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Gunimdizde infertilite 6nemli bir problem olup yapilan calismalar ciftlerin %15’inde
infertilite sorunu oldugu géstermektedir. infertil bireylerin %30’unda infertiliteye sebep olan erkek
faktoru oldugu bilinmektedir. Erkek sperm hcrelerinin fertilizasyonu gerceklestirebilmek igin 6zgiin
morfoloji ve isleve sahip olmasi gerektigi; spermlerin sayi, hareketlilik, canlilik, yapisal ve
fonksiyonel 6zelliklerindeki anormalliklerin ise infertiliteye neden oldugu bilinmektedir. Epigenetik
modifikasyonlar spermin niikleer yeniden modellenmesinde gorev almaktadir. DNA metilasyonu,
kromatin yeniden diizenlenmesi ve histon modifikasyonlar: bu epigenetik diizenlenmelerin parcasidur.
Spermlerin olgunlasma strecinde, protaminlerin histonlar ile yer degistirmesi kritik basamak olarak
bilinmektedir. insan spermleri Protamin 1 ve 2 olmak (izere 2 cesit protamin icermektedir ve
spermatozoodaki protamin  mRNA oraninin, spermatogenez kalitesinin  olast  prognostik
gostergelerinden biri olabilecegi disunilmektedir. Protamin 1 ve 2 gen ifade oranlarinda sapmalarin
olmasi, histon/protamin degisimindeki oranin yiksek olmasi gibi durumlar kromatin yeniden
modellenme surecinin basarili bir sekilde gerceklesememesine dolayisiyla sperm morfolojisi ve
fertilizasyon yeteneginin etkilenmesine yol acabilmektedir.

Calismamizda erkek infertilitesinde Protamin 1 ve 2 (PRM1 ve PRM2) gen ifade
duzeylerinin arastirilmas: ve Protamin 1/2 oraninin erkek infertilitesi ile iliskilerinin saptanmasi
amaclanmistir. Bu kapsamda, Selguk Universitesi Hastanesi, Androloji Laboratuvarina basvuran,
spermiyogram analizleri sonucunda, 56 normozoospermi, 26 oligozoospermi ve 20 siddetli
oligozoospermi oldugu belirlenen bireyler ¢calismaya alindi. Bireyler, fertilite durumlarina gore fertil,
erkek infertilitesi ve agiklanamayan infertilite olarak gruplandirildi Bireylerin ejakulat 6rneklerinin
plazmalar1 ayrilarak sperm hicreleri elde edildi. Sperm hicrelerinden RNA izolasyonu ve cDNA
eldesi sonrasinda qPCR yontemi ile hedef genler olan Protamin 1 ve 2 genlerinin ifade dizeyleri
analiz edildi. Calisma bulgularimiza gére, PRM2 gen ifadesinin ve PRM1/PRM2 oranlarimin erkek
infertilitesi ve sebebi aciklanamayan infertilite durumlariyla istatistiki olarak anlamli iligkisi
belirlendi.

Guncel calismalarda protamin ifadesinin éngérilen normal araligimin degisken sekillerde
bildirilmesi, populasyonlara 6zgu genetik farkliliklarin etkileri ve erkek fertilitesinde etken olas: diger
faktorlerin varhigi calisma sonuclarimizin degerlendirilmesinde dikkate alinmalidir.

Anahtar kelimeler: Protamin 1, Protamin 2, Spermatogenez, Kromatin yeniden modellenmesi,
Erkek infertilitesi

vi
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Nowadays, infertilityis an important problem and it is known that male-induced infertility is
35%. Male sperm cells must have unique morphology and function in order to perform fertilization; It
is known that anomalies in the number, motility, vitality, structural and functional properties of sperm
cause infertility. Epigenetic modifications are involved in nuclear remodeling of sperm. DNA
methylation, chromatin rearrangement, and histone modifications are part of these epigenetic
rearrangements. The replacement of protamines with histones is known as a critical step in the
maturation process of sperm. Human sperm contain 2 types of protamines, Protamine 1 and 2, and it
is thought that the ratio of protamine mRNA in the spermatozoa may be one of the possible prognostic
indicators of spermatogenesis quality. Situations such as deviations in protamine 1 and 2 gene
expression rates, and high rate of histone/protamine exchange may cause the chromatinremodeling
process to not be successful, thus affecting sperm morphology and fertilization ability.

In our study, it was aimed to reveal the detection rates of Protamine 1 and 2 (PRM1 and
PRM2) gene expression density in male infertility and the link between Protamine 1/2 and male
infertility. In this context, individuals who applied to Selcuk University Hospital Andrology
Laboratory and were found to have 56 normozoospermia, 26 oligozoospermia and 20 severe
oligozoospermia as a result of spermiogram analysis were included in the study. Individuals were
grouped according to their fertility status as fertile, male infertility and unexplained infertility. Sperm
cells were obtained by separating plasma from ejaculate samples of individuals. After RNA isolation
and cDNA extraction from sperm cells, expression levels of target genes protamine 1 and 2 were
analyzed by gPCR method. According to our study findings, PRM2 gene expression and
PRM1/PRM2 ratios were found to be statistically significant in both male infertility and unexplained
infertility cases.

Variable reporting of the predicted normal range of protamine proteins in current studies, the
effects of population-specific genetic differences, and the existence of other possible factors affecting
male fertility should be considered in the evaluation of our study results.

Key Words: Protamine 1, Protamine 2, Spermatogenesis, Chromatin remodeling, Male infertility
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1.GIRIS

infertilite,  ciftlerin  korunmasiz  iki yil  dizenli cinsel iliski
gerceklestirmelerine ragmen gebeligin olusmama durumudur. Ciftlerin %15’inde
infertilite sorunu oldugu g6zlenmistir. Infertil bireylerin %30’unda infertiliteye sebep
olarak erkek faktorl saptanmistir (Organization 2021). Turkiye’deki infertilite
durumuna genele oranla bakilacak olursa tum ciftlerin yaklasik %10’unda Dinya
genelinde ise yaklasik %13 ila %15 arasinda oldugu gorilmektedir (Klgikdurmaz ve
ark 2015).

Spermatogenez sirecinde, sperme 0zgl ve olagan dist bir kromatin
organizasyonu gergeklesir. Somatik hucrelerde kromatin 6 pum capindaki nikleusda
organize iken, sperm kromatininin 5.1 pum capindaki sperm nikleusuna sigmasi icin
diger dokularda gortilmeyen 6zel dizenlemeler gergeklesir. Sperme 6zgl kromatin
yeniden sekillenme sirecindeki Kilit oyuncular, histonlarla yer degistiren kugcuk,
bazik proteinler olan protaminlerdir. Sure¢ sonunda sperm DNA’sinin %10-15’lik
kismi hari¢ sperm genomu protaminlerle ¢ok siki bir sekilde paketlenir. Sperm
DNA'sinin bu ileri diizey yogunlasmasi ile kiicuk bir kismi hari¢ genomu erisilemez
duruma gelir. Toroidler seklinde diizenlenen bu yogun ve ¢dziinmez yapi, erkek ve
disi Ureme yolunda tasinirken paternal genomunun genetik butunluguni korur.
Ustelik sperm kromatininin bu ileri organizasyonu, spermin olgunlasirken yuvarlak
bas kisminmin uzamasi ve basiklagsmasina uygun olarak cekirdeginin de uzayip
basiklasmasinin  saglayarak spermin fertilizasyon ve motilite yetenegini

kazanmasinda da temel rol oynar.

Protamin 1 (PRM1) ve Protamin 2 (PRM2) genleri tarafindan kodlanan
sirasiyla protamin 1 (P1) ve protamin 2 (P2), sperm hcrelerinde ifade edilen iki ana
protamindir. Ortaya c¢ikan kanitlar, protamin genlerinin dinamik ifadesinin
spermatogenez sirasinda ve nikleer yeniden sekillenme sirecindeki dizgin
isleyislerinin erkek infertilitesinde ¢ok dnemli bir rol oynadigini dustindiirmektedir
(Oliva 2006).

Olgun sperm hucrelerindeki bazi histonlarin varyantlar: ile yer degistirilmesi
sonucu asetilasyon duzeyi artar ve histonlarin hiperasetilasyonu kromatin yapinin
gevsemesine yol acar. Gevseyen kromatin yapida topoizomerazlar tarafindan zincir
kiriklart meydana gelir. Boylece gecis proteinleri, kromatin yapidan histonlarin



ayrnilmasint saglayarak gecici olarak kromatin yapiya katilir ve daha sonra
protaminler ile yer degistirerek kromatinin yeniden modellenmesini kolaylastirir.

Protamin 1 ve Protamin 2, oldukca yogun ve siki bir sekilde paketlenmis
kiglk, pozitif yuklu proteinlerdir. Spermiogenez sirasinda, protamin genlerinin,
uygun nikleer yeniden sekillenme igin gerektigi bilinmektedir. Protamin 1 ve
Protamin 2 genlerinin ifadesi, epigenetik modifikasyonlar, transkripsiyon faktorleri
ve transkripsiyon sonras: dizenleme dahil olmak Uzere cesitli faktorler tarafindan
dizenlenmektedir. DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlar:1 gibi epigenetik
modifikasyonlar, gen  promotor bolgelerinin  transkripsiyon  faktorlerine
erisilebilirligini module ederek protamin genlerinin ifadesini etkileyebilmektedir
(Balhorn ve ark 1999, Carrell ve ark 2007, Oliva 2006).

Protamin 1 ve Protamin 2 gen ifadesindeki anormallikler ve bunlarin niikleer
yeniden sekillenmedeki islevleri erkek infertilite ile iliskilendirilmistir. PRM1 ve
PRM2 genlerindeki varyasyonlar veya silinmelerin, DNA'nin sperm cekirdegine
uygun olmayan sekilde paketlenmesine yol acarak anormal kromatin yapisina sahip
sperm ve zayiflamis sperm fonksiyonu ile sonuglanabildigi ortaya konmustur.
Ornegin, protamin gen ifadesindeki kusurlar, artan sperm DNA fragmantasyonu,
azalan sperm hareketliligi ve sonugta erkek infertilitesine neden olabilen bozulmus

dollenme kapasitesi ile iliskilendirilmistir (Carrell ve ark 2007, Zquez ve ark 2008).

Genetik varyasyonlara ek olarak, cevresel ve yasam tarzi faktorleri de
spermatogenez sirasinda protamin gen ifadesini ve niukleer yeniden sekillenmeyi
etkileyebilmektedir. Radyasyon, kimyasallar ve 1s1 gibi cevresel toksinlere maruz
kalma, protamin genlerinin normal ifadesini bozabilmekteve sperm Kkalitesini
etkileyebilmektedir. Benzer sekilde, kdtu beslenme, sigara ve asir alkol tiketimi gibi
yasam tarzi faktorlerinin protamin gen ifadesini ve sperm Kkalitesini olumsuz

etkiledigi gosterilmistir (Krausz ve Riera-Escamilla 2018).

Aciklanamayan infertilite, infertil ciftler arasinda en sik rastlanan tanilardan
biridir. Bu durumda altta yatan pek ¢ok olasi neden ileri strilmis olmasina ragmen,
acgiklanamayan infertilite, temel tetkiklerde herhangi bir anormallik tespit

edilememesi durumunu ifade eder (Medicine 2008).



Yapilan caligmalarda protamin % oraninin 1 civarinda oldugu bu oranda
saptamalarin  erkek infertilittesi ile iligkili olabilecegini  gOstermektedir.
Calismamizda Turk toplumunda erkek infertilitesinde Protamin 1 ve 2 gen ifade
duzeylerinin arastiriimas: ve protamin gen ifadelerinin oraninin erkek infertilitesi ve

ilgili fenotiplerle ile iliskilerinin saptanmasi: amaglanmustir.

1.1. Spermatogenez

Spermatogenez, puberte doneminde baslayan ve Spermatogonyal kok
hlcrelerden (SKH) sperm olusumunu iceren bir surectir. Bu sireg, testiste seminifer
tibdllerde gerceklesir(Pawlina ve Ross 2018, Ross ve Pawlina 2014, Shetty ve ark
2004).

Erkek gamet (retiminden, depolanmasindan ve testosteron salinimindan
sorumlu olan organlar testislerdir (Sekil 1.1). Testisler skrotum igine inerken, bir
miktar periton dokusunu da kendileriyle birlikte skrotumun igine tasirlar. Bag dokusu
yapisindaki septalar testis dokusunu bélumlere ayirir. Her bir testis icin yaklasik 250
testikdler lobdller bulunur. Lobiller, vaskilerize gevsek bag dokusu, lenf damarlar
ve sinir hicreleri ile sarilmistir. Ayrica lobiller 1 ile 4 adet seminifer tubtllerini
bulundururlar. interstisyel hiicreler ad1 verilen Leydig hiicreleri, seminifer tubiiller
arasindaki bag dokusu icinde bulunur. Seminifer tubudller spermatozoonlar
iretirler.interstisyel hiicrelerin gorevi ise testis androjenlerini salgilamaktadir (Chen
ve ark 2021).

Testis ) d
- Spermatik kordon
; Kan damarlan & sinirler

Duktus deferens
3 Epididim (bag)
WA Efferent ductule

— Zeminifer tikbidl

" Rete festis
~ Lobiil

Epididim (kuyruk)

Sekil 1.1. Testisin anatomik yapis1 (Sharma ve Agarwal 2011).



Merkezi bir boslukla gevrili olan 6zellesmis seminifer epitel, somatik Sertoli
hlcreleri ve sperm (retiminde gorevli spermatogenik hiicreler gibi iki ayri hicre
populasyonu icerir. Seminifer epitel bir duvarla birlikte bazal membranla kaplidir.
Bu duvar fibroblastlar, kollajen lifler ve kasilabilir myoid hicrelerden olusur. Myoid
hlcrelerinin goérevi ritmik kasiimalar olusturmaktir. Bu kasilmalar sonucunda
hareketsiz  sperm  hcreleri  testislere  yoOnlendirilir.  Spermatozoalar  Once
epididimalden gecer ve daha sonra ileri motilite 6zelliklerini kazanirlar (Asci ve ark
2013, Gartner ve Hiatt 2007b).

Bosaltim tubullerindeki bag dokusu, lenf damarlari, sinirler ve pencereli
kapillerler ile doludur. Bu bélgede, bag dokusu hiicrelerinin yani sira, erken ergenlik
doneminden sonra baska bir hiicre daha énem kazanir. Bu hicre, ¢ok kenarli ve
merkezi nikleuslu yuvarlak bir sekle sahiptir. Kiglk, lipid damlaciklar: igeren
eozinofilik sitoplazmas: ile taninan bu hiicre Leydig hicresi olarak adlandirilir.
Testosteron hormonu  salgilayan Leydig hucreleri, embriyonal olaylarin
duzenlenmesini, spermatogenezi ve gonadotropin salgisini kontrol eder (Asci ve ark
2013, Krutzsch 2000).

SKH'ler farklilasmaya basladikca, seri asimetrik bolinmeler gecirerek seminifer
tibdl epitelinin  bazalinden apikaline dogru ilerlerler. Spermatogenez suresi
insanlarda 64-74 gun olup, spermlerin matiirasyon sureci yani olgunlasma periyodu
ise 14 gunluk bir sureci icerir (Pawlina ve Ross 2018, Ross ve Pawlina 2014, Shetty
ve ark 2004).

1.1.1. Spermatogenez Evreleri

Spermatogenez; spermatogonyal faz, spermatosit fazi, spermatid fazi olmak
Uzere U¢ fazdan olusmaktadir (Sekil 1.2) (Ross ve Pawlina 2014, Shetty ve ark
2004).

Spermatogonyal Faz (Mitoz Béliunmeler)

Spermatogenez surecinde, SKH)’ler mitoz bolinmeler gegirerek yeni hicre
populasyonunu olustururlar. Bu kok hicreler, postnatal testiste bulunan
gonositlerden tiremistir ve spermatogenezin surekliligini saglarlar. Spermatogonyal
hicreleri, nikleus gorinimine gore agik tip A spermatogonyum, tip B
spermatogonyum ve koyu tip A spermatogonyum olmak (zere tg¢ sinifa ayrilir. Koyu



tip A spermatogonyumlar, farklilasmadan kok hicre olarak kalirken, acik tip A
spermatogonyumlar farklilasarak olgunlasir veya tip B spermatogonyumlari
olusturmak icin ardistk mitoz ve asimetrik bolinmeler gecirirler. Tip B
spermatogonyumlar ise yogun kromatinli hicrelerdir ve spermatogonyal fazin son
asamasinda gorulurler. Acik tip A, tip B hucreleri ve koyu tip A hucreleri gekirdek
yapist ve boyama Ozelliklerine gore farklilik gosterir ve spermatogenezin
ilerleyisinde farkl: roller Ustlenirler. Acik tip A hicreleri mitoz bélinmelerle artarak
sperm hucresine farkhilasirken, koyu tip A hicreleri kendilerini yenileyebilme
Ozelligi tasir. A tipi hlcreler arasindaki sitoplazma kopruleri, hlcreler arasi iletisimi
saglar ve gelisimlerinin senkronizasyonunu saglar. Tip B spermatogonyumlar ise
yogun kromatin ile karakterizedir ve spermatogonyal fazin son basamaginda
gorulurler (Erdogan ve Kurus 2022, Kusgu ve Celik-6zenci 2013, Ross ve Pawlina
2014).

Spermatosit Faz (Mayoz Bélunmeler)

Spermatosit fazi, spermatogenezin Onemli bir asamasidir ve mayoz
bolinmenin gerceklestigi bir sirectir. Spermatosit fazi genellikle kan-testis
bariyerinin i¢c kisminda, luminal boélimde gerceklesir. Bu faz, Tip B
spermatogonyumlarinin  bollnerek primer spermatositleri olusturmasiyla baslar.
Primer spermatositler mayoz boélinmeye ugrar. Bu bdlinme, kromozom sayisini
yariya indirerek haploid hicreler olan sekonder spermatositleri olusturur (Griswold
2016, Mescher 2018, Ross ve Pawlina 2014).
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Sekil 1.2. Spermatogenez evreleri (Junqueira ve Carneiro 2009).

Spermatogenez, mayoz boéliinme sirecini iceren bir dizi asamayla karakterize
edilir. Bu sureg, tip B spermatogoninin bazal membranla temasint kaybetmesiyle
baslar ve preleptoten primer spermatositlerin olusumunu icerir. Profazin leptoten
asamasinda kromozomlar, uzun filamentler seklinde duzenlenir (Sekil 1.3). Zigoten
asamasinda, homolog kromozomlar sinaptonemal kompleksler araciligiyla birbirine
dogrusal olarak dizenlenir ve sinapslart olustururlar. Bu asamada, krossing-over
gerceklesir ve pakiten asamasinda kromozomlar kisalmaya devam eder. Diyakinaz
asamasinda homolog kromozomlar daha da yogunlasirlar ve krossing-over’in
gerceklestigi kiazma noktalarindan birbirine baglh kalirlar. Profazin sonunda nukleer
zarf bozulur ve metafazda homolog kromozomlar ekvator plakasinda dizenlenirler.

Anafazda, homolog kromozomlar arasindaki kiazmalarin ¢oziilmesiyle, iki



kromatidden olusan her bir kromozom zit kutuplara go¢ eder. Telofazda sitoplazmik
bolunmeler tamamlanir ve bu, kromozom sayisinin yarisina sahip sekonder
spermatositlerin olusumuna yol acar. Birincil spermatositler, germinal epitelin en

biyik germ hicreleridir (Sharma ve Agarwal 2011).
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Sekil 1.3. Spermatogenez strecindeki bir esey hucresinin gelisiminin, bazal
boyunca adluminal bdlmeye kadar tamamen islevsel bir haploid spermatozoana
donlismesinin ve son olarak limene salinmasinin sematik gosterimi (Sharma ve
Agarwal 2011).

Yaklasik 10 ila 22 giin gectikten sonra, ilk mayoz bélinme ile primer
spermatositlerden iki tane haploid kromozoma sahip sekonder spermatositler olusur.

Sonrasinda, sekonder spermatositler hizla ikinci mayoz bolinmeye girer. Mayoz



II'de, her bir sekonder spermatosit iki adet spermatid olusturmak icin bolunurler
(Sekil 1.4). Bu sekilde, bir spermatositten dort adet haploid kromozoma sahip
spermatid olusur (Griswold 2016).

ikinci mayotik bélinmenin profaz asamas: oldukca kisadir. Anafaz
asamasinda mitoz bolunmede oldugu gibi her kromozomun iki kromatidi ayrilarak
zit kutuplara hareket eder, boylece DNA igerigi yariya iner. Telofazin sonunda,
spermatidler tamamen ayrilmazlar, ancak senkronize bir gelisim icin ince koprdlerle
birbirlerine bagh kalirlar. Bu spermatidler, (22, X) veya (22, Y) kromozomlu haploid
hlcrelerdir. Sekonder spermatositler, primer spermatositlere kiyasla tam farklilasma
ve morfogenez surecinden gecerler, bu siirece spermiogenez denir (Ross ve Pawlina
2014, Sharma ve Agarwal 2011).

Insan spermatogenezindeki sirah agamalar

-

Spermatogonyal EE AT, o |, i
kik hiicre o o L B

f Spermatogonyanin
farkhilagmas:

Spermiyogenez

Sekil 1.4. insan germ hiicresinin olgunlasmis bir spermatozoaya dontismesi (Sharma
ve Agarwal 2011).



Spermatid Faz1 (Spermiogenez)

Spermiogenez, germ hucrelerinin olgunlasma sireci olarak tanimlanir. Bu
strecte, yuvarlak spermatidler olgun spermatozoaya dénusmek igin diferansiyasyona
ugrar. Bu asamada spermatidlerin sitoplazmas: ve nikleusu 6nemli morfolojik,

hlcresel ve molekdler degisikliklere ugrar (Sekil 1.5) (Junqueira 2005).

Spermiogenez sirecinde bir dizi karmasik degisiklik meydana gelir. Bu
degisiklikler arasinda akrozom olusmasi, nikleusun yogunlasark uzamasi,
flagellumun gelismesi ve sitoplazmanin 6nemli Olcude bir kisminin kaybolmasi
yeralir. Ayrica, sitoplazma icinde bulunan organellerin yeniden organizasyonu ve

kromatin yeniden modellenme siireci gerceklesir (Cheng ve Mruk 2012).

Spermiyasyon ise spermatidlerin olgunlasma slrecinde gergeklesen bir dizi
yapisal degisikligi iceren karmasik bir siirectir. Bu surecte, farkli yapilar ve adezyon
kompleksleri birlikte calisarak normal bir sekilde olgunlasmis spermin limene
dokilmesini saglar. Adezyon baglantilari, spermatidin ¢6ziinme sirasinda siki bir
sekilde tutunmasini saglar. Bu durumda, Sertoli hicreleri spermatidin bas
kisminatutunarak spermatidin sitoplazmasinin seminifer tubil lumenine dogru
uzamasini saglar. Spermiyasyon ilerledikce adezyon baglantilarinin bilesimi degisir.
Baz1 adezyonla iligkili proteinler sadece spermiyasyon baslangicinda yiksek
miktarda ifade edilirken, digerleri spermatid-Sertoli hiicre
arayuziindespermiogenezin uzama asamasinda ifade edilir. Sertoli hucreleri
spermatidsurecinde serbest birakma igin hazirlanirkenadezyon baglantilar: strekli
olarak degisir. Spermiyasyon, sperm olgunlagma strecinin son asamasi oldugundan,
bu slre¢ sperm morfolojisinde cesitli degisikliklere neden olur (O'Donnell ve ark
2011).
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Sekil 1.5. Seminifer tlbuldeki germinal epitel kesiti. Sertoli htcreleri,
germinal epiteli Sertoli hiicresi aracihigiyla bazal ve adluminal bdlmeye ayirir.

Spermatozoa limene salinir (Sharma ve Agarwal 2011).
Spermiogenez siireci 3 asamadan olusur:

e Golgi faz1
e Akrozomal faz

e Olgunlasma fazi(Gartner ve Hiatt 2007a).

Golgi Fazn

Spermatidlerin Golgi fazi, golgi komplekslerinde bulunan glikoproteinlerden
zengin proakrozomal grandllerin  bir araya gelerek akrozomal vezikili
olusturmasiyla karakterize edilen bir sirectir. Bu stregte, akrozomal vezikdl cekirdek
zar1 yakininda membranla gevrili bir yapidir. Sentriyoller akrozomun kars: tarafina
dogru hicre yizeyine yakin bir konuma hareket eder. Aym zamanda, flagellar

aksonem adi verilen yap1 da olusmaya baslar. Sentriyoller go¢ ettikge, aksonemal
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bilesenleri etrafina sararak onlar1 gevreler (Gartner ve Hiatt 2007a, Ross ve Pawlina
2006).

Akrozomal Faz

Bu asamada spermatidler, bas kisimlarini Sertoli hiicresine daha
derinlemesine gomdlecek sekilde yeniden yonlendirilirler ve bazal laminaya dogru
hizalanirlar. Kuyruk bolgesi ise seminifer tibdl limenine uzanir. Akrozomal
asamada, akrozomal vezikul ve graniller nukleus ile membran arasindaki alanda,
yogunlasan nukleusun ©6n tarafinda bulunan yapiya akrozom denir. Akrozom,
hyaluronidaz, nérominidaz, asit fosfataz, akrozin, proteaz, B-N-asetilglukozamidaz,
aril sulfataz gibi hidrolitik enzimler igerir. Bu asamada spermatid, seminifer tibdlin
tabanina dogru yonelirken aksonem de limene dogru uzar. Nukleus da uzar ve daha
yogun bir yapi kazanmir. Sentriyollerden biri geliserek flagellumu olustururken,
mitokondriler de flagellumun Gst kisminda birleserek kalinlasmis bir bolge olan "orta
parca"y:r olustururlar (Gartner ve Hiatt 2007a, Niederberger ve ark 1997, Ross ve
Pawlina 2006).

Olgunlasma Faz1

Olgunlasma asamasinda, fazla sitoplazma atilir ve bu atik sitoplazma Sertoli
hicreleri tarafindan fagosite edilir. Bu suregte nukleus uzar ve yogunlasarak son
seklini alir. Mitokondriler dagilir ve kuyruk iskeletinin yapisal diizenlemesini
tamamlarlar. Spermatidler artik birbirlerine baglh degillerdir ve "spermiasyon” adi
verilen Dbir mekanizma ile Sertoli htcrelerinden seminifer tibdl Iimenine
salwverilirler. Olgunlasma ve gelisimlerini tamamlayan spermler, morfolojik olarak
gelismis olsalar da heniiz fonksiyonel olarak olgunlasmamislardir, cinki aktif
hareket yeteneklerini henliz kazanmamislardir. Fonksiyonel olgunlagmalar ise erkek
ureme kanallarinda gergeklesir.

Normal sperm Uretimi, testis, 6n hipofizdeki gonadotropin hormonlar1 ve
hipotalamus arasindaki uygun etkilesime baghdir. Luteinizan hormon (LH), Leydig
hicrelerinde testosteron dretimini uyarmak suretiyle spermatogenez icin gereken
hormonal sinyali saglar. Folikil uyarici hormon (FSH) ise Sertoli hcrelerinin
optimal fonksiyonlar icin gereklidir. Sertoli hiicreleri, i¢ tubuler ortamin stabilitesini
koruyarak ve treme hicreleriyle hormonlar araciligiyla etkileserek spermatogenezin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynarlar.

11



Hi_'l,[H,IIT«.;

Hilcre tipi:

Hiliresel olay:

Kromitin
degizimi

Sperm hicreleri, gelisimlerini tamamladiktan sonra epididimis kanalina
tasinirlar ve bu kanaldan gegerken hareket kazanir ve oositlere tutunma yetenegi elde
ederler (Sekil 1.6). Bu donlsumler sperm olgunlagsmas: olarak bilinir ve
fertilizasyonun gerceklesmesi icin hayati 6neme sahiptir. Sperm, epididimisten
ayrildiginda olgun olarak kabul edilir ve son bélgede bulunur. Ejakilasyon sirasinda,
kas kasilmalar: esliginde bazi sperm hiicreleri epididimisten vas deferensa tasinir.
Daha sonra sperm hiicreleri ejakiilasyon kanalina ilerler ve farkl: tiplerden gecerken
bir miktar siv1 icinde bulunurlar. Seminal vezikiller ve prostat bezinden salgilanan
sivilar da sperm hucreleriyle karigarak semeni olustururlar (Abdel Raheem ve ark
2013, De Kretser 1997, Ross ve Pawlina 2006).
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Sekil 1.6. Sperm gelisim olaylari; Bir germ hiicresinin énce spermatozoya donismesi
ve farklilasmasi, ardindan da disi treme sistemine yolculugunun sematik gdosterimi
(Sharma ve Agarwal 2011).

Olgun Spermin Morfolojik Yapisi

Olgun insan sperminin boyu yaklasik 60 pum’dir (Ross 2006). Sperm, iki

bolimden olusan bas ve kuyruga sahiptir. Bas, bir baglanti parcas: ile kuyruga
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baglanir (Sekil 1.7). Kuyruk kismi1 orta, esas ve son parc¢a olarak t¢ bolume ayrilir.
Plazma membrani, sperm bas ve kuyruk kisimlarini kaplar. Sperm basi, akrozomla
cevrili cekirdekten olusur. Cekirdek, yogun ve yass: bir yapiya sahiptir. Akrozom,
cekirdegin anteriyor yarisini kaplar ve proteazlar, asit fosfatazlar, hiyaluronidaz ve

noraminidaz gibi hidrolitik enzimler icerir (Asct ve ark 2013, Fawcett 1965).

Sperm

b Ko kapag
Cekirdek

Miiklear membran
Yakin sentriyol

Mitokondri

Yogun lifler

Orta kisim

Annuios

Karmg

Lifli kalef

Kuyruk

Sekil 1.7. Olgun sperm hicresinin bas, orta kistm ve kuyruk kisimlarinin

sematize edilerek gosterimi (Sharma ve Agarwal 2011) .

Ozel bir lizozom tiirii olan akrozom, korona radiyata ve zona pellusida'y:
eriterek dollenme igin yol acar. Baglanti pargasi, dar bir bolgedir ve sentriyoller
icerir. Sperm kuyrugunun merkezi pargast olan aksonem, distal sentriyolden
kaynaklanir. Sperm boynundaki baglanti pargasindan kuyruga dogru ilerleyen dokuz
mikrotubll ve mitokondrilerin sarmal tabakasi, kuyrugun orta bélumini olusturur
(Fawcett 1965).

Memelilerde, sperm basinin 6zellikleri genel olarak benzerlik gosterir, ancak
bazi 6zel farkhiliklar da mevcut olabilir. Insanda, sperm basinin uzunlugu yaklasik
olarak 4-5 pm, genigligi 3 pm ve kalinhig:i ise 1 pum civarindadir. Sperm bas,

yassilagmis bir sekle sahip olan nikleusu icerir (Gartner ve Hiatt 2007b).

13



Merkezi kismin alt kisminda, mitokondriyal sarmalin annulus adi verilen
bolgede sona erdigi bir alan bulunur. Temel bolim, en uzun kuyruk kismidir ve
merkezi aksonem, yedi dis mikrottbuil ve fibroz kilif icerir. Dis yogun lifler ve fibroz
kilif, spermin hareketi sirasinda guclu bir iskelet gorevi gorur. Son bolim ise, dis
yogun liflerin ve fibroz kilifin sona ermesi nedeniyle sadece aksonemi igerir ve
kuyrugun son bolumudir. Spermatozoa'nin hareketi, flagellum ad: verilen yap: ile

gerceklesir (Asci ve ark 2013, Curry ve ark 1995).

Olgunlagma fazinda kromatin yeniden programlama suregi gerceklesir. Bu
sperm kromatinin neredeyse tamamen degiserek yeniden diizenlenmesini icerir. Bu
asama spermin bas kisminin ovallesmesine paralel olarak cekirdegin de
ovallesmesini ve daha kompakt hale gelmesini saglar. Olgunlasma fazi sonrasi
gelisimini tamamlamis kuyruk yapist olusmus sperm yapisini alir (Sharma ve
Agarwal 2011).

1.1.2. Spermatogenezde Germ ve Sertoli Hucrelerinin Roll

Embriyogenezin erken donemlerinde, kigik bir populasyon olan primordial
germ hucreleri, farkl: tirlerdeki embriyonun farkli bolgelerinde ortaya ¢ikar. Daha
sonra, cogu tirde germ hucreleri embriyonun dokulari boyunca goc ederek,
fonksiyonel bir gonad olusturmak icgin gonadlarin aksesuar hicreleriyle birlesirler
(Wylie 2000).

Seminifer tubullerin icinde yer alan germ hcreleri ve Sertoli hicreleri,
spermatogenez sirecini yardtir. Ergenlik déneminden 0Olene kadar devam eden
sperm Uretimi igin gerekli olan mikrogevreyi saglamakla gorevli olan somatik Sertoli
hlcreleri, testis icinde bu islevi yerine getirirler. Testiste yer alan intersitisyel doku
ise Leydig hicreleri de dahil olmak tzere, kan ve lenf damarlari, makrofajlar ve
blylme faktorleri gibi bircok yapiyr barindirir. Peritibtler miyoid hicreler ise
seminifer tubulleri saran bir destek saglarlar. Ayrica biiyiime ve gelisim faktorleri
kaynagidirlar ve sperm hareketi igin gerekli olan sivinin tasinmasint kolaylastirirlar
(Russell 1990).

Spermatogenez, testiste seminifer tiibuller iginde yer alan germ hiicrelerinin
SKH havuzundan sperm dretimi icin farklilasarak gecirdigi kompleks bir sirectir.

Germ hucresinin gelisimi, (¢ asamali bir stiregtir:
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I) Primordiyal germ hticreleri (PGH) fetal gelisim sirasinda olusur,
I1) SKH'ler neonatal surecte gelisir ve
I11) Spermatozoa olusumu son Grinaddr.

Gonositler ve PGH'ler spermatogonyal kok hiicre gelisiminde énemli bir rol
oynarlar. Gonositler, PGH’lerden tretilirler ve neonatal donemde tip A
spermatogonyumlara donusurler. Spermatogenik donginin ¢unci asamasi ise SKH
havuzundan farklilasan spermatogonyumlarla baslar ve mitoz, mayoz bélinmeler ve
spermiogenez ile spermatozoa olusumunu igerir. Sertoli hucreleri de yasam boyu
sperm (retme amaciyla gerekli mikrogevreyi olustururlar ve seminifer tubdlleri
cevreleyen peritubtler miyoid hicreler yapisal destek saglarlarve sperm hareketini
kolaylastirirlar (Russell 1990).

Gonositlerin go¢ etmesiyle birlikte, seminifer kordonlarda limen olusarak
seminifer tubulller meydana gelir. Spermatogonyal kok hucrelerin yenilenmesi ve
farklanmasi icin bazal membranda yer alan tip A spermatogonyumlar anahtar rol
oynar. Bu sirecteki molekiler mekanizmalarin anlasilimasi, erkek infertilitesi ve
testikiler kanser gibi faktorlerin belirlenmesi agisindan biyik 6nem tagimaktadir (De
Rooij ve Grootegoed 1998, Yoshida 2010) .

Spermatogenez surecinde, germ hicreleri spermatogoniyi olusturur ve
spermatidlerin olgunlasmasi icin gerekli olan bolinmeleri gerceklestirirler. Sertoli
hicreleri ise germ hiicreleriyle birlikte ¢alisarak testislerin seminifer tubtllerinde
olgunlasmaya yonelik bir ortam saglar. Sertoli hicreleri, germ hicrelerini
destekleyen, besleyen ve onlarin gelisimini duzenleyen hicrelerdir. Ayrica, Sertoli
hlcreleri spermiogenez asamasinda da Onemli bir islevi yerine getirirler. Bu
asamada, Sertoli hticreleri, spermatidlerin kamcilarinin ve akrozomlarinin olusumuna
katkida bulunurlar ve spermatozoa igin gerekli olan besinleri ve diger faktorleri
saglarlar. Sonuc¢ olarak, germ ve Sertoli hicreleri birlikte ¢alisarak spermatogenez
stirecinin her asamasini yonlendirir ve olgunlasan spermatozoanin olusmasin
saglarlar (Wylie 2000).

Sertoli hiicreleri, germ hicreleriyle dogrudan temas ederek ve seminifer tubul
ortamin1  kontrol ederek sperm (retim sirecinde ilerlemeyi kolaylastirirlar.

Spermatogenezin diizenlenmesi FSH ve testosteron hormonlari tarafindan
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gerceklestirilir ve bu hormonlarin Sertoli hucreleri Gzerindeki etkileriyle saglanir.
Testosteronun etkisi sperm dretimi igin gereklidir, ancak FSH'nin etkisi Sertoli
hlcrelerinin sayisini artirarak sperm Uretimini artirmaya yardimci olur (Griswold
1998).

Sertoli hicrelerinin temel islevlerinden bazilar1 sunlardir:

e Seminifer epitel battnliginin korunmast,

e Seminifer epitelin bolimlenmesi,

e Spermi kanal icinde tasimak icin tubdler limen olusturmak Gzere sivi
salgilanmasi,

e Spermiasyona katilim,

e Fazla sitoplazmanin ortadan kaldiriimas: ve fagositoz,

e Besinlerin Ureme hiicrelerine iletilmesi,

e Steroidogenez ve steroid metabolizmasi,

e Hicrelerin epitel icindeki hareketi,

e Inhibin ve Androjen baglayici proteinlerin salgilanmast,

e Spermatojenik dongunin diizenlenmesi,

e Sertoli hiicrelerinde bulunan LH, FSH ve testosteron reseptorleri igin bir
hedef saglamak (Sharma ve Agarwal 2011).

Sertoli hiicreleri, testis gelisimi ve spermatogenezde kritik 6neme sahiptir.
Embriyonik testisin olusumu sirasinda, Sertoli hucreleri, yeni olusan seminifer
tibdllerin icindeki germ hucrelerini hapseder ve bu hicrelerin mayoz boélinme
egilimini engeller. Sertoli hlcreleri ve germ hiicreleri testis olusumunu takiben hizl
bir sekilde ¢ogalir. Ergenlik dénemi genellikle Sertoli hicrelerinin mitozunun
kesilmesini, siki baglantilarin olusmasint ve germ hicrelerinin mayoz yoluyla
ilerlemesini ve spermatozoaya farklilasmasint icerir. Bu siireg, testis gelisimi igin

gerekli olan karmasik bir etkilesim agi icinde gergeklesir (Griswold 1998).

Sertoli hcreleri, testislerdeki roliine ek olarak, spermatogenezin basarih
olmast igin gerekli olan kritik faktorleri saglar ve bu faktorler fiziksel destekten
biyokimyasal uyariya kadar cesitlilik gosterir. Testiste siki baglanti kompleksleri ve
bariyerlerin kaliciligi, spermatogenezin gergeklesmesi igin zorunludur ve Sertoli

hicreleri bu komplekslerin olusumunda kritik bir rol oynar. Sertoli hucreleri, esey
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hlcrelerinin hayatta kalmas: i¢in gerekli olan spesifik Grlnleri Uretir ve adluminal

bolmede benzersiz ve 6nemli bir ortam olusturur (Griswold 1998).

Sertoli hiicreleri ayrica germ htcrelerinin gelisimi sirasinda besleyici bir rol
oynar ve germ hiicre fagositozuna katilir. Spermatogenezin uygun hormonal ortamda
gerceklesmesi icin Sertoli hiicreleri ile gelismekte olan germ hcreleri arasinda goklu
iletisim bolgeleri bulunmaktadir. FSH, Sertoli hiicrelerindeki yuksek afiniteli FSH
reseptorlerine baglandiginda, androjen baglayici protein Gretimini  artirarak
testosteron ve dihidrotestosteron gibi androjenlerin spermatogenez surecini
baslatmasina veya devam ettirmesine izin verir. Sertoli hicreleri, anti-Millerian
hormonu salgilayarak erkek embriyonik gelisiminde Maullerian kanallarin
blylUmesini azaltir. Sertoli hucreleri ayrica, inhibin salgilayarak hipofiz FSH

diizenlemesine katkida bulunurlar (Behringer 1995, Josso ve ark 2001).

Kan Testis Bariyeri (KTB), maddelerin sizmasini kisitlayan bir engel olarak
gorev yapar. Bu bariyer, komsu Sertoli hicreleri arasinda bulunan anatomik
baglantilarla olusturulur. Testikiler germ hicrelerinin, metabolik ihtiyaglar1 ve
immunojenik yapilarindan dolay: siki bir mikro ortamda bulunmalari gerekmektedir.
KTB, seminifer tibul epiteli tzerinde iki ayr1 bolge olusturarak, bazal ve adluminal
bolgeler arasinda ayrim yapar. Bu sayede adluminal bélgedeki hiicreler dis ortamdan
izole edilir (Neto ve ark 2016).

Memelilerde, KTB'nin olusumu cesitli anatomik yapilarla saglanir. Bunlar
arasinda siki baglantilar, 6zel bazal ektoplazmik uzantilar ve dezmozomlar bulunur.
Ayrica, peritubuler myoid ve endotel hiicreleri gibi diger hicre gruplar da bu
bariyere katkida bulunur. KTB'nin yapisal batunligl ve fonksiyonlari, sitokinler ve
blyltme faktorleri gibi lokal Uretilen maddeler tarafindan etkilenebilir. Bu sekilde,
kan testis bariyeri testiktler dokuyu koruyarak, testis i¢indeki hicreleri dis etkilerden

izole eder ve 6zel bir mikro ortam saglar (Neto ve ark 2016).
Kan-testis bariyerinin tg¢ farkli seviyesi vardir:

I) Premayotik spermatogonia’y1 germ hicrelerinin geri kalanindan ayirmaya yardimci

olan Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilar (Sekil 1.8),
I1) Kilcal damarlardaki endotel hiicreleri,

I11) Peritubdler miyoid hiicreler (Sharma ve Agarwal 2011).
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Sekil 1.8. Semindifer tibul limenindeki spermatogenezin biyolojisi (Cheng ve
Mruk 2010).

1.1.3. Spermatogenez Surecinde Hormonal Kontrol ve Dizenlenmesi

LH, FSH ve Leydig hicrelerinden salgilanan testosteron, spermatogenez
stirecinde 6nemli bir rol oynar (Sekil 1.9). Ayrica Sertoli hicrelerinin salgilamis
oldugu Ostrojen ve anterior hipofizinin salgiladigi biylime hormonu testislerin

metabolik fonksiyonlarini kontrol etmek icin gereklidir (Corradi ve ark 2016).

Testosteron, Leydig htcrelerinin bulundugu testis interstisyumunda Uretilen
bir hormondur ve spermatogenezin baslangicindaki germ hicrelerinin blylmesi ve
bolinmesi icin gereklidir. Sicanlarda intratestikiler testosteronun spermiogenez
uzerindeki etkisi yuksek oranda belirgindir. Ayrica testosteron, spermatogenezin
erken asamasi olan A tipi acik spermatogonyadan B tipi spermatogonyaya gecis i¢in
gerekli olabilir. Testosteronun spermatogonyal proliferasyondaki rolu sinirli olabilir
ancak anti-apoptotik mekanizmalarla spermatositlerin ve spermatidlerin canh
kalmasinda etkili oldugu gosterilmistir (Matthiesson ve ark 2006, McLachlan ve ark
2002, Wen ve ark 2016).
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Sekil 1.9. Hipotalamik hipofiz ekseninin ve hormonal geri bildirim sisteminin

sematik gosterimi (Sharma ve Agarwal 2011).

Spermaogenez icin FSH'nin LH'den daha o6nemli oldugu uzun suredir
dustnlilmekteydi, ancak LuRKO farelerinde yapilan c¢alismalar, LH'nin
spermatogenez icin de onemli oldugunu gostermistir. Bdylece son zamanlarda,
spermatogenezde baskin olan gonadotropin dengesi, FSH'de oldugu gorusi LH'ye
dogru degismistir (Griffin ve ark 2010).

FSH, Sertoli hicrelerinin stimulasyonunu saglar ve bu stimilasyon olmadan
spermatidlerin sperme donlstimi gerceklesmez. Sertoli hicreleri, FSH ve
testosteronun etkisi altinda seminifer tubtllerde yerlesir ve spermatogenez surecini
destekler. FSH, spermatogenezin baslamasi ve spermatogenezin surekli olarak
devam etmesi icin gereklidir. Ancak, FSH tek basina spermatogenez icin yeterli
degildir ve FSH'nin ana rold, testis icerisinde Uretilen testosteronla birlikte spermin
kalitesini iyilestirmektir (Huhtaniemi 2015).

Sertoli hiicrelerinin sayist ve testislerin boyutu, FSH'nin prenatal ve
prepubertal proliferasyonu tarafindan belirlenir(de Kretser ve ark 1998).Sertoli
hicreleri tarafindan FSH i¢ yanit olarak sentezlenir ve spermiogenez sirecinde
hayati 6nem tasirlar. Testislerin metabolik fonksiyonlarinin diizenlenmesi icin, diger
vicut hormonlart  gibi, buyime hormonu gereklidir.Bu hormon ayrca
spermatogonyanin erken béllinmesini indiikleyerek sperm dretiminde énemli bir rol

oynar.Blyime hormonu da testislerin metabolik fonksiyonlarinin kontrolinde yer
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alir ve spermatogonyanin bolinmesini indukleyerek sperm tretiminde 6énemli bir rol
oynar (Gandhi ve ark 2017, Schulster ve ark 2016, Wagner ve ark 2008).

Testis, anatomik ve islevsel olarak iki ayr1 bélgeden olusmaktadir. Seminifer
tibdl bolgesi, Sertoli hiicreleri ve germ hicrelerinden olusan ve testisin %80-90'1m
kaplayan bir kompartmandir. Diger bir kompartman olan interstisyel bolge ise
Leydig hicreleri tarafindan Uretilen ana cinsiyet steroid hormonu olan testosteronun
sentezlendigi bolgedir. Ayrica bu bolgede, fibroblastlar, kan damarlari, peritiibiler
myoid hcreleri, nérovaskdler hucreler, mast hiicreleri, lenfatikler ve makrofajlar da
yer almaktadir (Asci ve ark 2013).

Insan testisleri, farkli gelisim safhalarinda 6nemli rol oynamaktadir. Fetal
testisler, erkeklerde i¢ ve dis genital organlarin normal gelisimi igin testosteron ve
antimallerian hormon (AMH) salgilar. Puberte déneminde, erkek sekonder cinsiyet
karakteristiklerinin gelismesi, cinsiyet fonksiyonlarinin uyarilmas: ve sperm uretimi
icin hipotalamus-hipofiz-testis sisteminin aktive edilmesi ve testosteron uUretimi
gereklidir.Yetiskinlerde, erkek cinsiyet karakterlerinin  gelisimi, cinsiyet
fonksiyonlarimin  devami, sperm Uretimi ve fertilite potansiyeli igin testisler

tarafindan testosteron ve sperm Gretimi sarttir (Asci ve ark 2013).

Leydig hucresinin normal islevlerinden biri olan kolesterol depolama,
korunmasi gereken bir surectir. LH uyarisi, kolesterol mobilizasyonunu uyarir. LH
uyarisinin azalmasi durumunda, Leydig hiicre hacmi ve testosteron retimi azalabilir.
Bunun sonucunda, duz endoplazmik retikulum kaybi meydana gelebilir, ancak

Leydig hucre sayist degismez. (Huhtaniemi ve Alevizaki 2006).

1.2. Spermiogenez Surecinde Kromatin Yeniden Diizenlenmesi

Insan hayat: boyunca, o¢zellikle gametogenez, fertilizasyon ve erken
embriyonik gelisimde, global kromatin yeniden diizenlenme sireclerinden gecer.
Gelisimin ilerleyen dénemlerinde gelisime ve dokuya bagli olarak gen ifadesinin
regulayonuepigenetik diizenlemelerle saglanir. Epigenetik degisiklikler, DNA dizisi
degistirilmeden gen ifadesini etkileyen kromatin modifikasyonlar1 olarak
tanimlanabilir. Bu degisiklikler, cesitli epigenetik mekanizmalar aracihigiyla
gerceklesir. Bunlar arasinda DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar: ve kromatin

yeniden modellenmesi sayilabilir.
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1.2.1. Kromatin Organizsyonu ve Epigenetik Diizenlenmeler

Okaryotik organizmalarda DNA, histon proteinlerinleriyle birlikte sarilarak
kromatin formda bulunur. Kromatin yapinin temel birimi, histon proteinlerinin
biraraya gelmesiyle olusan oktomerik cekirdek histon ve etrafinda yaklasik iki tur
atacak sekilde saran 147 baz ciftik DNA’mn olusturdugu niikleozomdur. Bu
histonlar H2A, H2B, H3 ve H4 olarak bilinir. H3-H4 tetrameri ve iki H2A-H2B
dimeri bir araya gelerek oktomerik (sekizli) yapiy1 olusturur (Dolinoy ve ark 2007,
Nestler 2014). Nukleozomlar, sekizli ¢ekirdek yap: etrafina yaklasik iki tur olacak
sekilde sarilan DNA'nin, gekirdek yapiya giren ve ¢ikan DNA’y1 kapatacak sekilde
H1 histonuyla baglanarak mihurlenmesiyle tamamlanir (Sekil 1.10 ve Sekil 1.11)
(Campos ve Reinberg 2009).Histon proteinleri, yiksek diizeyde lizin ve arjinin gibi
artt yukli amino asitleri icerdiklerinden eksi yikli DNA molekdliyle guclu bir
sekilde etkilesirler (Dolinoy ve ark 2007).

Niikleozom “boncuk”

Sekil 1.10. Kromatini olusturan nukleozom yapisi. Nukleozom yapisi, histon
proteinleri tarafindan olusturulan oktomerik histon cekirdegi etrafina yaklasik 2 tur
olacak sekilde ¢ift sarmallt DNA’nin sarilmasi ve H1 ile bu yapinin mahurlenmesiyle
olusur (Kalaivani 2016).

Elektron mikroskobu ile cekilen gortuntilerde katlanmamis kromatinin, bir ip
uzerindeki boncuklar gibi bir gortintisi bulunmaktadir (Dolinoy ve ark 2007, Nestler
2014).

Epigenetik degisiklikler, kromatin yapidaki molekiiler modifikasyonlar: kapsar.

Bu modifikasyonlar DNA diizeyinde ve histon diizeyindeki modifikasyonlardir. Bu
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kromatin yapisindaki degisiklikler, gen ifadesinin kontrolinde énemli bir rol oynarlar.
Kromatin siki paketlendiginde (sessiz), genler aktifligini kaybederken, kromatin yapisi

gevseyerek acildiginda (aktif) genler aktif duruma gecer (Nestler 2014).

2np
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Sekil 1.11. Kromozomun yapisal organizasyonu (Pray 2008).

DNA diizeyindeki degisiklikler arasinda en yaygin ve islevsel olani DNA
metilasyonudur. Bu degisiklik, genellikle omurgalilarda CpG bdlgelerine bir metil
grubunun  DNA metiltransferaz  (DNMT) enzimi tarafindan baglanmasiyla
gerceklesir. CpG adalari, gen bélgelerinde GC'ye oranla daha fazla CG dinukleotidi
iceren ve genellikle 500 baz ciftinden olusan DNA bdlgeleridir. Metil grubu,
DNA'nin sitozin bazinin pirimidin halkasindaki 5. karbonuna eklenir ve S-Adenozil
Metiyonin (SAM) metil vericisi olarak gorev yapar (Sekil 1.12) (Takai ve Jones
2002).

DNA metilasyonu genellikle yetiskin somatik dokularda CpG dinukleotit
dizilerinde meydana gelirken, CpG olmayan metilasyon embriyonik kok hticrelerde
daha yaygindir. Bu degisiklik, DNA'nin pasif hale gelmesine yol acarak gen ifadesini
engelleyen bir mekanizmadir (Nestler 2014).
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CpG adalari, memeli genlerinin 6nemli bir kisminin promotor bélgelerinde
bulunur (Nimura ve ark 2006).DNA metilasyonu, ¢zellikle CpG adaciklarindaki
metilasyon, gen ifadesinin kontroliinde énemli bir faktordir. Bu metilasyonun
duzenlenmesi, 6zellikle genlerin promotor bélgelerindeki metilasyon, transkripsiyon
faktorlerinin tanima bolgelerinde degisikliklere neden olarak bu faktorlerin
baglanmasini engelleyerek gen ifadesinin baskilanmasinda rol oynar. Bu nedenle,
hicre farkhilasmas: ile birlikte farkli dokularda farkli genlerin ifade edilmesinin

temelinde bu diizenleme yatar (Russo ve ark 1996).

NH2 SAM SAH

‘ ==y (SAH—CHQ/ HyC ‘ X\
o Lk

DNA metiltransferaz
N N
H H

Sekil 1.12. Sitonin, DNA'daki CpG adaciklarinda (Guaninden onceki sitozin
bolgeleri) metiltransferaz enzimi ve SAM varhginda, 5. pozisyondaki karbon

atomundan metile edilerek 5-metilsitozin'e donustirtlmesi (Russo ve ark 1996).

DNMT'ler, DNA'nin de novo metilasyonunu ve bu metilasyonun devamliligin
saglamada gorevlidir(Goll ve ark 2006).DNMT1, DNMT3a ve DNMT3b, DNA
metilasyonunda farkl rolleri olan U¢ ana metiltransferazdir (Sekil 1.13). DNMTL,
metilasyonun korunmas: ve devam ettirilmesinde kilit rol oynarken, DNMT3a ve
DNMT3b, genomik DNA'nin de novo metilasyonunu gerceklestirir (Nimura ve ark
2006).

Histon dizeyindeki modifikasyonlar ise, evrimsel siregte genellikle korunan
kovalentli ya da kovalentli olmayan modifikasyonlardir. Bu degisiklikler arasinda
lizin ve arjinin kahintilarimin - metillenmesi, asetillenmesi, serin ve treonin
kalintilarinin ~ fosforillenmesi, prolin izomerizasyonu, monoubikuitinasyon ve
sumoylasyon gibi kovalent modifikasyonlar 6rnek olarak verilebilir (Zhang ve ark
2007).

23



a CH5
Dnmit3a

5.TTG-..i!«.GAG-C,L'_‘.G-T3. Dnamt3b 5,TT'G.»D«IIJ.-f\GlCCGT3,
—’.

3 5 3 5
AACTGTCGGCA AACTGTCGGCA

Sekil 1.13. DNA metilasyon yollar1 (Singal ve Ginder 1999).

Histon kodu, DNA'nin gen bélgelerinin transkripsiyon surecine uygun hale
gelmesi veya uygun olmamasinissaglayan modifikasyonlarin olusturdugu isarettir Bu
kodun olusumunda, DNA'y1 siki bir sekilde paketleyen histon proteinlerinin amino
(N) ucunda bulunan amino asitlere eklenen cesitli isaretlerle gerceklestirilir (Russo
ve ark 1996).

Histon asetilasyonu, Histon asetil transferaz (HAT) ve Histon deasetilaz
(HDAC) enzimleri araciligiyla duzenlenen bir histon modifikasyonudur ve genellikle
transkripsiyonun artmasina yol acar (Sekil 1.14). Histona asetil grubu eklenmesi,
negatif yikli DNA ile histon arasindaki ¢ekim giclnin azalmasina ve DNA'nin

daha gevsek bir yapiya doniismesine neden olur.
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Sekil 1.14. Histon Modifikasyonlari. HAT: Histon asetil transferaz, HDAC: Histon
deasetilaz, As: asetil, Me: metil, HDM: Histon demetilaz, HMT: Histon

metiltransferaz (Kukkonen ve ark 2021).
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Histon proteinlerindeki amino asitlere metil gruplarinin eklenmesi, histon
metiltransferaz enzimleri  araciligiyla  gerceklestirilen  bir  epigenetik
modifikasyondur. Histon metilasyonu genellikle bir genin susturulmasina yol acar.
Ozellikle metillenmis H3K9me (H3 proteininin N-ucundaki 9. pozisyondaki lizin
kalintisinin -~ metilasyonu)  yapisal  (blnyesel) heterokromatinde  bulunan,
transkripsiyon agisindan inaktif olan DNA bolgelerinin histon modifikasyonudur.
H3K27me ise secenekli heterokromatin bolgelerin epigenetik isaretidir. DNA
metilasyonunun bu histon metilasyonlarini tetikleyebildigi gosterilmistir. Ayrica,
bazen arjinin ve lizin metilasyonu gen aktivasyonuna yol acabilir. Epigenetik
duzenlemede o6nemli bir rol oynayan H3K4me3 aktif transkripsiyonu yapilan
genelerin promotor bélgelerinde zengindir. Hucre tiplerine gore farkl acik/kapal

gen setleri bulunabilir (Stuppia ve ark 2015).

Histon asetilasyonu ve metilasyonunun yami sira farkli  histon
modifikasyonlari da tanimlanmistir. PADI enzimi tarafindan arjininin sitriline
donusmesi histon deiminasyonu olarak isimlendirilir ve kromatinin gevsemesine yol
acar. B-N-asetilglukozamin (O-GIcNACc)’in serin veya treonin rezidilerine eklenmesi
ile histon glikozilasyonu, glutamat ya da arginin rezidulerine riboz gruplarinin
eklenmesi histon ribozilasyonu, lizin rezidilerine ubigitinin baglanmasi ile histon
ubikitinasyonu, serin, treonin ve tirozin rezidulerine fosfat gruplarinin baglanmasi ile
histon fosforilasyonu, sistein rezidiisine nitrosil grubunun eklenmesi ile histon
nitrozilasyonu gerceklesir. Bu modifikasyonlar ile histon-DNA ve histon-histon
iliskisi etkilenmekte, DNA paketlenmesi, replikasyonu, tamiri ve gen ifadesinin
kontroll gibi bircok biyolojik olay kontrol edilebilmektedir (Strahl ve Allis 2000).

Hsiton dizeyindeki bu kovalentli modifikasyonlarin yani sira kovalentli
olmayan bircok modifikasyon da bulunmaktadir. Kromatin remodeling kompleksler
tarafindan gerceklesen bu modifikasyonlarda histon takaslari, niikleozom yeniden
yapilanmalar1 vb gerceklesmekte ve kromatin durumu, erisilebilirligi ve gen ifadesi

gibi strecler diizenlenmektedir.

1.2.2. Sperm Kromatin Yeniden Modellenmesi

Spermiogenez surecinde, sperme 0zgl ve olagan dist bir kromatin
organizasyonu gerceklesir. Bu dizenleme protamin (P) proteinlerinin histon

proteinleri ile yer degistirip daha siki bir paketlenmenin gerceklesmesi olan kromatin

26



yeniden modellenme sirecidir (Sekil 1.15). Bu suregte histonlar histon olmayan
proteinlerle yer degistirir. Somatik hicrelerde kromatin 6 um c¢apindaki nukleusda
organize iken, olgun sperm kromatininin 5.1 pum c¢apindaki nikleusa sigmasi icin
diger dokularda gortlmeyen 6zel diizenlemeler gerceklesir. Sperm DNA'sina ait basit
proteinler olan bu histon olmayan proteinler, protaminler olup sadece olgun sperm
hicrelerinde ifade edilir. Protamin proteini, igerigindeki yuksek arjinin oram
sayesinde daha pozitif yiklidir ve bu nedenle negatif yukli DNA'ya gucli bir
sekilde baglanir. Yaklasitk 50 aminoasit kalintisindan olusan oldukca kicuk
proteinler olan protaminler tarafindan paketlenen DNA, somatik hiicre DNA'sina
gore son derece stabil ve korunmus bir sekildedir.

Mayoz bolinmeyi tamamlamis olan ikincil spermatitler (yuvarlakspermatit),
DNA'ya bagli olan histonlarinin %85-90'1n1 protaminlerle yer degistirecekleri bir
strece girerler. Sperm DNA'sinda kalan %10-15’lik kism: olusturan histonlarin
genellikle kromozomlarin perisentrik (merkeze yakin) bolgelerinde ve imprint
bolgelerinde bulundugu 6nerilmistir. Histon-protamin yer degistirme sureci heniiz
tam olarak anlasilamamis olmakla beraber protaminasyondan hemen dnce, sperme
0zgu histon varyantlarinin kanonik histonlar ile yer degistirdigi ve bu durumun,
hemen sonra gerceklesen histon asetilasyonunu kolaylastirdig: belirlenmistir. Histon
4 (H4) Uzerinde hiperasetilasyonun meydana gelmesinin bir kaskad: tetikledigi
dustinulmektedir (Govin ve ark 2007, Rousseaux ve ark 2009, Tanphaichitr ve ark
1978).

Histonlarin hiperasetilasyonu, kromatin yapisinin gevsemesine yol acar.
Gevsek kromatin yapisi, topoizomeraz kaynakli zincir kiriklarini uyarmak suretiyle
histonlarin ayrilmasini ve gecis proteinleri (TP1 ve TP2) ile yer degistirmesini
kolaylastirir(Kuretake ve ark 1996, Oakes ve ark 2007, Yanagimachi 2005). Gegis
proteinler DNA'ya baglanarak, DNA’dan histonlarin ayrilmas: ve sonrasinda yerini
alan protaminlerle degistirerek protamin-DNA paketlenmesinde 6nemli rol
oynar.TP1 ve 2, bazik 6zelliklere sahip nonhiston proteinlerdir.

Insanlarda yaklasik olarak esit oranda ifade edilen P1 ve P2 olamak iizere iKi
protamin proteini bulunmaktadir. Protaminlerin toroid yapi olusturarak DNA’yi
paketlemesi ile ¢ok daha siki bir sekilde paketlenmis kromatin olusur ve bdylece

spermatozoanin bas kisminin sekil almasi ve yolculugu sirasinda genom igin
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guvenilir kosullar olusturulmus olur (Gardiner-Garden ve ark 1998, Govin ve ark
2007, Laberge ve Boissonneault 2005).
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Sekil 1.15. Spermatogenez, fertilizasyon ve erken embriyo gelisimi sirasinda
kromatin yeniden sekillenmesi ve epigenetik modifikasyon degisiklikleri (Ge ve ark
2017).

Memeli sperm kromatini ¢ bélimden olusur; protaminlere baglanan DNA
bolumi, histonlara baglanan DNA bolimu ve sperm cekirdek matriksine baglanan
DNA bolimi. Protaminlerin icerdikleri ylksek sistein rezidileri ile toroidal
kromatin yapilar: arasinda disulfit baglari olusur. Her toroidal alt tinitede yaklasik 50
kb DNA paketlenir. Her toroid DNA'min bir halka boélgesine ve baglayici boélge
matriksine bagli bolgelere sahiptir (Sekil 1.16). Her protamin toroidi, bir DNA ilmek
domeyni olarak kabul edilir (Govin ve ark 2004). Bu model, toroidlerin sikistirilmasi
ve istiflenmesiyle protaminlere bagli DNA'min hasardan korundugunu, ancak
baglayic1 bolgelerin ve histona bagli DNA bélgelerinin endoniikleazlar tarafindan
olusturulan DNA hasarina maruz kaldigin1 goéstermektedir (Vara ve Ruiz-Herrera
2021).
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Sekil 1.16. Protaminlerle yeniden modellenmis sperm kromatini (Yamauchi ve ark
2011).

Protaminler, DNA'y1 siki bir sekilde paketlenmis toroidler halinde sararak
kristalize bir yogunlasma durumuna neden olur (Sekil 1.17). Sperm DNA's1, sperm
nikleer matriksi tarafindan organize edilerek ilmekler halinde sarilir. Bu, DNA'nin
cogunun protamin toroidlerine sarilip, her toroid arasindaki DNA'min nikleer

matrikse baglanmasiyla gerceklesir (Vara ve Ruiz-Herrera 2021).
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Sekil 1.17. Histon-protamin degisimine ve kromatin dinamiklerine genel bir bakis
(Moritz ve Hammoud 2022).

1.2.3. Kromatin Yeniden Modellenmesinin Molekiler Diizenlenmesi

Spermatozoalarin benzersiz kromatin yapisi, en yogunlastirillmis DNA'ya
sahip olan okaryotik hucreler arasinda yer almaktadir. Protaminler, spermiogenez
sirasinda histonlarin yerini alarak DNA baglayici protein olarak kullanilir ve sperm
DNA'sin1 sikica paketlenmis toroidler halinde sarar. Bdylece sperm DNA'sinin
blytk kismi, protaminler tarafindan kristal kafes icinde yogunlastirilir, paternal
DNA'sinin sadece kigik bir kismi ise, histonlarin varhigini surdirdiigi, nikleazlara
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ve diger DNA baglayict proteinlere duyarli kalmaya devam eder. Bu, erken
embriyoda paternal genom fonksiyonunun baslatilmas: igcin 6nemli olabilen bélgeleri
icerir. Protamin baglanmasinin diger bir yonu, zigota molekuler talimatlar veren aktif
sperm kromatin merkezlerinin korunmasidir. Bu nedenle, protaminler spermatozoada
paternal genomun korunmasi igin kritik bir rol oynamaktadir (Alvarez-Gonzalez ve
ark 2022, Govin ve ark 2004).

Spermiogenez slrecinde paternal genom organizasyonunda carpict bir
yeniden dizenleme vardir. Bu kromatin yeniden dlizenleme sirecinde nihai amag
protamin-histon yer degisikligi olsa da arka planda ¢ok sayida molekdler oyuncu ve

mekanizma yer almaktadir ve slre¢ asama asama ilerler (Sekil 1.18).

Bu sirecte histon varyantlarinin dinamik ifadesi dikkat c¢ekmektedir.
Nikleozomlar, daha 6nce de bahsedildigi gibi, klasik (kanonik) H2A, H2B, H3 ve
H4 histonlarini ve H1 histonunu icerir. Ancak gen regulasyonu, DNA tamiri, 6zel
kromozom bdlgelerinin organizasyonu gibi farkl: islevlerde rol oynayan kanonik
olmayan histon varyantlari da kesfedilmistir. Memelilerde en korunmus olan1 H4
olup ¢ok az turde varyanti bulunmustur ancak memelilerde herhangi bir varyanti
bugline kadar belirlenmemistir (Rathke ve ark 2014). Baz: histon varyantlari tim
doku ve hicrelerde ifade edilirken bazi varyantlarin bazi dokulara, 6rnegin erkek

germ hucreleri gibi, 6zgi oldugu gorulmustdr.

Memelilerde 11 farkl histon 1 varyanti tespit edilmistir. Bunlardan HL1t,
H1T2 ve HILS1 varyantlarinin testise 6zgi ifade edildigi ortaya konmustur(Happel
ve Doenecke 2009). H1t, haploid germ hiicrelerinde histon-protamin yerdegisimi
oluncaya kadar ifade edilir (Martianov ve ark 2005, Tanaka ve ark 2005). Spermatid
cekirdeginde H1T2’nin akrozomun altinda apikal kutupdaki kep-benzeri yapida
lokalize oldugu gosterilmistir. Bu spesifik lokalizasyonun muhtemelen sperm
cekirdegine polarite kazandirdigi ve DNA’nin dogru kondenzasyonu igin gerekli
olabilecegi dustinulmektedir (Catena ve ark 2006). Spermatide 6zgi HILS1 varyanti
ise uzamis spermatidde yogun bir sekilde ifade edilir(lguchi ve ark 2003, Yan ve ark
2003). Spermiogenezin bu ge¢ asamasinda, ¢ok az histonun yer aldigi bu asamada,
HILS1’in yogun ifadesinin olmasi, histonlaribaglamaktan ziyade farkli islevleri
olabilecegini diistindtrmektedir (Sekil 1.18) (YYan ve ark 2003).
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Sekil 1.18. Sperm kromatininin yeniden modellenmesinde molekiiler suregler
(Rathke ve ark 2014).

H2 varyantlarindan H2A.X ve H2A.Z spermiogeneze kadar erkek germ
hicrelerinde ifade edilirken kromatin yeniden organizasyonunda kayboldugu
gozlenmistir (Greaves ve ark 2006, Jayaramaiah Raja ve Renkawitz-Pohl 2005,
Leduc ve ark 2008, Rathke ve ark 2007). Yine spermiogenez surecinde farkli H2A ve
H2B varyantlarinin ifade edildigi ortaya konmustur. Testise 6zgi H2A ve H2B
varyantt olan TH2A ve TH2B testiste ifade edilir ve spermatid gekirdeklerinin
yogunlagmas: sirasinda her ikisi de yavas yavas kaybolur (Kim ve ark 1987,
Tanphaichitr ve ark 1978). Ancak insanlarda, TH2B’nin olgun spermlerde saptandigi
bildirilmistir (Van Roijen ve ark 1998). Spermatide 6zgii H2B varyant: olan ssH2B
varyant: ise, yuvarlak spermatidlerde spesifik olarak ifade edilir ve kromatinden
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histonlarin ayrilmas: ve yeniden kondenzasyonu sirasinda kaybolur (Chadwick ve
Willard 2001, Moss ve ark 1989). Kanonik olmayan H2A.B.bd ise testislerde
ozellikle yuksek diizeyde asetilayon sirasinda bol miktarda bulundugu gosterilmistir
(Chadwick ve Willard 2001). In vitro ¢alismalarda H2A.B.bd varyantinin, kromatini
kararsizlastinp acabildigi gosterildiginden bu varyantin kromatinin yeniden
dizenlenmesine ve histonlarin gegis proteinleri tarafindan yer degistirmesine
yardimci olabilecegi dusunilmektedir (Bao ve ark 2004, Gautier ve ark 2004,
Ishibashi ve ark 2010). H2A ve H2B varyantlarindan H2AL1, H2AL2, H2AL3 ve
H2BL1 varyantlarinin, pakiten spermatositlere kiyasla yuvarlak ve uzayan
spermatitlerde gicli bir sekilde ifade edildigi, H2BL2 varyantinin ise, mayoz ve
mayoz sonrasi asamalarda ¢ok dustk seviyelerde bulundugu rapor edilmistir (Govin
ve ark 2007). H2AL1 ve H2AL2’nin spermatidlerin perisentrik bélgelerinde lokalize
oldugu o nedenle perisentrik heterokromatin organizasyonunda rol oynayabilecegi
bildirilmistir (Sekil 1.18) (Govin ve ark 2007).

iki kanonik H3.1 ve H3.2’ye ek olarak kanonik olmayan H3.3, H3t ve CENP-
A ile son zamanlarda H3.5 varyantlar: tammlanmistir (Schenk ve ark 2011, Szenker
ve ark 2011). H3.5 varyantinin spesifik olarak insan testislerinin seminifer
tibdllerinde ifade edildigi bildirilmistir (Schenk ve ark 2011). H3t varyantinin ise
erkek germ hiicrelerinde oldukca zengin oldugu somatik hiicrelerde disik miktarda
ifade edildigi tespit edilmistir (Tachibana ve ark 2008, Trostle-Weige ve ark 1984).
H3t, spermatogonyada, spermatositlerde ve erken spermatidlerde saptanmistir (Sekil
1.18) (Trostle-Weige ve ark 1984). Ayrica erkek germ hicrelerinde CENP-A
sentromerlerle iliskilidir ve olgun spermde kalict oldugu gorilmustur (Loppin ve ark
2001).

Spermiogenez surecinde transkripsiyon ve translasyon siki bir sekilde kontrol
altinda tutulmaktadir. Post mayotik asamada erken yuvarlak spermatid asamasinda
gen aktivasyonu hayli yuksekken spermatid maturasyonu ilerledikge trankripsiyonel
aktivasyon tedricen azaldigi ve ge¢ spermatidde tespit edilemez oldugu belirlenmistir
(Sekil 1.19) (Kierszenbaum ve Tres 1975). O yiuzden yuvarlak spermatid asamasinda
protamin gecis proteini genleri transkribe edilir ancak mRNA’lar1 translasyona
ugramaz ve depolanir (Steger 1999). Spermiogenez ile ilgili genlerin, protamin
genleri de dahil, transkripsiyonu igin testis-spesifik TATA kutusu baglanma proteini

ile iliskili faktor (tTAF)’lerin gerekli oldugu rapor edilmistir(Hiller ve ark 2004,
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White ve Heasman 2008). Memelilerde TAF7L ve TAF4b gibi TAF proteinleri
tanimlanmistir (Falender ve ark 2005, Pointud ve ark 2003). Ge¢ spermatidde
translasyon diizenlenmesinin mRNA’larin fonksiyonel bélgelerinden gerceklestigi,
ornegin protamin  MRNA’simin 5'-UTR Uzerinden baskilandigi, translasyonel
aktivasyonunun ise agik okuma cercevesi Uzerinden gerceklestigi ortaya konmustur
(Barckmann ve ark 2013).Uzamis spermatid asamasina gegildiginde ise depolanmis
mRNA’larin segici translasyonu baslar. Bunlar arasinda protamin mRNA’lar1 da
vardir (Barckmann ve ark 2013, Jayaramaiah Raja ve Renkawitz-Pohl 2005, Rathke
ve ark 2014).

Mitotik Faz Mayotik Faz Spermiyogenez

Transkripsiyon Fazi

Yuvarlak Uzamig Olgun

Kok Hiicre Spermatogonya Spermatosit spermatidler spermatidler it

Transkripsiyon Fazi

Sekil 1.19. Spermiogenez surecinde gen ifadesinin regulasyonu (Rathke ve ark
2014).

Histon-protamin yerdegisiminde ilk asama histonlarin hiperasetilasyonudur.
Histon asetiltransferazlarca dizenlenen bu mekanizmada muhtemelen histon
deasetiltransferazlarin baskilanmas: ya da degredasyonu da es zamanli devam eder
ve boylece kromatin gevser. Saperonlar kromatin yapinin  gevsemesini
kolaylastirmak (zere histon varyantlarini tasiyarak surece istirak ederler (Park ve
Luger 2008). Testise 6zgu histon saperonu TNASP, H1t’ye baglanirken (Alekseev ve
ark 2005), bir diger testise 6zgu saperon olan HSPA2 gegis proteinleriyle etkilesim
kurar (Govin ve ark 2006). Son zamanlarda kanonik histon saperonu CAF1’in de
protaminlerin birikiminde gerekli oldugu gosterilmis ve protamin saperonu olarak is
gorebilecegi Onerilmistir(Doyen ve ark 2013). Histon varyantlariyla yer degistiren
kanonik histonlarin poliubikitinlenerek proteozomlarda yikildigi distnilmektedir
(Rathke ve ark 2014). Farelerde proteazomlarin, spermatid uzamas: sirasinda
akrozomal vezikilin ana hatlart boyunca yerlestigi gosterilmistir (Berruti ve

Martegani 2005). Ayrica her ne kadar calismalar az da olsa testise 6zgl proteozom
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alt Unitelerinin gosterilmesi yiksek miktarda histon degredasyonunun proteozom
araciligiyla olacag: distincesini desteklemektedir (Berruti ve Martegani 2005, Zhong
ve Belote 2007).

Bromodomeyn proteinleri asetil isaretlerine baglanarak, kromatinin daha da
ileri duzeyde gevsemesi igin kromatin remodeling komplekslerinin toplanmasini
kolaylastirirlar (Moriniére ve ark 2007). Bu sirada topoizomeraz Il tarafindan DNA
kiriklarinin - olusturulur.  Spermiogenez esnasinda gecici DNA  kiriklarinin
gorulmesinin sebebinin muhtemelen histonlarin uzaklastirilmas: sirasinda olusan
stpersarmallart duzeltmek oldugu dustuntlmektedir (Smith ve Haaf 1998). Farede
uzamis spermatidde topoizomeraz Il ifadesinin tespiti memelilerde spermiogenezde
DNA ipliklerinin kontrolli yikiminda bu enzimin is gordigiune kanit olarak
gosterilmistir (Laberge ve Boissonneault 2005). Topoizomeraz Il olusturdugu
kiriklart kendi onarabilir. Uzamis spermatidde Topoizomeraz Il beta (TOPIIB)
enziminin fosforile H2AX ile ayn yerlerde gosterilmesi DNA cift iplik kirigindan
sorumlu olduguna isaret etmektedir. Ayrica TOPIIB tarafindan kirilan DNA
bolgelerini tamir ettigi bilinen tirozil-DNA fosfodiesteraz 1 (TDP1) enziminin de
uzamig spermatidde tespiti bu gorusi desteklemektedir. Ancak bu surecte baska
DNA tamir mekanizmalarinin da genom bitinlGguni saglamak Uzere is gordigine
dair calisma bulgular: da bulunmaktadir (Cabrero ve ark 2007, Meyer-Ficca ve ark
2009, Meyer-Ficca ve ark 2005).

Iyice gevsemis kromatinden histonlarin gecis proteinleriyle, muhtemelen
saperonlarin tasidigi, yer degisimi artik mudmkdn olur. Histonlarin ¢ikarilip
protaminlerin organize olmasi arasindaki zaman diliminde kromatin bileseninin
%90’1inda gecis proteinleri bulunur (Meistrich ve ark 2003). Gegis proteinlerinin
islevleri hala tam olarak aciklik kazanmamis olmakla beraber TP1’in DNA'nin erime
sicakhgini distrdigl, nikleozomal DNA'y1 gevsettigi ve topoizomeraz Il'nin
islevini kolaylastirdig1 disunulmektedir (Akama ve ark 1999, Meistrich ve ark
2003). Her iki gecis proteininden yoksun farelerde yapilan c¢alismalar histon-
protamin yer degisiminin buyik oranda gergeklesebildigini ama kromatin
yogunlasmasinda diizensizlikler oldugunu gostermistir. Ustelik artan DNA kiriklar,
epididimal sperm sayis1 azhig:r ve infertilite saptanmistir (Zhao ve ark 2004).
Kromatin remodeling komplekslerinin gecis proteinleri tarafindan histonlarin

degistirilmesine rehberlik ettigi dusuntlmektedir. Remodeling komplekslerinin erkek

35



germ hucrelerinde ifadesinin tespit edilmemesine karsilik yuvarlak spermatidlerde
tespit edilmesi, SHIP1 ve SWI/SNF gibi, bu dislinceyi desteklemektedir (Choi ve
ark 2008, Dhar ve ark 2012).

En sonunda gegis proteinleri protaminlerle yer degistirerek Ust dlzey
kromatin yap: kazandirilmis olur. Protaminlerle yer degistiren gecis proteinlerinin
ubikitinlenerek proteozomlarda yikima ugradigi 6ngorilmektedir (Rathke ve ark
2014). Sperm kromatininin adim adim gerceklesmesinde temel molekiler
mekanizmalar agiga c¢ikarilmis olmakla beraber hala tam olarak aciklik kazanmay:
bekleyen yonleri  bulunmaktadir. Ancak sperm genomunun %85-90’1nin
protaminlerle yer degistirerek kromatininin yeniden dizenlendigi bu c¢arpici sirecin
blyuk bir dizen icinde asama asama gerceklestigi ve siki kontrol altinda yurudigi

asikardir.

1.3. Protaminler

Protaminler, ge¢ spermatidler ve olgun sperm hicrelerinde bulunan ana
nikleer proteinlerdir. Protaminler, insan sperminde ge¢ spermiogenez sirecinde
meydana gelen bir degisiklikle sperm cekirdek histonlarinin yaklasik %85-90’1n1
olusturur. Sperm histonlarinin protaminlerle degistirilmesinin, sperm motilitesini
artirma, sperm DNA'simin korunmasi ve erkek genomunun resetlenmesi veya

isaretlenmesi gibi faydalar sagladig: diistinilmektedir (Lachaise ve Feyereisen 1976).

Insan sperminde iki farkl tiirde protamin proteini bulunur; P1 ve P2. P1
proteini 50 amino asitten olusur ve arginin ve sistein acisindan zengindir. P2
proteininin ise degisen uzunluklara sahip t¢ izoformu bulunur. P2, tek bir genden
ifade edilmekle birlikte amino terminus bolunmesi nedeniyle uzunluklar: degisebilir.
Bu bolinme sonucunda, dncu proteinden tireyen P2, 103 amino asitten 53 amino
aside indirgenir (Sekil 1.20) (Zquez ve ark 2008).
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Sekil 1.20. Protamin genlerinin (PRM1 ve PRM2) genomik transkripsiyon,
translasyon ve isleme stireclerinin sematik gosterimi (Oliva 2006).

1.3.1. Protamin 1 ve 2 Genleri

Insanlarda Protamin 1 ve 2 (swrasiyla PRM1 ve PRM2) genleri kromozom
16'da lokalize olup her iki gen de 2 ekzondan olusmaktadir (Sekil 1.21).
Spermatogenez surecinde, Protamin 1 ve 2 genleri, ilk olarak spermatositlerde ve
daha sonra spermatidlerde ifade edilir. Protamin proteinlerinin histonlara gére daha
az sayida amino asitten olusmas: ve yiksek arginin icermesi, sperm hicrelerinin

genetik materyalini yogunlastirmalarina yardimci olur (Oliva 2006).

1.3.2. Protamin 1 ve 2 Proteinleri

Protamin 1 ve 2 proteinleri arjinin ve sisteince zengin disuk molekil
agirhginda yuksek derecede bazik proteinlerdir. Protamin 1 ve 2 proteinleri benzer
yapisal 6zelliklere sahip olup aralar bazi farkhiliklar da vardir. Protamin 2 ailesi (P2,
P3 ve P4), tek bir genden kodlanmakla beraber, proteolize ugrayarak N ucunda 1-4
rezidl uzunluk farki olacak sekilde uretilir (Oliva 2006).
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Sekil 1.21.PRM1 ve PRM2 gen yapilarinin sematize edilerek gosterimi. Her iki gen
de kromozom 16’da lokalizedir (Zquez ve ark 2008).

Protamin 1'in DNA baglanma 6zelliginin, Protamin 2'den daha yiliksek oldugu
rapor edilmistir. Bu nedenle, sperm hicrelerinin niikleer yeniden diizenlenmesinde
Protamin 1’in daha 6nemli rol oynadigi dustintlmektedir. Protaminlerin benzer
yapilari,, onlarin ayn islevi yerine getirmesini saglar ve her iki protein de
spermhiicrelerinin genetik materyalini yogun bir sekilde paketleme siirecinde énemli
bir rol oynar (Oliva 2006).

1.4. Erkek infertilitesi

Infertilite, 12 ayhk duzenli, korunmasiz iliskiden sonra gebe kalamama
durumunu ifade eder ve tim ciftlerin yaklasik %15 ila %20'sini etkiler. Infertilite
ilgili yapilan arastirmalar, erkek infertilitesinin dnemli bir faktor oldugunu ortaya
koymaktadir. Bu durum, ciftlerin birlikte yasamalari nedeniyle hem erkek hem de
kadin esler icin klinik sorun haline gelmektedir. Erkeklerdeki tireme yetmezligi veya
disfonksiyonuyla ilgili faktorlerin belirlenmesi, dogru tan1 ve tedavi yaklasimlarinin
gelistirilmesi agisindan biylk 6nem tasimaktadir (Organization 2021, Vander Borght
ve Wyns 2018).

38



1.4.1. Erkek infertilitesinin Nedenleri

infertilite vakalarda siklikla erkek tireme disfonksiyonu ve yetmezliginin rol
oynadig1 bilinmektedir. Erkek infertilitesine yol acan nedenlerin birgogunun
sonradan olustugu ve bazilarini genetik kdkenli oldugu bilinmektedir.

Erkek infertilitesinin teshisi igin, bir dizi test ve tibbi muayene gereklidir.
Semen analizi, hormon testleri ve genetik testler gibi testler, infertilite sebebini
belirlemeye yardimci olabilir. Infertilite tedavisi, infertilite sebebine ve ciddiyetine
bagli olarak degisebilir. Bazi durumlarda, yasam tarzi degisiklikleri veya ila¢
tedavileri etkili olabilirken, diger durumlarda tip bebek gibi yardimci Ureme
teknolojilerine basvurmak gerekebilir.

Erkek infertilitesi nedenleri;

e Genetik problemler,
e Hormonal dengesizlikler,

o Fiziksel ve Cevresel faktorler, olmak tizere ti¢ farkl: grupta incelenebilir.
Genetik Faktorler

Genetik faktor, erkek Ureme saghgini etkileyen énemli etkenlerdir ve infertilite
problemlerinin teshis ve tedavisinde dikkate alinmasi gereken noktalardir (Kosar ve
Ozgelik 2007).

Erkek infertilitesi ile iliskili olarak bilinen genetik faktérler 3 grupta ele

alinabilir;

e Kromozomal Anomaliler
e Mikrodelesyonlar

e Molekuler Bozukluklar

Kromozom anomalileri, infertil erkeklerde normal populasyona kiyasla (%0.5'e
karsilik) daha yiiksek bir oranda (%5.8) goriilmektedir. Bu durum, genetik faktorlerin
erkek infertilitesinde 6nemli bir rol oynadigint ve kromozom anomalilerinin ireme
saghgin etkileyebilecegini gostermektedir (Dlizcan ve ark 2003).Infertil bireylerde,
cinsiyet kromozom anomalileri otozomal kromozom anomalilerine gore daha sik

goralar. Cinsiyet kromozom anomalileri, infertil vakalarda %4.2 oraninda

39



bulunurken, otozomal kromozom anomalileri ise %1.5 oraninda go6zlenmektedir
(Johnson 1998, Stansfield 1969).

Yapisal kromozom anomalileri, delesyon, inversiyon, dublikasyonu veya
translokasyonseklinde  gergeklesir. Bu anomaliler, kromozomlarin  yapisal
batinlugunt etkileyerek genetik materyalin diizgiin bir sekilde islev gormesini
engelleyebilir. Bu yapisal kromozom anomalileri, erkek infertilite %10’unu olusturan
sebeplerdendir (Van Assche ve ark 1996).

Sayisal kromozomal anomaliler, hiicrelerde tim kromozomlarin coklu
kopyalarin: iceren poliploid hiicreler veya bir veya daha fazla kromozomun ilave
veya eksik oldugu anoploid hicreler seklinde simiflandirilir (Van Assche ve ark
1996). Klinefelter sendromu, miks gonadal disgenezi ve XYY sendromu, bu grup
hastaliklara 6rnek olarak verilebilir. Klinefelter sendromu, en sik gorilen cinsiyet
kromozom bozuklugudur ve Azospermik vakalarda Klinefelter sendromuna %14

oraninda rastlanmaktadir (Kosar ve Ozgelik 2007).

Erkek infertilitesine sebep olan bir diger grup mikrodelesyonlar olarak
stniflandiriimaktadir. Bu delesyonlar farkli uzunlukta olabildiginden kromozomal ya
da molekiler bozukluk simifina girmesi konusunda net bir gruplandirma
yapilamamaktadir. Azospermik erkeklerin bir kisminda, Y kromozomunun uzun
kolunda (YQgll) spermatogenezi diizenleyen bir genomik bdlge tanimlanmisve bu
bodlge azospermi faktor bolgesi (AZF) olarak isimlendirilmistir. Y kromozomunun bu
bolgesindeki  delesyonlar, sperm Gretimini etkileyerek azospermiye neden
olabilmektedir. AZF bdlgesi, erkek infertilitesinin genetik kokenli oldugu
durumlarda énemli bir rol oynamaktadir (Kent-First ve ark 1999, Tiepolo ve Zuffardi
1976). AZF bolgesinde bulunan genler, sadece spermatogenezle iliskili olan
genlerdir. Bu nedenle, bu bolgedeki delesyonlar, fenotipik bozukluklara neden
olmadan izole spermatogenez defektine (siddetli oligospermi veya azospermiye) yol
acabilir. Bugln, Y kromozomunun uzun kolunda, infertil erkeklerde delesyona
ugradig: ve her birinin spermatogenezin farkli asamalarinda etkili oldugu gosterilen
en az 3 bolge (AZF a, AZF b ve AZF c) bilinmektedir (Kent-First ve ark 1999).

Yine bir diger mikrodelesyon bolgesi Y kromozomunun p kolunda PAR1

bolgesine yakin lokalize olan SRY gen bdlgesidir.SRY o6zelikle testis gelisiminden
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sorumludur. Mayoz bélinme sirasinda kusurlu gerceklesen rekombinasyon sonucu
SRY geninin kayb: erkek infertilitesi ile iliskilendirilmektedir (Anik ve ark 2013).

Erkek infertilitesine yol acan diger genetik bozukluklar ise molekdler
diizeydeki bozukluklardir. Otozomal resesif gegisli bir konjenital hastalik olan Kistik
fibrozis bunlardan birisidir. Hastalik, zarda bulunan bir klor tasima kanalini kodlayan
CFTR genindeki varyasyonlara bagl olarak gelisir. CFTR genindeki varyasyonlar
ejekilator kanal, seminal vezikul, vas deferens ve epididimisin distal 2/3'lnin
olusumunu etkiler. Bu nedenle, CFTR genindeki varyasyonlar vas deferens
agenezisine (vas deferensin gelismemesi) yol acar. Vas deferens agenezisinde sperm
tasima kanallarinin tamamen veya kismen olusmamaktadir. Dolayisiyla CFTR
genindeki varyasyonlar infertiliteye neden olmaktadir (Hargreave 2000, Quinzii ve
Castellani 2000).

Siliali hicrelerin aksonemlerindeki bazi defektleri iceren bir¢cok sendrom
tanimlanmistir. Bu sendromlar arasinda Kartagener sendromu ve Usher sendromu,
Iyi bilinen orneklerdir. Kartagener sendromu, siliali hucrelerin aksonemlerindeki
yapisal anormalliklere bagli olarak solunum yollar: ve tUreme sistemini etkileyen bir
genetik bozukluktur (Rutland ve De longh 1990).

Otozomal dominant olarak kaltilan bazi hastaliklar, infertiliteye neden olabilen
belirli etkileri beraberinde getirebilir. Bunlardan biri, kas zayifligi ve atrofi, katarakt
ve endokrinopatiler gibi belirtilerle seyreden Myotonik distrofi olarak bilinen bir
hastaliktir. Bu hastalik, 19.kromozomda bulunan bir genin CTG trinikleotid
tekrarindaki artis sonucu ortaya ¢ikar. Myotonik distrofi, sperm kapasitasyonunda
defektlere ve akrozom kaybina yol acabilir, dolayisiyla erkek infertilitesine katkida
bulunabilir (Elsawi ve ark 1994).

Erkek infertilitesinde en sik rastlanan bozukluklardan biri Kallman
sendromudur. Kallman sendromunda, X kromozomunun uzun kolunda yer alan Kal
(Xp22.3) genindeki bir varyasyon, hipotalamustan GnRH sekresyonunda bozulmaya
neden olmaktadir (Bick ve ark 1992).

Prader-Willi sendromlu hastalarin kromozom 15'in kisa kolundaki bir
varyasyon veya delesyon (15911q13) bulunur. Bu varyasyon veya delesyon

genellikle hastanin babasindan gecer (Shah ve ark 2003).
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Hormonal Faktorler

Hormonlar, biyume faktorleri, reseptorleri ve ilgili sinyal transdiiksiyon
proteinleri, varyasyonlara ugrayabilir ve hipotalamik pitliter gonadal aksi
etkileyebilir. Bu durum nadir gorulen rahatsizliklar olsa da ciddi erkek infertilite
bozukluklarina yol agabilir. Genellikle, bu rahatsizliklar, endokrin veya humoral
regulasyonda rol alan spesifik genlerde meydana gelen varyasyonlar, kugik
delesyonlar veya polimorfik genislemeler nedeniyle ortaya cikar. Bu genetik
degisiklikler, hormonlarin dretiminde, salimiminda veya hedef organlardaki
etkilerinde bozulmalara yol acarak treme fonksiyonlarini etkileyebilir (Kosar ve
Ozgelik 2007).

GnRH'min anormal salinimi ve sentezi ayrica GnRH salimimini takiben FSH
ve LH disuk dizeyde saliniminin anotomik bir sebep olmaksizin olusmasi,
idiyopatik hipogonadotropik hipogonadizm (IHH) olarak adlandirilan bozukluklara
yol acar. Bu durumda,spermatogenezis yetersiz hale gelir (Kosar ve Ozcelik 2007).

LH ve FSH hormonlar, hipofiz bezinden salgilanir ve dogal olarak inaktif
olan LH (luteinizan hormon) dretimine neden olan varyasyonlar genellikle
virilizasyon bozukluguna yol acar. Bu durumda bozulmalara yol acarak (reme
fonksiyonlarinn etkileyebilir (Kosar ve Ozgelik 2007, Shah ve ark 2003).

Fiziksel ve Cevresel Faktorler

Fiziksel sorunlar, ejakilasyon yollarinin tikanmasina ve sperm uretiminin
engellenmesine neden olabilir. Ozellikle varikosel olarak bilinen sperm kanallarinin
genislemesi, infertilite sorunlarindan biri olarak erkeklerin yaklasik %40'1n1 etkileyen
en yaygin problemlerden biridir. Varikosel, testislerin etrafindaki damarlarin
genislemesiyle karakterizedir ve bu durum sperm Uretimi Uzerinde olumsuz bir
etkiye sahip olabilir. Sperm kanallarinin dizgiin bir sekilde calismasini engelleyebilir

ve sonug olarak fertilite sorunlarina yol agabilir (Vickers 2017).

Erkekler, calisma alanlarinda infertiliteye Oncilik eden c¢oziciler,
insektisitler, yapistiricilar, silikonlar ve radyasyon gibi tehlikeli maddelere maruz
kalabilmektedir. Bir¢ok endistriyel is ve meslek, erkekleri bu potansiyel zararh
maddelere maruz birakabilir. Ornegin, bazi endustrilerde kullanilan ¢oziicuiler ve
insektisitler, spermlerin normal gelisimini etkileyebilir ve Ureme saghgini olumsuz
etkileyebilir. Yine yapistiricilar ve silikonlar gibi kimyasal maddeler, hormonal
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dengenin bozulmasina ve sperm dretiminde azalmaya yol acabilir. Ayrica, bazi
mesleklerde radyasyona maruz kalma riski bulunmaktadir. Radyasyon, sperm
hlcrelerinin yapisini ve fonksiyonunu etkileyebilir, bu da infertilite riskini artirabilir.
Bu nedenle, erkeklerin calisma ortamlarinda bu tur tehlikeli maddelere maruz kalma
durumlarina dikkat etmeleri ve gerekli onlemleri almalart 6nemlidir (Krausz ve
Riera-Escamilla 2018, Mustafa ve ark 2019, Rim 2017).

1.4.2. Agiklanamayan Infertilite

Aciklanamayan infertilite, infertil ciftler arasinda en sik rastlanan tanilardan
biridir. Bu durumda altta yatan pek ¢ok olasi neden ileri suriilmis olmasina ragmen,
aciklanamayan infertilite terimi, temel tetkiklerde (sperm analizi, ovulasyon testleri,
tubal patolojileri degerlendiren) herhangi bir anormallik tespit edilemeyen olgularda

infertilite nedeninin bulunamamas: durumunu ifade eder (Medicine 2008).

Aciklanamayan infertilite, yayginlik agisindan %22 ile %28 arasinda degisen
bir orana sahiptir. Korunmasiz gecen 12 ayhlk siire sonrasinda ciftlerin yaklasik
%84'U, 2 yilin sonunda ise %92'si gebelik elde edebilmektedir. Rutin fertilite
aragtirmalarinda yer alan testler, Greme sisteminin degerlendirilmesinde kapsayici
olmaktan uzak ve kuguk anomalileri degerlendirmede yetersiz kalabilmektedir.
Aciklanamayan infertilite etiyolojisinde, basta immuinolojik, genetik ve
endokrinolojik faktorler olmak Uzere pek cok farkli sebep oOne slrilmustir.
Aciklanamayan infertilite vakalart incelenirken, bu gercekler g6z o6nunde
bulundurulmali ve tanmi konmas: asamasinda gercek aciklanamayan infertilite

durumlar dikkate alinmalidir (Brandes ve ark 2010, Collins ve Crosignani 1992).
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2.GEREC VE YONTEM
2.1. Calismada Kullanmlan Cihaz ve Kimyasallar
2.1.1. Cahsmada Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar ve kimyasallar Cizelge 2.1 ve Cizelge 2.2°de

verilmistir.

Cizelge 2.1.Calismada kullanilan cihazlar

Cihaz Marka

Guvenlik Kabini Sinif 11 Metisafe

Thermal Cycler Bio-Rad
Real-time PCR Roche

Santrifij Nive
Mikrosantrifuj (Sogutmali) Thermo Scientific
Otomatik Pipet Thermo Scientific
Nanodrop Spektrofotometri Thermo Scientific
-80 Derin Dondurucu Haier

-20 Derin Dondurucu Arcelik

+4 Buzdolab1 Ugur

2.1.2. Cahsmada Kullanilan Kimyasal ve Saf Malzemeler

Cizelge 2.2.Calismada kullanilan kimyasal ve sarf malzemeler ile markalar

Kimyasal/Sarf Malzeme Marka
Dulbacco’nin fosfat tamponlu su (DPBS) Gibco
Kloroform Merck
Ethanol Merck
2-propanol Merck
SYBR Green Qpcr Master Mix Thermo Scientific
cDNA Sentez Kiti Bio-Rad

15 ml falkon tip Kirgen
Nikleazfree Multicell
TRidity G Hibrigen
96- kuyucuk plate Costar Steril
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2.2. Hasta Secimi ve Orneklerin Ahnmasi

2.2.1. Hasta Segimi

Calismaya Selguk Universitesi Hastanesi, Tiip Bebek Merkezi, Androloji
Labaratuari’na rutin semen analizi icin basvuran ve onam formu alinan 17-45 yas
araliginda toplam 102 erkek birey dahil edildi. Bireylerin anamnezleri alinarak
fertilite durumlar: degerlendirildi. Bireylerin spermiyogramlari, Diinya Saghk Orgiitil
(WHO 2010) kriterlerine gore degerlendirildi (Cizelge 2.3-2.5). Spermiyogram
sonuclarina goére, 56 (%27.3) birey normozoopermi, 26 (%12.7) birey
oligozoospermi, 20 (%19,6) birey ise siddetli oligozoospermi olarak belirlendi. Tum
bu degerlendirmeler sonucu bireyler fertilite durumuna gore 3 gruba ayrildi. Fertil
grup: erkek infertilitesi olmayan ve semen degiskenleri normal olan 13 bireyden
olustu. infertil grup: erkek infertilitesi olan ve semen degiskenleri normal olmayan
28 bireyi icerdi. Aciklanamayan Infertilite: erkek infertilitesi olan ve semen
degiskenleri normal olan 18 bireyden olustu. Testikuler tumor, klinik varikosel, orsid
ve azospermiye sahip bireyler calismaya dahil edilmedi.

2.2.2. Orneklerin Alinmasi ve Semen Analizi

Semen ornekleri 2-7 ginlik cinsel perhiz sonras: alindi ve 37 °C'de 30-60
dakika boyunca likefaksiyon icin etlivde birakildi. Likefaksiyon sonrasi semen
ornekleri makroskopik ve mikroskopik olarak degerlendirildi. Makroskopik analizde,
gorintm, viskozite, likefaksiyon siresi, renk, hacim ve pH degerlendildi.
Mikroskopik analizde sperm konsantrasyonu ve motilite 6zellikleri makler sayim
kamerasi ile belirlendi. Sperm motilitesi, total sperm motilitesi (WHO sinif A+B+C),
progresif sperm motilitesi (WHO simf A+B) ve hizli progresif sperm motilitesi
(WHO simif A) olarak siniflandirildi.

WHO 2010 kriterlerine gore degerlendirilen semen parametreleri, sperm
konsantrasyonu, total sperm sayisi, total sperm motilitesi, progresif sperm motilitesi
ve hizli progresif sperm motilitesini icerdi (Cizelge 2.3 ve Cizelge 2.4). Sperm
konsantrasyonuna gore semen degiskenleri ¢ gruba ayrildi; Normozoospermi:
sperm konsantrasyonu: >15 milyon/ml, Oligozoospermi: 5-15 milyon/ml, Siddetli
Oligozoospermi: <5 milyon/ml. Total sperm sayisina gore: >39 milyon ve <39
milyon, total sperm motilitesine gore >%40 ve <%40, progresif sperm motilitesine

gore >%32 ve <%32 olmak lzere gruplara ayrildi.
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Cizelge 2.3. WHO Kiriterlerine Gore Semen Parametrelerinin Alt Referans Degerleri

Parametreler

En dusuk Referans Degerleri

Semen volimui (ml) 1.5(1.4-1.7)
Total sperm sayis1 (106) 39(33-46)
Sperm konsantrasyonu (106 / ml) 15 (12-16)
Total motilite (PR+NP, %) 40 (38-42)
Progressive maotilite (PR, %) 32 (31-34)
Vitalite (canl sperm, %) 58 (55-63)
Sperm morfolojisi (normal formlar, %) 4 (3.0-4.0)
pH >7.2
Peroksidaz-pozitif I6kosit (106 per ml) <1.0
Seminal ¢inko (umol/ejakdlat) >2.4
Seminal fruktoz (umol/ejakilat) >13
Seminal noétral glukozidaz (mU/ejakiilat) >20

Cizelge 2.4. Semen Degiskenlerinin Terminolojisi

Terim

Anlam

Normozoospermi
Oligozoospermi

Asthenozoospermi

Teratozoospermi

Oligoasthenoteratozoospermi

Azoospermi

Aspermi

Referans degerlerle tanimlanan normal ejakilat
Referans degerden diistik sperm konsantrasyonu
Motilite i¢gin referans degerden daha dusik
deger

Morfoloji icin referans degerden daha dusik
deger

Her Ug¢ degiskenin de bozukluguna isaret eder
Ejakiilatta hi¢ spermatozoa bulunmamasi

Hic ejakilat elde edilememesi
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2.2.3. Gen ifade Analizi

Calismada spermiogenez surecinde kromatin yeniden modellenmesinde is
goren PRM1 ve PRM2 gen ifadesi gPCR yontemi ile arastirildi. Bunun igin oncelikle
sperm orneklerinden RNA eldesi ve cDNA cevirimi gerceklestirildi. Daha sonra

hedef genlerin gen ifade duzeyleri gPCR yontemi ile belirlendi.

Total RNA izolasyonu

Toplanan hasta semen 6rneklerini 1500 rpm de 4 dakika santriflij edilmek
uzere steril 15 ml’lik falkon tidplere alindi. Santriflj sonrasi, slpernatant
uzaklastirilarak pelletin yikamasinin gerceklesmesi icin PBS eklendi. Daha sonra
tekrar 1500 rpm de 4 dakika santrif(ij edildi. Supernatant atildi ve pellete 1 ml Trizol
eklendi, pipetaj yapilarak pellet ependorf tipe aktarildi. Oda sicakhginda 5 dakika
bekletilen her bir 6rnegin Uzerine 200 pl kloroform eklendi, 5 dakika oda
sicakhginda bekletildi. Bekleme siresinin sonrasinda sogutmali santrifijde 12000
g’de +4°C’de 15 dakika santrifij edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatantlar yeni
ependorflara alindi, Uzerlerine 250 pl 2-propanol eklendi ve +4°C’de 30 dakika
edildi. inkiibasyon sonras1 12000 g’de +4°C’de 10 dk santrifiij edildi. Yikama islemi
icin santrifijden alinan her bir tlpteki supernatanta %70’lik etanol eklenerek tekrar
12000 g’de +4°C’de 5 dk santrifiij edildi. Her bir tlpteki supernatant atildi ve RNA
pelletleri kurumaya birakildi. Kuruyan pelletlerin tizerine 50 pl niikleaz icermeyen su
eklenerek ¢Ozdurildi. izolasyonu tamamlanan hasta semen ornekleri total RNA
konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in Nanodrop spektrofotometre cihazi ile 1ul
RNA o6rnegi alinarak 6lcim yapildi ve her 6rnek icin bu islem tekrar edilerek RNA
konsantrasyonlart ng/ul olarak elde edildi. Deney akisinda gerceklestirilen
basamaklar Sekil 2.1°de gorsel olarak da 6zetlenmistir. cDNA sentezi i¢in kullanilan
Kitin protokoliine uygun olarak 1 pg RNA 6rnegi kullanildi ve kalan ornekler -
80°C’de muhafaza edildi.
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- J : cpendorflara aliir, 1 glin inkiibe edildi. %707 1ik etanol ile yitkama alinarak lgiim yapilir.

islemi perceklestirilir.

Sekil 2.1. Total RNA izolasyonu deney asamalari
cDNA Sentezi

Total RNA’dan cDNA sentezi, Bio-Rad iScript™ cDNA sentez kiti (Katolog
no: 1708891) kullanilarak gerceklestirildi. Tek adimda gerceklestirilen sentez
sirasinda butun kimyasallar ¢ozdurildikten sonra her tup igerisinde 1 ng RNA, 5x
iScript Reaksiyon miks 4 ul, iScript Reverz transkriptaz 1 pl ve son hacim 20 ul’ye
nikleaz icermeyen su ile tamamlandi. Tulpler nazikge karistirildi. Reaksiyon
karisimlari cDNA sentezinin gerceklesmesi icin thermal cycler (Mycycler, Bio-rad)
cihazi kullanildi. 25°C’de 5 dk 6n hazirlik, 46°C’de 20 dk cDNA’ya ¢evrim, 95°C’de
1 dk reverz transkriptaz enzim inaktivasyon adimlari ile cDNA sentezi
gerceklestirildi. Elde edilen cDNA’lar gPCR analizlerinde kullanild:r ve kullanim

sonrasi -20’de muhafaza edildi.
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gPCR Analizi

gPCR analizi, “Fast SYBR Green Qpcr Master Mix” (Roche) kullanilarak
gerceklestirildi. Protamin 1 ve Protamin 2 hedef genleri ile referans olarak kullanilan

[-aktin genine ait primerler Cizelge 2.5°de gosterilmistir.

Cizelge 2.5. Protamin 1, Protamin 2, g-aktin genleri icin kullanilan spesifik primer
dizileri (I: ileri primer dizisi G: Geri primer dizisi)

[: 5’-CCGGAGCAGATATTACCGCC -3’
G: 5-’CTACATCGCGGTCTGTACCT -3’

[: 5-GCTGGAAGTTAAGAGAAAGTCAC -3’ (Amjad ve ark 2021)
F: 5’-CAACATTTATTGACAGGCGG -3’

[: 5-ACTCTTCCAGCCTTCCTTC-3 (Hsu ve ark 2005)
G: 5-ATCTCCTTCTGCATCCTGTC-3

NCBI primer tasarimi

Cizelge 2.6. gPCR analizi icin hazirlanan reaksiyon karisimi

Reaksiyon bileseni Miktar
SYBR Green qPCR Master Mix (2X) 5ul
Forward primer (50 uM) 0,25 ul
Reverse primer (50 uM) 0,25 ul
cDNA 2ul
Nikleaz icermeyen su 2,5l
Toplam 10 ul

Cizelge 2.6’ya gore hazirlanan karisim, Roche Light Cycler 1.2 gercek
zamanlh Real-Time PCR cihazina uygun 96°lik plate’lere konularak yerlestirildi ve
denatiirasyon, amplifikasyon ve soguma basamaklarindan olusan qPCR protokolii
Cizelge 2.7°de belirtildigi sekilde uygulandi.
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Cizelge2.7. gPCR protokoli

Denatirasyon 95°C’ de 10 dk
94°C’ de 30 sn

Amplifikasyon 60°C’ de 30 sn
72°C’ de 30 sn

Soguma 40°C’ de 30 sn

2.2.4. istatistiksel Analiz

PRM1 ve PRM2gen ifade dizeyleri, Ct degerleri (zerinden yorumland:.
Normalizasyon icin B-aktin geni kullamldi, 222t metodu ile semen degiskenlerine
ve fertilite durumlarina goére belirlenen gruplar arasinda gen ifade duzeyleri
karsilastirildr (Livak ve Schmittgen 2001).24€ degerlerinin hesaplanmasi sonucu 2
Uzeri kat artis ve azalislart anlamli ifade degisimleri olarak degerlendirildi. Ayrica
ACT degerleri Gzerinden PRM1/PRM2 oranlart belirlendi. Analiz edilen
parametrelerin normal dagihp dagilmadigini belirlemek igin Kolmogorov-Smirnov
testi uygulandi. Gen ifade dulzeyleri ve PRM1/PRM2 oranlari gruplar arasinda
Kruskal Wallis testi ve ikili grup karsilastirmalarinda Mann Whitney U testi

kullanilarak karsilagtirildi. P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlaml: kabul edildi.
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3.BULGULAR

3.1. Hastalarin Demografik Ozellikleri

Calismaya dahil edilen bireyler 17-45 yas araliginda olup ortalama yaslar1 29,8

idi. 56 normozoospermi, 26 oligozoospermi ve 20 siddetli oligozoospermi oldugu

belirlenen toplam 102 birey dahil edildi. Bu bireylerden 13’0 fertil, 28’i infertil ve

18’i aciklananmayan infertil

idi.

parametrelerine ait 6zellikleri verilmistir. Cizelge 3.2’de semen parametrelerine gore

degiskenlerin ve fertilite durumunun dagilimi gérilmektedir.

Cizelge 3.1. Calismaya Dahil Edilen Bireylerin Yas ve Semen Parametreleri

Degisken N Mean + SD Ortalama
Yas (yil) 102 29,8+ 6,6 29

Semen Volim (ml) 102 38+x14 3,5

Sperm Konsantrasyonu (ml’de 106) 102 23,5+20,8 17,5

Total Sperm Miktar: (ejakulatta 106) 102 86,1 + 86,5 60

Total Sperm Motilitesi (%) 102 58,6 £16,5 61,5
Progresif Sperm Motilitesi (%0) 102 46,9 £ 16,5 49

Hizh Progresif Sperm Motilitesi (%0) 102 73+59 6

Cizelge 3.2. Semen Parametrelerine gore Degiskenlerin ve Fertilite Durumunun

Dagilimi

Degisken N Ylzde %
Normozoospermi 56 27,3
Oligozoospermi 26 12,7
Siddetli Oligozoospermi 20 19,6
Total Sperm Motilitesi =%40 92 44,9
Total Sperm Motilitesi <%40 10 4,9
Progresif Sperm Motilitesi 2%32 85 415
Progresif Sperm Motilitesi <%32 17 8,3
Fertilite 13 6,3
infertilite 28 13,7
Aciklamayan infertilite 18 8,8

Cizelge 3.1’de bireylerin yas ve semen
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3.2. Gen Ifade Analizinin Sonuclan

Hastalardan alinan sperm &rneklerinden total RNA izolasyonu sonras: elde
edilen RNA’lann Kkantitatif ve Kkalitatif analizleri spektrofotometrik olarak
Thermoscientific Nano-drop cihazinda 6lgildi. Konsantrasyonu ve safligi uygun
olmayan 6rnekler calismaya dahil edilmedi. Asagida calismaya alinan bir hastaya ait

nanodrop analiz sonucu gosterilmistir (Sekil 3.1).

-H Load your sample and press the measure button,
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Sekil 3.1. Calismaya alinan bir hastaya ait nanodrop 6l¢iim sonucu

Deney grubumuzdaki oligozoospermi ve siddetli oligozoospermi hastalarinin
normospermi grubu hastalara gére PRM1 ve PRM2 gen ifade diizeyleri asagidaki
Cizelge 3.3° de gosterilmistir. PRM1 geninin ifade diizeyi normozoospermi grubuna
gore oligozoospermi grubunda 0,013 kat azalirken, siddetli oligozoospermi grubunda
ise 1,35 kat azalmistir. PRM2 geninin normozoospermi grubuna goére ifade dizeyi
oligozoospermi grubunda 0,074 kat azalirken, siddetli oligozoospermi grubunda ise
0,67 kat arttig1 tespit edilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Normozoospermi grubuna kiyasla oligozoospermi ve siddetli
oligozoospermi gruplarinda PRM1 ve PRM2 genlerinin ifade diizeyleri. Oligospermi
grubunda PRM1 gen ifade degisikligi sifira yakin oldugu igin grafikte

gosterilememistir.

3.3. PRM1 ve PRM2 Gen ifadelerinin Normalizasyon Sonuclari

Deney grubumuzdaki oligozoospermi, siddetli oligozoo ve normozoospermi
bireylerin PRM1 ve PRM2 genlerinin ifade duzeylerine gPCR yontemi ile analiz
edildi. 244t formiilii kullanilarak, B-aktine gére deney grubundaki oligozoospermi,
siddetli oligozoospermi ve normozoospermi bireylerinin PRM1 ve PRM2 gen ifadesi
dizeyindeki farkliliklar hesaplandi. Deney grubundaki oligozoospermi, siddetli
oligozoospermi ve normozoospermi bireylerin S-aktin genine gore PRM1 gen ifade
duzeylerinde, sirasiyla 5.08, 5.07 ve 4.33 kat azalis goruldi (Sekil 3.3).
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Kat degisimi

-5,2

B Normozoospermi Qligozoospermi m Siddetli oligozoospermi

Sekil 3.3. Normozoospermi, oligozoospermi ve siddetli oligozoospermi gruplarinda

PRM1 geninin ACT degerleri (#-aktin’e gore normalize edilmistir).

Deney  grubundaki  oligozoospermi,  siddetli  oligozoospermi  ve
normozoospermi bireylerin p-aktingenine gére PRM2 gen ifade dizeylerinin
sirasiyla 3.85, 5.09 ve 3.18 kat artis1 kaydedildi (Sekil 3.4).

Kat Degisimi

B Normozoospermi Qlipozoospermi B Siddetli olipozoospermi

Sekil 3.4. Normozoospermi, oligozoospermi ve siddetli oligozoospermi gruplarinda
PRM2 geninin ACT degerleri (f-aktin’e gore normalize edilmistir).
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3.4. PRM1/PRM2 Gen ifadelerinin Normalizasyonu Sonugclari

Calismamiza dahil edilen oligozoospermi, siddetli oligozoospermi ve
normozoospermi bireylerin p-aktingeni ile normalize edilerek elde edilen ACt
degerlerine gére PRM1/PRM2 oranlari belirlendi. Oligozoospermi, siddetli
oligozoospermi ve normozoospermi bireylerde PRM1/PRM2 oranlari sirasiyla
1.38;, 1.05 ve 1.17 olarak belirlendi (Sekil 3.5).

ACt(PRM1/PRM2)

1] — —

MNOrmozoospermi Oligozoospermi Siddetli oligoz oospermi

Sekil 3.5. Normozoospermi, oligozoospermi ve siddetli oligozoospermi gruplarinda
sperm ACtprvmyprv2  Oranlart ortalamazstandart sapma degerleri ile birlikte

gosterilmistir.

3.5. PRM1 ve PRM2 Gen ifadesinin ve PRM1/PRM2 oranlarimn Spermiyogram
Parametreleriyle liskisi

Semen degiskenlerine gore olusturulan gruplar arasinda PRM1 ve PRM2 gen
ifade dlzeyleri CT ve ACT degerleri ve ACtermiprm2 Oranlarinda istatistiksel olarak

anlamh bir fark gozlenmedi (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3.PRM1 ve PRM2gen ifade duzeyleri ile PRM1/PRM2 oranlarinin semen

parametreleri tizerine etkileri

N PRMI1 | PRM2 | delia CT PRMIL | delia CT_PRM2 [delia CT_PRMLPRM2
Mean £ 5D (Median)
Sperm Konsantrasyonu
= 15 milyon/ml 36 19,1+403(17,6) 2812090285  -50£3306,00) 405 £2,8 (4.2 14£0,9(1,3)
5-15 milyondm1 26 123 £45(17,6) 285170285  46£33054 4934058 1,0£0,6 0,9
< 5 milyonim1 M 202£49(196) 2824090285 A3 E36(5D 3,523,040 130,712
p-Value 0,601 0,654 0,777 0,063 0,120
Total Sperm Savis
39 milyon 64 189£39(17,6)  283£12028.5 513459 422345 14£09(1,3)
<39 milyon 38 190 £480187) 252107285 4336053 4N3347) 1,1 £0,61,09)
p-Value 0,434 0,547 0,301 0,230 0,203
Total Sperm Mo tilitesi
* %40 52 1945430187 2832110285 47 £35(58) 41%310,5 1,3£0,8(1,2)
< Bodi) 10 176541 ¢16,1) 2702070278  ST£ZI069) 44224053 13£0801,9)
p-Vale 0,123 0,368 0311 0,500 0,946
Progresif Sperm Mo tilitesi
> %32 35 194£42(18,7) 283120285 4835059 40324 13£0,8(1,2)
<932 17 18,6+43(163)  28,1£02(27,9) A7 43,3 (6,0) 4722055 110,711
p-Vatue 0241 0.641 0975 0,234 o308

Veriler ortalama =+ standart sapma, medyan (minimum-maksimum) olarak

sunulmustur.

3.6. PRM1 ve PRM2 Gen ifadesinin ve PRM1/PRM2 oranlarimin infertilite ile

Iliskisi

Calismamizda bireylerin fertilite durumlarina gére olusturulan gruplar arasinda
PRM1 ve PRM2 gen ifade diizeylerinin CT ve ACT degerlerinin ve ACtprm1/PRM2
oranlarinin farkliliklar: karsilastirildi. PRM1 gen ifadesinin fertilite durumlar: Gizerine
herhangi bir etkisi tespit edilmedi (Sekil 3.6). PRM2 gen ifadesinin ve PRM1/PRM2
oranlarinin fertil grubu ile hem infertil, hem de agiklanamayan infertil gruplar
arasinda istatistiki olarak anlamlu iliskisi belirlendi p<0.05) (Cizelge 3.4, Sekil 3.7 ve
Sekil 3.8). PRM2 gen ifadesinin infertil ve aciklanamayan infertil gruplarinda fertil
grubuna gore anlamli oranda arttigi, PRM1/PRM2 oranlarinin ise azaldig: tespit
edildi. Erkek infertilitesi ve agiklanamayan infertilite durumlar: kendi arasinda analiz
edildiginde anlamli bir fark gérulmedi (p>0.05) (Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.4. PRM1 ve PRM2 gen ifadesinin ve PRM1/PRM2 oranlarinin infertilite

durumlar ile iliski analizleri

Mean + SD (Median)

13 | 19744 | 28210 | -62+30 | 22227 20=12
(18.7) (28.6) (-6.9) 2.7 (1.9)
28 | 18143 | 282£09 | -54x25 | 45229 1206
(164 (28.3) (-6.1) (5.3) (LD
18 | 1890+35 | 28200 | 4332 | 40=19 1,106
(18.2) (28.7) 4.4 .7 (1.0)
(1-2)| 0239 0,845 0,287 0,005* 0,020%
1-3)| 0779 0.589 0,003 0,013* 0,034%
23| 0,150 0,901 0,280 0,839 0,770

Veriler ortalama + standart sapma,

sunulmustur.

medyan (minimum - maksimum) olarak
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Sekil 3.6. Fertilite gruplar arasinda ACterm1 degerlerinin karsilastirilmasi
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Sekil 3.7 Fertilite gruplar: arasinda ACtPRM2 degerlerinin karsilastiriimasi
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Sekil 3.8 Fertilite gruplar: arasinda ACtprmuprmz degerlerinin Karsilastiriimasi



4 TARTISMA

Aciklanamayan infertilite gUnimizde tim infertil ciftlerin %25-30’unu
olusturmaktadir (Gelbaya ve ark 2014, Skakkebak ve ark 2006). Aciklanamayan
infertilitede, altta yatan muhtemel birgok neden oldugu dusinulmektedir. Yardimci
ureme teknolojisi alaninda ¢alisan bilim insanlar1 yogun bir sekilde biyobelirtecler
belirlemeye ve erkek ve disi bireylerin fertlite potansiyelini belirlemeye yonelik
prosedurler tasarlamaya calismaktadirlar (Lalancette ve ark 2009, Miller ve ark
2005). Fertilizasyon ve erken embriyo gelisimi sirasinda ovumun roli ve katkisi iyi
anlasilmis olmakla birlikte, spermin molekller dlzeyde tam islevi ve roli
belirsizligini korumaktadir (Bukowska ve ark 2013). Bu nedenle spermatogenez
stirecindeki molekuler mekanimalar: arastiran caligmalar yogun bir sekilde devam
etmektedir. Spermatogenezin olgunlasma asamasi olan post mayotik sireci kapsayan
spermiogenez silreci bircok morfolojik ve molekdiler olayin gerceklestigi, arka
planinda ¢ok sayida faktor ve mekanizmanin is gordigu énemli bir asamadir. Sperme
0zgu ¢ok carpici bir duzenleme olan kromatin yeniden modellenmesi bu strecin

kritik bir pargasidir.

Spermiogenez surecinde kromatin yeniden modellenmesinde histonlarla
protaminlerin yerdegisimi asamal: olarak gergeklesmektedir (Carrell ve ark 2007).
Testise 6zgu histon varyantlarin baz: klasik (kanonik) histonlarla yerdegistirmesiyle
baslayan slrecte histonlarin hiperasetilasyonu ile kromatin yapinin gevsemesi, es
zamanh olarak kontrolli gecici DNA kiriklarinin olusturulmas: ve nikleozomlarin
kromatin yapidan uzaklastirilarak yerine gegis proteinlerinin gegmesi ve son olarak
gecis proteinlerinin protaminler ile yer degistirerek toroid yapimin kazandirilmasi
gerceklesir.

Protaminlerin sperm DNA’simin minor olugu ile etkilesmek yoluyla sperm
kromatinini stabilize ettigi distntlmektedir (Cho ve ark 2003). Yiksek dizeyde
arjinin icermesi de DNA’ya daha siki baglanmasini saglamaktadir. Ayrica
protaminler icerdigi ylUksek orandaki sisteinler sayesinde inter ve intra protamin
disulfit baglarimin olusumunu saglayarak hayli kompakt toroid yapi kazanmasini
saglamaktadir (Carrell ve ark 2007). BOylece sperm cekirdeginin, yassilasmis ve
uzamis bas morfolojisiyle uyumlu yap: kazanmasi 6zgiin kromatin organizasyonu ile

saglanmaktadir. Yapilan yizdirme deneylerinde uzamis basa sahip spermlerin daha
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hizli yuzdiginin gorulmesi sperm motilitesinde morfolojisinin  dnemine isaret
etmektedir (Malo ve ark 2006).

Protaminlerle kromatin organizasyonu ayni zamanda sperm genomunun
bitunligtnun, erkek ve disi treme sistemlerinden gegerken, fiziksel ve kimyasal
ajanlardan korunmas: bakimindan da Onemlidir. Yapilan calismalarda dlsik
protamin diizeyinin normal protamin iceren spermlere kiyasla kimyasal ajanlara daha

hassas oldugu da gosterilmistir (Cho ve ark 2001).

Sperm DNA’sinin  protaminlerle dogru bir sekilde paketlenmesinin,
spermlerin fertilizasyon kabiliyetinin surdirilmesi icin gerekli oldugu da bircok
calismada gosterilmisitr (Amjad ve ark 2020, Balhorn 2007). Protamin diizeyindeki
azalmaya bagli olarak anormal kromatin organizasyonu akrozomun seklinde ve
organizasyonunda ve spermin genel mimarisinde belirgin degisikliklere neden
olmaktadir (Cho ve ark 2003). Farelerde yapilan ¢calismalarda protamin proteinlerini
kodlayan PRM1 ve PRM2 genlerinin susturulmasinin erkek infertilitesine yol agtigi
gosterilmistir (Cho ve ark 2001). Insanda da azalmis protamin diizeyinin infertilite ve
DNA hasariyla iliskili oldugu ve intrasitoplazmik sperm enjeksiyon sonrasinda
embriyo gelisimini olumsuz etkiledigi bildirilmistir (Morris ve ark 2002). Ayrica
PRM2 susturulmus farelerde intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu sonrasinda,
spermlerin yumurtalarin cogunu aktive edebildigi ancak c¢ok azinin blastosist
asamasina gecebildigi gosterilmistir (Cho ve ark 2003).

Insanda protamin 1 ve 2 proteinlerinin 1/1 oraminda oldugu ve bu oranin
sperm fonksiyonu igin blyik 6nem tasidigi dusuntlmektedir (Oliva 2006). Yapilan
calismalarda bu orandaki degisimlerin, 0.8-1.2 standart sapmadan daha buyuk oldugu
durumlarda infertilite ile iliskili oldugu gosterilmistir (Aoki ve ark 2005, Rousseaux
ve ark 2011, Rousseaux ve ark 2005, Song ve ark 2011). PRM genlerinin
transkripsiyonu post mayotik asamafa sinirl bir surede, sadece yuvarlak spermatid
asamasinda, gerceklesmektedir ve daha sonra uzamis spermatidde translasyon
edilmek Uzere baskilanmis mRNA’lar depolanmaktadir. Degismis PRM mRNA
seviyelerinin degismis protein seviyelerinin bir gostergesi oldugu dustnuldigtnden
calismalarda PRM ifadesi mRNA seviyesinde degerlendirilmektedir (Dadoune 2003,
Kossel 1896, Zhao ve ark 2010). Bu nedenle literatirdeki diger calismalar ve

calismamizda mRNA diizeyleri tizerinden analizleri gergeklestirilmektedir.
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Bugune kadar cesitli caligmalarda infertil erkek bireylerin spermlerinde
anormal PRM gen ifadeleri ve anormal PRM1/PRM2 oranlarinin, dusiik sperm
miktar1, azalmis motilite, azalmis fertilizasyon kabiliyeti ve DNA hasarinda artisla
iliskisi rapor edilmistir (Aoki ve ark 2005, Carrell ve Liu 2001). Bu calismalarda
PRM1/PRM2 mRNA oraminin erkek infertilitesini belirlemede guvenilir bir markir
olabilecegi 6ne surtlmustir (Amjad ve ark 2020, Luke ve ark 2014, Ni ve ark 2014,
Rogenhofer ve ark 2013)

Dorostghoal ve arkadaslarinin, 17 infertil ve 10 fertil bireyle yaptiklar
calisma sonuglarina gére PRM1 ve PRM2 gen ifadelerinin infertil bireylerde azaldig:
ve PRM1/PRM2 oraninin ise 6nemli dizeyde arttig:1 rapor edilmistir (Dorostghoal ve
ark 2021).

Rogenhofer ve arkadaslar1 yaptiklari calismalarinda agiklanamayan infertil
bireylerin, saglkl fertil kontroller ile karsilastirildiginda 6nemli dlglide daha disuk
PRM1 ve PRM2 mRNA seviyeleri sergiledigini géstermislerdir (Rogenhofer ve ark
2013).

Geng ve yaslh erkek bireylerin PRM1 ve PRM2 gen ifadelerinin arastirildig:
bir calismada da yasla beraber PRM1 gen ifadesinin 2.2 kat ve PRM2 gen ifadesinin
4.6 kat azaldigr ve bu durumun yash bireylerde PRM1/PRM2 oranlarina 6énemli
diizeyde azalma seklinde yansidigi gosterilmistir (Paoli ve ark 2019). Bu ¢alismada
yasla beraber spermatogenezin bozuldugunu, PRM gen ifadelerin azaldigin1 ayrica
bazi miRNA ifadelerinin de, TNP2 ile ilgili miRNA122 gibi, degistigine isaret
etmislerdir (Paoli ve ark 2019).

Ishchuk ve arkadaslarinin 19 normozoospermi ve 14 pathozoospermi bireyde
yaptiklar: calismada PRM (ACtPRM) gen ifadeleri ile semen parametreleri arasinda
fark tespit etmediklerini ancak PRM (ACtPRM) gen ifadeleri ile normozoospermi ve
pathozoospermi gruplari arasinda anlamli bir fark oldugunu ve PRM2/PRM1
oraminin da pathozoospermi bireylerinde 3.5 kat arttigin1 gostermislerdir. Bu artigin
PRM1 genine kiyasla PRM2 geninin mRNA seviyesinin azalmasina baglh oldugunu
belirtmislerdir (Ishchuk ve ark 2021).

Steger ve arkadaslarinin 3 grup (kantitatif olarak normal spermatogenezi olan
4 birey, kalitatif olarak normal spermatogenezi olan 24 birey ve bozulmus
spermatogenezi olan 23 birey) ile yaptiklar: ¢calismalarinda infertil bireylerde PRM1
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gen ifadesinin 6nemli diizeyde azaldigin1 belirlemigler ve PRM1 gen ifadesinin
infertilete icin kritik oldugunu belirtmislerdir (Steger ve ark 2003).

Calisma sonucglarimiza gére PRM2 gen ifadesi ile PRM1/PRM2 oraninin
olgozoospermi ve siddetli oligozoospermili bireylerde normozoospermili bireylere
kiyasla anlamli bir farklilik gostermedigi tespit edildi. 3-aktin geni ile normalize
edilen ACT degerleri dikkate alindiginda PRM1 gen ifade dizeylerinde,
normozoospermi, oligozoospermi ve siddetli oligozoospermi gruplarinda énemli
azalig gorulurken PRM2 gen ifade dlzeylerinde 6nemli artis kaydedildi. ACT
degerleri ve ACtprmuprm2 Oranlarinin semen parametreleriyle herhangi bir iliskisi

tespit edilmedi.

Calismamizda ACTPRM2 ve ACtprmuprmz Oranlarinin hem erkek infertilitesi
hem de aciklanamayan infertiliteyle anlamli iliskisi ortaya konuldu. Calisma
sonuglarimizda 6zellikle PRM2 gen ifadesinin degisken 6zellik gosterdigi belirlendi.
Bu durum PRML1 gen ifadesinin daha stabil oldugu, PRM2 gen ifadesinin PRM1’e
gore dizenleyici kontrol mekanizmalarina daha duyarli oldugunu ileri siren

caligmalar: (Amjad ve ark 2021, Lewis ve ark 2003) destekler yondeydi.

Protamin 2 proteininin yapisinda daha az sistein rezidiisi bulundugundan
daha az disulfit capraz baglantis1 icerdigi gosterilmistir (Kierszenbaum 2001). Bu
durum, teorik olarak DNA'y1 hasarlara kars1 daha duyarl hale getirdigi goristne yol
acmustir. infertil erkeklerde ozellikle protamin 2 gen ifadesindeki degisikliklerin
yaygin oldugu bildirilmistir. Dolayisiyla, insan sperm kromatinlerinin daha az
dizenli sikistirildig: ve siklikla DNA kiriklari igerebildigi rapor edilmistir (Carrell ve
Liu 2001).

Calismamizda, literatiirde (Moghbelinejad ve ark 2014) de belirtildigi gibi,
PRM1/PRM2 oranimin degistiren faktor PRM2 gen ifadesindeki degisim olarak
belirlendi. Ancak caligmalarin ¢ogu PRM2 gen ifadesindeki degisimin infertil
bireylerde azalma yoninde oldugunu rapor ederken (Lewis ve ark 2003)
calismamizda beklenilenin tersine infertil bireylerde PRM2 gen ifadesinde artis
yoninde degisiklik tespit edildi. Bu durumun toplumumuza 06zgi olabilecegi

dusintildi.

Ayrica literatirde PRM genlerinde 6zellikle de PRM2 genindeki bazi tek
nikleotid polimorfizmlerinin (SNP) arastirildigi ¢alismalar da rapor edilmistir. Bu
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calismalarda SNP’lerin gen ifadesini etkileyebildigi dolayisiyla PRM1/PRM2
oraninin  bozulmasina, neden oldugu bildirilmistir (Moghbelinejad ve ark
2015).Elbette sadece bu varyasyonlarin degil PRM genlerinin transkripsiyonel ve
translayonel diizenlenmesinde is goren proteinlerdeki degisimlerden kaynakli da
PRM genlerin ifadelerinin etkilenebilir (Carrell ve ark 2007, Hogeveen ve Sassone-
Corsi 2006, Kaltenbach ve ark 2000)

Protaminler spermiyogenezin en 6nemli molekiler oyunculari olmakla
beraber histon-protamin yerdegisimi siresince adim adim gerceklesen olaylar
zincirinde birgok molekul ve mekanizma yer almaktadir. Bunlarin herhangi birinde
yasanabilecek aksakliklar nihai hedef olan protamin bazli kromatin yapinin
olusumunu bozabilir, kromatin organizasyonunda anormalliklere yol acabilir. Bu
durum sperm morfolojisi, motilitesi ve fertilizasyon kabiliyetini etkileyebilir. Bu
nedenle ilgili mekanizmalarin ve molekiler faktorlerin anlasilmas: agiklanmayan
infertilite durumlarin1 anlamaya ve yeni tedavi stratejileri gelistirmeye yardimci

olabilir.
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5.SONUC VE ONERILER

Calismamiz spermiogenezde, sperme 0zgl carpici bir sire¢ olan kromatin
yeniden modellenme surecinde énemli rol oynayan Protaminleri kodlayan genlerden
Protamin2 gen ifadesinin ve PRM1/PRM2 gen ifade oranlarinin erkek infertilitesi ve
aciklanamayan infertiliteyle iliskili oldugunu gostermistir. Bulgularimiza gore
ozellikle PRM2 gen ifadesi infertilite durumlarinda degisiklik gostermekte ve bu da
PRM1/PRM2 oraninin degismesine yol agmaktadir. Bu bulgularimiz anormal
PRM1/PRM2 oraninin erkek infertilitesiyle iligkisini rapor eden ¢ok sayida ¢alismay:
destekler yondedir. Pek c¢ok calismada belirtildigi gibi PRM1/PRM2 oranim
infertilite durumlarint gdsteren bir biyobelirteg olarak kullanilma potansiyeline

sahiptir.

Calismamiz bildigimiz kadariyla Turk toplumunda yapilan ilk calismadir.
Ayrica calismaya dahil edilen birey sayisimin da bir¢cok calismaya gore yiksek
olmasi calismamizi guglendirmektedir. Ancak yapilan calismalarda infertilite
durumunda PRM2 gen ifadesinin azalmas: dolayisiyla PRM1/PRM2 oranininin
artmas: yoninde bulgular mevcuttur. Calisma sonuclarimizin beklenilenin aksi
yoninde cikmast bu farkli durumun toplumumuza 0&zgiin olabilecegini
dustindurmektedir. Ayrica farkli calismalarda PRM1/PRM2 oranimin  normal
araliginin da degisken sekilde bildirilmesi popilasyonlara 6zgu genetik farkliliklarin
etkisi ve erkek infertilitesinde etken diger faktorlerin  varhgindan

kaynaklanabileceginden sonuclar degerlendirirken bu hususlar dikkate alinmalidir.

Calismamiza dahil edilen ve varikosel operasyonu gecirmis bireylerin
operasyon Oncesi parametrelerinin olmamasi, bireylerin sigara ve alkol kullanim: ve
kullanim sdrelerinin  ¢cok net bilinmemesi gruplarin heterojenitesine neden
olmaktadir. Devaminda yapilacak calismalarda bu parametrelerin degerlendirilerek

hasta gruplarinin olusturulmasi dikkate alinmalidir.

Ayrica bu suregte rol oynayan diger faktorlerin ve mekanizmalarin da
degerlendirilecegi kapsamli calismalara ihtiyag vardir. Bu molekiler mekanizmalarin
ve faktorlerin aydinlatiimasi infertilite i¢in yeni belirteglerin ortaya konmasina ve de

tedavi yaklasimlarinda yeni stratejilerin gelistirilmesine katki saglayacaktir.
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