA7) determined in
this. In this study; epigentic markers were compared in terms of DNA
methylation differences between advanced oligoasthenoteratozoo-
spermic samples and normozoospermic samples.

Material and Methods: In our study; semen samples were collected
from 20 normospermic and 20 advanced oligoasthenoteratozoo-
spermic cases. Histological analyzes of the collected semen samples
were performed. The samples determined after histological analyzes
were sequenced using the DNA Methylation kit to observe the meth-
ylation difference between the two groups.

Results: According to the results of histological analyzes performed
in the study, sperm maturation was found to be low in advanced ol-
igoasthenoteratozoospermic cases and no significant difference was
found between the two groups in DNA fragmentation. As a result of
sequencing, there was no nucleotide difference in the parts with sig-
nificant sequences in the few normospermic control and oligosper-
mic samples that could be studied, so no difference that would affect
methylation was determined.

Discussion and Conclusion: Oligoasthenoteratozoospermia (OAT)
cases present with hormonal or testicular dysfunctions and sperm
DNA fragmentation and maturation defects are high in the OAT
group. However, the molecular basis of male factor infertility is not
fully understood. In this study; the relationship between sperm pro-
tamination and epigenetic mechanisms and investigating the role of
epigenetics in sperm DNA fragmentation mechanisms are discussed.
As a result of the study, the desired band profiles in TBLIXR1 and
SPATAD5 genes could not be reached in the samples in which bisulfite
conversion was performed with the primers designed for the deter-
mined genes. SPATA7 bands of appropriate size were seen, but no sig-
nificant methylation difference was detected as a result of sequencing.
In our study, the effects of methylation on infertility were investigated
using different genes and methods. It will be the future of other stud-
ies to be done in this study.
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Giris

Infertilite, ciftlerin %10-15'ini ilgilendirir ve modern
toplumun artan bir sorunudur. Infertilitenin iigte biri er-
kek faktorlidiir (1). Erkek infertilitesinde yeterli sayida
spermatozoa liretilememesi, yetersiz motilite ve anormal
morfoloji durumun bir arada olmasi siddetli oligoasteno-
teratospermi (OAT) olarak adlandirilir. Genetik dizi tek
bagina gen ifadesinin veya hiicresel fonksiyonun tamami-
ni1 temsil etmez. DNA metilasyonu dahil epigenetik me-
kanizmalar, DNA dizisini degistirmeden gen aktivitesini
etkileyebilir. Yapilmis olan son yapilan ¢alismalar epige-
netik mekanizmalarda meydana gelen bozukluklarin in-
fertilite ile iligkili oldugunu ortaya ¢ikarmaktadir (2,3,4).
Epigenetik sperm DNA metilasyon ortamini etkiledigi
i¢in oositin uygun sekilde d6llenmesini bu sayede biiyiik
olgtide embriyonik gelisimi etkiler. Sperm maturasyon
siiresince epigenetik olarak birgok degisime ugrar. Sper-
matogenez sirasinda, histonlarm bir kismi ¢ikartilir ve
olduke¢a kompakt niikleoprotamin kompleksleri olustu-
ran pozitif yiiklii protaminler tarafindan yogunlastirilir.
Protaminasyon, sperm hiicrelerine 6zgii epigenetik dii-
zenlenmedir (5).

Maturasyon siirecinde olan histon post-translasyonel
modifikasyonlar da olmak iizere kromatinin yeniden
yapilanmasinin, sperm kalitesini ve verimliligini etkile-
yebilecegi bilinmektedir ve bu nedenle spermin klinik
degerlendirmeleri i¢in epigenetik isaretlerin yararl ola-
bilecegi diisiiniilmiistiir. Bunun i¢inde belirlenen 3 hedef
genin (TBLI1XRI1, SPATA5 ve SPATA?) arastirilmast he-
deflenmistir. Belirlen bu genlerden SPATA gen ailesinde
bulunan SPATA 5 ve SPATA7 geni akrozom olusumun-
da, mitokondriyal fonksiyonun siirdiiriilmesinde, sperm
tiretiminde, sperm motilitesinde, germ hiicre geligimin-
de, testis gelisiminde ve spermiyogenez sirasinda sitop-
lazma hareketi ve ¢ikarilmasinda rol oynar. Bu nedenle
SPATA ailesi genlerin erkek fertilitesinde tartismasiz bir
6nemi vardir. TBLIXR1 geni ise kromatinin yeniden se-
killenmesi ve sperm farklilasmasinda gorev alir. Farkli go-
revleri olan ve epigenetik degisimlerde rolleri olan genler
secilmistir.

Bu calismada, ileri oligoastenoteratozoospermik 6rnekle-
riile normozoospermik drnekler arasinda DNA metilas-
yon farkliliklar1 agisindan kargilagtirildi.

GEREC ve YONTEM

Calismamizda Memorial Hastanesi IVF merkezine teda-
vi i¢in bagvuran 20 normospermik ve 20 ileri oligoaste-

noteratozoospermik olgudan semen 6rnegi toplandi ve
bu érnekler 2 yayma preparat olarak hazirlandi. Semen
analizi degerlendirmesi WHO 2010 standartlarina gére
yapilmistir (6). Ilk yayma preparat %37’lik formaldehit
ile 30 dakika fikse edildi ve %5’lik anilin mavisi ile bo-
yanmaya hazirlandi. Tkinci hazirlanan yayma preparat-
lar Carnoy fiksatifi ile 30 dakika boyunca fikse edilip ak-
ridin oranj boyamasina hazir hale getirildi. Formaldehit
ile fikse edilen 6rnekler anilin blue boyasi ile 7 dakika
boyand: daha sonra distile su ile yikand1 ve kurutuldu.
Ardindan 151k mikroskobuyla 100x’lik objektif ile ince-
lendi ve matur ve immatur sperm sayimi yapldi. Carnoy
fiksatifi ile fikse edilen 6rnekler hazirlanan akridin oranj
boyasi ile 10 dakika bekletilerek boyandi ve distile su ile
yikanip kurutuldu. 40x’lik objektif ile floresan mikros-
kobunda gézlemlendi ve gruplandirilmasi yapildi.

Toplanilan semen 6rneklerinden DNA izolasyonu igin
QIAGEN DNA Mini Kit kullanildi. Semen 6rneklerine
izolasyon isleminden bir gece 6ncesinde 5ul DTT, 20pul
proteinaz K ve 200pl ATL tamponu eklenerek 56'da gece
boyu inkiibe edildi. Caligma igin belirlenen 3 gen igin
primer tasarimi yapilirken oncellikle Genom Browser
programini kullanarak genin bulundugu kromozom
bolgesinde genin promoter bolgesi asetilasyon seviyeleri
dikkate alinarak belirlendi. Metilasyona 6zel bir primer
tasarlandig1 icin CGGC bélgelerine igine alan primerler
tasarlandi. Elde edilen DNA 6rneklerindeki dizilerin bi-
stilfit doniistimii EZ DNA Metilasyon-Direkt kiti ile ger-
ceklestirildi. Bisiilfit doniisiimden elde edilen DNAlar
kalip olarak kullanilarak PCR yapildi. {lk olarak prime-
rin hangi baglanma sicakliginda daha iyi bant verdigini
gozlemlemek i¢in gradiyent PCR yapilarak 3 farkl si-
caklik ile denendi (52, 54 ve 56). Uygun baglanma sicak-
l1g1 segilerek bisiilfit doniisiimiin ardindan segilen hasta-
lar igin PCR yapildi. Caligmada yapilan tiim PCRlarda
Thermo Taq DNA polimeraz enzimi kullanild1.

20 normozoospermik, 20 ileri oligoastenoteratozoos-
permik drnegi iceren 40 semen Ornegi icerisinden iste-
nilen 300-400bg arasinda bant gozlemlenen 2 normo-
zoospermik, 2 ileri oligoastenoteratozoospermik érnek
segildi. Bu 6rnekler EZ DNA Metilasyon kiti kullanila-
rak bisiilfit dontisiimii gergeklestirildi ve aday genlerin
primeri kullanilarak PCR islemi yapildi. Ardindan &r-
nekler agaroz jel elektroforezinde ytiriitildii. Ve dizile-
meye gonderilmek iizere jelden saflastirilma islemleri
gerceklestirildi.

Istatiksel analizlerde SPSS 26 istatistik paketi kullanila-
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Tablo 1. Anilin blue boyamasi T testi

Grup 1 Grup 2 P
N=20 N=20
Matiir 87,40+8,54 77,26+13,04 0,008*
Tmmatiir 12,60+8,54 22,74+13,04 0,008*

Grupl:Normospermik, Grup 2: Oligoastenoteratozoospermik *p<0,05 istatistiki anlamlilik

rak bagimsiz degiskenlerde T testiyle karsilastirildi.

BULGULAR

20 normospermik ve 20 ileri oligoastenoteratozoospermik
olgudan toplanan semen Orneginin maturasyon degerlen-
dirmesi icin anilin blue boyamasi yapildi 100 sperm say1-
lip matur ve immatur sperm orani belirlendi. Ardindan bu
veriler SPSS 26 istatistik paketi kullanilarak bagimsiz de-
giskenlerde T testiyle karsilagtirildi (Tablo 1). Elde edilen

sonuglara gore sperm maturasyonu ileri oligoastenoterato-
zoospermik olgularda diisiik bulunmustur.

Toplanan semen 6rneklerinin DNA fragmantasyon deger-
lendirmesi i¢in akridin oranj boyasi kullanildi ve 100 sperm
sayilip fragmentli DNA ve fragmentli olmayan DNAYya sa-
hip olan spermlerin oranlari belirlendi. Ardindan bu veri-
ler karsilastirilmustir (Tablo 2). Elde edilen sonuglara gére
DNA fragmantasyonda iki grup arasinda fark bulunama-
mugtir.

Tablo 2. Akridin oranj boyamasi T testi

Grup 1 Grup 2 p
N=20 N=20
Yesil (%) 90,25+10,06 87,20+11,81 0,385
Normal DNA
Kirmiz (%) | 9,75£10,06 12,80+11,81 0,385
fragmente DNA

Grupl:Normospermik, Grup 2: Oligoastenoteratozoospermik *p<0,05 istatistiki anlamlilik

DNA izolasyonunun ardindan segilen belirli 6rnekle-
re bisiilfit doniisiimii yapildi. Bisiilfit doniisiimii yapilan
DNAlarda metillenmis sitozinler degisime ugramazken
metillenmemis sitozinler déniisim sonrasinda urasile de-
amine olurlar. Ve yapilan PCR amplifikasyonun ardindan
urasile deamine olmus sitozinler timine doniisiirler. Ve
PCR islemlerinin ardindan yapilacak dizileme islemi ile bu
degisimi yorumlayabiliriz.

TBL1XRI, SPATA5 ve SPATA7 genleri icin EZ DNA Me-
tilasyon-Direkt kitinde istenilen uygun boyutlarda tasarla-
nilan primerlerin optimizasyonlarinin ardindan 300-400bg
arasinda bant gozlemlenmesi gerekirken yapilan goriintii-
leme sonucunda istenilen bantlar gézlenemedi. SPATA7
geninin primerleri tekrardan tasarlanildi ve yeni primer-
lerde hem OAT hemde normo 6rnekte istenilen 300-400bg
arasinda bant verildigi gézlemlendi. (Sekil 1).
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SEKIL 1. PCR sonuglari
M:50bp ladder(Thermo GeneRuler)
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Bu sebeple calismaya en iyi bant veren gen ile devam
edilme karar1 alindi. Calisma icin belirlenen aday gen
olan SPATA7 geni i¢in tasarlanilan primerle ve bisiilfit
doniigiimii yapilmig DNA kahibi kullanilarak 4 6rnege
yapilan PCR sonucunda istenilen bant profili 3 6rnekte
gozlemlendi. Sekanslama sonucunda galigilabilen az say1-
da normospermik kontrol érnekleri ve oligoastenotera-
tospermik 6rneklerde belirlenilen kisimlarinda niikleotid
farki bulunmadigindan metilasyonu etkileyecek bir fark
belirlenmemistir.

TARTISMA

Oligoastenoteratozoospermi(OAT) olgular1 hormonal
veya testikiiler fonksiyon bozukluklari ile ortaya ¢ikarlar
ve OAT grubunda sperm DNA fragmantasyonu ve matu-
rasyon kusurlari yiiksektir. Fakat erkek faktorlii infertili-
tenin molekiiler temeli tam olarak anlagilamamustir (7).

Bu galigmada sperm protaminasyonu ile epigenetik me-
kanizmalarin iligkisi ve sperm DNA fragmantasyonu
mekanizmalarinda epigenetigin roliiniin arastirilmasi
konusu ele alindi. Calismanin sonucunda belirlenen gen-
ler i¢in tasarlamilan primerlerle bisiilfit dontisimil ger-
ceklestirilen 6rneklerde TBLIXR1 ve SPATAS5 genlerinde
istenilen bant profillerine ulasilamadi. SPATA7 uygun

bityiikliikte bant goriildii fakat sekanslama sonucunda
anlamli metilasyon farklilig1 belirlenmedi.

Denomme ve ark’nin yaptig1 calismada OAT grubunda
secilen farkl iki gende bisiilfit doniistimii yontemi kul-
lanilmistir. Bu ¢alismada DNA metilasyonu bakilmadan
global metilasyon ve probla isaretleme yontemleri kul-
lanilarak blastokist iizerine metilasyon etkisine bakilmig
ve anlamli sonuglar elde edilmistir. OAT olgularindaki
epigenetik degisimlerin blastokist izerine etkilerinin ol-
dugu vurgulanmustir (7).

Friemel ve ark’nin yaptig1 cahiymada periferik kan or-
neklerinde PIWILI ve PIWIL2 genlerinde DNA meti-
lasyonuna bisiilfit dontisimiit metoduyla SNP farkli-
liklar1 aragtinlmistir. Infertil 6rnekler ile saglikhi hasta
ornekleri arasmda DNA metilasyon farkliliklarinin
kiicimsenmeyecek kadar fazla oldugu fakat daha faz-
la caligmaya ihtiya¢ duyuldugu belirtilmistir (8). Bizim
sonuglarimiza bakildiginda metilasyon farkililiklarinin
bulunmamasinin sebebi sperm kalite farklilig1 ve pri-
mer uyumsuzlugundan kaynaklaniyor olabilir. OAT
orneklerinde yapilan polimeraz zincir reaksiyonlarmda
bantlarda kiriklar elde etmis olmamizin sebebi OAT
olgularinda spermlerin fragmentli DNAya sahip olma-
sindan dolay1 olabilecegini diisiindiirmektedir. Diger
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immunositokimyasal yontem ile metilasyon farkliliklart
incelenmis, flow sitometri ile farklihiklar dogrulanmugtir
(9). Calismanin sonucu olarak ne déllenme orani ne de
kaliteli embriyolarin oran1 DNA metilasyon diizeyi ile
iligkisi bulunamamustir.
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