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Öz
Amaç: Epigenetik değişimlerin, sperm kalitesini ve verimliliğini 
etkileyebileceği bilinmektedir ve bu nedenle spermin klinik değer-
lendirmeleri için epigenetik işaretlerin yararlı olabileceği düşünül-
müştür. Bunun için de belirlenen 3 hedef genin (TBL1XR1,SPATA5 
ve SPATA7) araştırılması hedeflenmiştir. Bu çalışmada, epigentik 
işaretler ile ileri oligoastenoteratozoospermik örnekleri ile normo-
zoospermik örnekler arasında DNA metilasyon farklılıkları açısın-
dan karşılaştırıldı.
Gereç ve Yöntem: Çalışmamızda 20 normospermik ve 20 ileri oli-
goastenoteratozoospermik olgudan semen örneği toplandı. Topla-
nılan semen örneklerinin histolojik analizleri gerçekleştirildi. Histo-
lojik analizlerin ardından belirlenen örnekler DNA Metilasyon kiti 
kullanılarak iki grup arasında metilasyon farklılığını gözlemlemek 
amacıyla sekanslama yapıldı.
Bulgular: Çalışmada yapılan histolojik analizlerin sonuçlarına göre 
sperm maturasyonu ileri oligoastenoteratozoospermik olgularda 
düşük bulunmuştur ve DNA fragmantasyonda iki grup arasında 
anlamlı fark bulunamamıştır. Sekanslama sonucunda çalışılabilen 
az sayıda normospermik kontrol ve oligospermik örneklerde an-
lamlı dizilime sahip olan kısımlarında nükleotid farkı bulunmadı-
ğından metilasyonu etkileyecek bir fark belirlenmemiştir. 
Tartışma ve Sonuç: Oligoastenoteratozoospermi (OAT) olguları 
hormonal veya testiküler fonksiyon bozuklukları ile ortaya çıkarlar 
ve OAT grubunda sperm DNA fragmantasyonu ve maturasyon ku-
surları yüksektir. Fakat erkek faktörlü infertilitenin moleküler temeli 
tam olarak anlaşılamamıştır. Bu çalışmada sperm protaminasyonu 
ile epigenetik mekanizmaların ilişkisi ve sperm DNA fragmantas-
yonu mekanizmalarında epigenetiğin rolünün araştırılması konusu 
ele alınmıştır. Çalışmanın sonucunda belirlenen genler için tasar-
lanılan primerlerle bisülfit dönüşümü gerçekleştirilen örneklerde 
TBL1XR1 ve SPATA5 genlerinde istenilen bant profillerine ulaşı-
lamadı. SPATA7 uygun büyüklükte bant görüldü fakat sekanslama 
sonucunda anlamlı metilasyon farklılığı belirlenmemiştir. Yaptığı-
mız çalışmada farklı genler ve metotlar kullanılarak metilasyonun 
infertilite üzerindeki etkileri araştırılmıştır. Bu çalışmada yapılacak 
olan diğer çalışmalara gelecek teşkil edecektir.
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tesi

Abstract
Aim:  It is 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 (TBL1XR1, 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 TBL1XR1 and 
SPATA5 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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Giriş
İnfertilite, çiftlerin %10-15'ini ilgilendirir ve modern 
toplumun artan bir sorunudur. İnfertilitenin üçte biri er-
kek faktörlüdür (1). Erkek infertilitesinde yeterli sayıda 
spermatozoa üretilememesi, yetersiz motilite ve anormal 
morfoloji durumun bir arada olması şiddetli oligoasteno-
teratospermi (OAT) olarak adlandırılır. Genetik dizi tek 
başına gen ifadesinin veya hücresel fonksiyonun tamamı-
nı temsil etmez. DNA metilasyonu dahil epigenetik me-
kanizmalar, DNA dizisini değiştirmeden gen aktivitesini 
etkileyebilir. Yapılmış olan son yapılan çalışmalar epige-
netik mekanizmalarda meydana gelen bozuklukların in-
fertilite ile ilişkili olduğunu ortaya çıkarmaktadır (2,3,4).
Epigenetik sperm DNA metilasyon ortamını etkilediği 
için oositin uygun şekilde döllenmesini bu sayede büyük 
ölçüde embriyonik gelişimi etkiler. Sperm maturasyon 
süresince epigenetik olarak birçok değişime uğrar. Sper-
matogenez sırasında, histonların bir kısmı çıkartılır ve 
oldukça kompakt nükleoprotamin kompleksleri oluştu-
ran pozitif yüklü protaminler tarafından yoğunlaştırılır. 
Protaminasyon, sperm hücrelerine özgü epigenetik dü-
zenlenmedir (5).
Maturasyon sürecinde olan histon post-translasyonel 
modifikasyonlar da olmak üzere kromatinin yeniden 
yapılanmasının, sperm kalitesini ve verimliliğini etkile-
yebileceği bilinmektedir ve bu nedenle spermin klinik 
değerlendirmeleri için epigenetik işaretlerin yararlı ola-
bileceği düşünülmüştür. Bunun içinde belirlenen 3 hedef 
genin (TBL1XR1, SPATA5 ve SPATA7) araştırılması he-
deflenmiştir. Belirlen bu genlerden SPATA gen ailesinde 
bulunan SPATA 5 ve SPATA7 geni akrozom oluşumun-
da, mitokondriyal fonksiyonun sürdürülmesinde, sperm 
üretiminde, sperm motilitesinde, germ hücre gelişimin-
de, testis gelişiminde ve spermiyogenez sırasında sitop-
lazma hareketi ve çıkarılmasında rol oynar. Bu nedenle 
SPATA ailesi genlerin erkek fertilitesinde tartışmasız bir 
önemi vardır. TBL1XR1 geni ise kromatinin yeniden şe-
killenmesi ve sperm farklılaşmasında görev alır. Farklı gö-
revleri olan ve epigenetik değişimlerde rolleri olan genler 
seçilmiştir.
Bu çalışmada, ileri oligoastenoteratozoospermik örnekle-
ri ile  normozoospermik örnekler arasında DNA metilas-
yon farklılıkları açısından karşılaştırıldı. 

GEREÇ ve YÖNTEM
Çalışmamızda Memorial Hastanesi IVF merkezine teda-
vi için başvuran 20 normospermik ve 20 ileri oligoaste-

noteratozoospermik olgudan semen örneği toplandı ve 
bu örnekler 2 yayma preparat olarak hazırlandı. Semen 
analizi değerlendirmesi WHO 2010 standartlarına göre 
yapılmıştır (6). İlk yayma preparat %37’lik formaldehit 
ile 30 dakika fikse edildi ve %5’lik anilin mavisi ile bo-
yanmaya hazırlandı. İkinci hazırlanan yayma preparat-
lar Carnoy fiksatifi ile 30 dakika boyunca fikse edilip ak-
ridin oranj boyamasına hazır hale getirildi. Formaldehit 
ile fikse edilen örnekler anilin blue boyası ile 7 dakika 
boyandı daha sonra distile su ile yıkandı ve kurutuldu. 
Ardından ışık mikroskobuyla 100x’lik objektif ile ince-
lendi ve matur ve immatur sperm sayımı yapldı. Carnoy 
fiksatifi ile fikse edilen örnekler hazırlanan akridin oranj 
boyası ile 10 dakika bekletilerek boyandı ve distile su ile 
yıkanıp kurutuldu. 40x’lik objektif ile floresan mikros-
kobunda gözlemlendi ve gruplandırılması yapıldı. 
Toplanılan semen örneklerinden DNA izolasyonu için 
QIAGEN DNA Mini Kit kullanıldı. Semen örneklerine 
izolasyon işleminden bir gece öncesinde 5µl DTT, 20µl 
proteinaz K ve 200µl ATL tamponu eklenerek 56'da gece 
boyu inkübe edildi. Çalışma için belirlenen 3 gen için 
primer tasarımı yapılırken öncellikle Genom Browser 
programını kullanarak genin bulunduğu kromozom 
bölgesinde genin promoter bölgesi asetilasyon seviyeleri 
dikkate alınarak belirlendi. Metilasyona özel bir primer 
tasarlandığı için CGGC bölgelerine içine alan primerler 
tasarlandı. Elde edilen DNA örneklerindeki dizilerin bi-
sülfit dönüşümü EZ DNA Metilasyon-Direkt kiti ile ger-
çekleştirildi. Bisülfit dönüşümden elde edilen DNA’lar 
kalıp olarak kullanılarak PCR yapıldı. İlk olarak prime-
rin hangi bağlanma sıcaklığında daha iyi bant verdiğini 
gözlemlemek için gradiyent PCR yapılarak 3 farklı sı-
caklık ile denendi (52, 54 ve 56). Uygun bağlanma sıcak-
lığı seçilerek bisülfit dönüşümün ardından seçilen hasta-
lar için PCR yapıldı. Çalışmada yapılan tüm PCR’larda 
Thermo Taq DNA polimeraz enzimi kullanıldı.
20 normozoospermik, 20 ileri oligoastenoteratozoos-
permik örneği içeren 40 semen örneği içerisinden iste-
nilen 300-400bç arasında bant gözlemlenen 2 normo-
zoospermik, 2 ileri oligoastenoteratozoospermik örnek 
seçildi. Bu örnekler EZ DNA Metilasyon kiti kullanıla-
rak bisülfit dönüşümü gerçekleştirildi ve aday genlerin 
primeri kullanılarak PCR işlemi yapıldı. Ardından ör-
nekler agaroz jel elektroforezinde yürütüldü. Ve dizile-
meye gönderilmek üzere jelden saflaştırılma işlemleri 
gerçekleştirildi.
İstatiksel analizlerde SPSS 26 istatistik paketi kullanıla-
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sonuçlara göre sperm maturasyonu ileri oligoastenoterato-
zoospermik olgularda düşük bulunmuştur.
Toplanan semen örneklerinin DNA fragmantasyon değer-
lendirmesi için akridin oranj boyası kullanıldı ve 100 sperm 
sayılıp fragmentli DNA ve fragmentli olmayan DNA’ya sa-
hip olan spermlerin oranları belirlendi. Ardından bu veri-
ler karşılaştırılmıştır (Tablo 2). Elde edilen sonuçlara göre 
DNA fragmantasyonda iki grup arasında fark bulunama-
mıştır.

TBL1XR1, SPATA5 ve SPATA7 genleri için EZ DNA Me-
tilasyon-Direkt kitinde istenilen uygun boyutlarda tasarla-
nılan primerlerin optimizasyonlarının ardından 300-400bç 
arasında bant gözlemlenmesi gerekirken yapılan görüntü-
leme sonucunda istenilen bantlar gözlenemedi. SPATA7 
geninin primerleri tekrardan tasarlanıldı ve yeni primer-
lerde hem OAT hemde normo örnekte istenilen 300-400bç 
arasında bant verildiği gözlemlendi. (Şekil 1). 

rak bağımsız değişkenlerde T testiyle karşılaştırıldı.

BULGULAR
20 normospermik ve 20 ileri oligoastenoteratozoospermik 
olgudan toplanan semen örneğinin maturasyon değerlen-
dirmesi için anilin blue boyaması yapıldı 100 sperm sayı-
lıp matur ve immatur sperm oranı belirlendi. Ardından bu 
veriler SPSS 26 istatistik paketi kullanılarak bağımsız de-
ğişkenlerde T testiyle karşılaştırıldı (Tablo 1). Elde edilen 

DNA izolasyonunun ardından seçilen belirli örnekle-
re bisülfit dönüşümü yapıldı. Bisülfit dönüşümü yapılan 
DNA’larda metillenmiş sitozinler değişime uğramazken 
metillenmemiş sitozinler dönüşüm sonrasında urasile de-
amine olurlar. Ve yapılan PCR amplifikasyonun ardından 
urasile deamine olmuş sitozinler timine dönüşürler. Ve 
PCR işlemlerinin ardından yapılacak dizileme işlemi ile bu 
değişimi yorumlayabiliriz.

Tablo 1. Anilin blue boyaması T testi  

Tablo 2. Akridin oranj boyaması T testi
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Bu sebeple çalışmaya en iyi bant veren gen ile devam 
edilme kararı alındı. Çalışma için belirlenen aday gen 
olan SPATA7 geni için tasarlanılan primerle ve bisülfit 
dönüşümü yapılmış DNA kalıbı kullanılarak 4 örneğe 
yapılan PCR sonucunda istenilen bant profili 3 örnekte 
gözlemlendi. Sekanslama sonucunda çalışılabilen az sayı-
da normospermik kontrol örnekleri  ve oligoastenotera-
tospermik örneklerde belirlenilen kısımlarında nükleotid 
farkı bulunmadığından metilasyonu etkileyecek bir fark 
belirlenmemiştir. 

TARTIŞMA
Oligoastenoteratozoospermi(OAT) olguları hormonal 
veya testiküler fonksiyon bozuklukları ile ortaya çıkarlar 
ve OAT grubunda sperm DNA fragmantasyonu ve matu-
rasyon kusurları yüksektir. Fakat erkek faktörlü infertili-
tenin moleküler temeli tam olarak anlaşılamamıştır (7).
Bu çalışmada sperm protaminasyonu ile epigenetik me-
kanizmaların ilişkisi ve sperm DNA fragmantasyonu 
mekanizmalarında epigenetiğin rolünün araştırılması 
konusu ele alındı. Çalışmanın sonucunda belirlenen gen-
ler için tasarlanılan primerlerle bisülfit dönüşümü ger-
çekleştirilen örneklerde TBL1XR1 ve SPATA5 genlerinde 
istenilen bant profillerine ulaşılamadı. SPATA7 uygun 

büyüklükte bant görüldü fakat sekanslama sonucunda 
anlamlı metilasyon farklılığı belirlenmedi.
Denomme ve ark.’nın yaptığı çalışmada OAT grubunda 
seçilen farklı iki gende bisülfit dönüşümü yöntemi kul-
lanılmıştır. Bu çalışmada DNA metilasyonu bakılmadan 
global metilasyon ve probla işaretleme yöntemleri kul-
lanılarak blastokist üzerine metilasyon etkisine bakılmış 
ve anlamlı sonuçlar elde edilmiştir. OAT olgularındaki 
epigenetik değişimlerin blastokist üzerine etkilerinin ol-
duğu vurgulanmıştır (7).
Friemel ve ark.’nın yaptığı çalışmada periferik kan ör-
neklerinde PIWIL1 ve PIWIL2 genlerinde DNA meti-
lasyonuna bisülfit dönüşümü metoduyla SNP farklı-
lıkları araştırılmıştır. İnfertil örnekler ile sağlıklı hasta 
örnekleri arasında DNA metilasyon farklılıklarının 
küçümsenmeyecek kadar fazla olduğu fakat daha faz-
la çalışmaya ihtiyaç duyulduğu belirtilmiştir (8). Bizim 
sonuçlarımıza bakıldığında metilasyon farkılılıklarının 
bulunmamasının sebebi sperm kalite farklılığı ve pri-
mer uyumsuzluğundan kaynaklanıyor olabilir. OAT 
örneklerinde yapılan polimeraz zincir reaksiyonlarında 
bantlarda kırıklar elde etmiş olmamızın sebebi OAT 
olgularında spermlerin fragmentli DNA’ya sahip olma-
sından dolayı olabileceğini düşündürmektedir. Diğer 

ŞEKİL 1. PCR sonuçları 
M:50bp ladder(Thermo GeneRuler)
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bir Benchaib ve ark.’nın yaptığı çalışmadaki amaç semen 
parametrelerinin değerlendirilmesinde epigenetik bir ba-
kış açısı sağlamaktır. Bu çalışmada farklı bir yaklaşımla 
immunositokimyasal yöntem ile metilasyon farklılıkları 
incelenmiş, flow sitometri ile farklılıklar doğrulanmıştır  
(9). Çalışmanın sonucu olarak ne döllenme oranı ne de 
kaliteli embriyoların oranı DNA metilasyon düzeyi ile 
ilişkisi bulunamamıştır.
Yapılmış olan ve yaptığımız çalışmada farklı genler ve me-
totlar kullanılarak metilasyonun infertilite üzerindeki et-
kileri araştırılmıştır. Bu çalışmada elde ettiğimiz sonuçlar 
yapılacak olan diğer çalışmalara kaynak teşkil edecektir.

SONUÇ
Az sayıda bant elde edilen normospermik ve ileri oligo-
astenoteratozoospermik örneklerinde gerçekleştirilen 
tek yönlü okuma sonucunda anlamlı dizilime sahip olan 
kısımlarında nükleotid farkı bulunmadığından metilas-
yonu etkileyecek bir fark belirlenmemiştir. Aranan fark 
hedeflenen bölge dışında seçilen bir dizi  olabileceğinden 
daha ileri çalışmalara ihtiyaç vardır.
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