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OZET

Amag: Infertil erkeklerin biiyiikk bir kismi sebebi bilinmeyen (idiyopatik) infertilite
kategorisinde bulunmaktadir. Son yillarda gelisen molekiiler yontemlerle gen diizeyinde
calismalar hiz kazanmistir. Bu c¢alismada, STPG2, GTSF1 ve RNF8 genlerinin

ekspresyonu ile erkek infertilitesi arasindaki baglantilarin arastirilmasi amaglanmustir.

Yontem: 31’1 idiyopatik, 9’u sebebi belli infertil olmak iizere toplamda 40 infertil erkek
bireyden testis dokusu ve kan, 32 fertil erkek bireyden ise kan Ornekleri alinmistir.
Orneklerin total RNA izolasyonu yapilip cDNA elde edilmistir. STPG2 geninde yapilan
gRT-PCR calismalarindan sonug elde edilememesi iizerine 8’1 sebebi belirlenmis ve 8’1
idiyopatik infertil olmak iizere 16 doku orneginden transkriptom (RNAseq) calismasi
yapilmistir. Gruplar arasinda farklilik géstermis olan GTSF1 ve RNF8 genleri secilmis ve
gRT-PCR yontemi ile ekspresyon seviyeleri belirlenmistir. Elde edilen bulgularin ACq

degerleri kullanilarak istatistiksel analizleri yapilmistir.

Bulgular: RNAseq analizleri sonucunda STPG2 geninin gruplar arasinda ekspresyon
farkliligr gostermedigi bulunmustur. QRT-PCR ile yapilan ¢aligmalarda fertil ve infertil
bireylerin kan 0Orneklerinde GTSF1 geninde ekspresyon degisimi gozlemlenmezken,
RNF8 geninin expresyonunda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur. Iki gende de
idiyopatik ve sebebi bilinen infertil dokular arasinda fark gdzlenmezken, patolojik
tanilarma gore karsilastirildiginda, her iki gende de dokularda ekspresyon farki

belirlenmistir.

Sonug: Idiyopatik infertil bireylerle kontrol bireyler arasinda STPG2 geninde ekspresyon
farklilig1 saptanmamistir. GTSF1 gen ekspresyonu sadece patolojik tanis1 “Sertoli Cell
Only” (SCO) olan hasta grubunda diistis gosterirken, RNF8 gen ekspresyonunun sadece
SCO tanil olgularin doku 6rneklerinde degil, infertil ve fertil bireylerin kan 6rneklerinde
de farkliligmin belirlenmesi, RNF8 geninin aday bir biyobelirte¢ olabilecegini

gostermistir.

Anahtar Kelimeler: erkek infertilitesi, idiyopatik, gen ekspresyonu, gRT-PCR, RNAseq



ABSTRACT

Objective: A large number of infertile men are diagnosed with “idiopathic infertility”, the
reason behind their infertility is unknown. Recently, due to improved molecular methods,
genetic studies on male infertility increased. This study is aimed to investigate the
relationship between the candidate genes; STPG2, GTSF1, RNF8 and male infertility.

Method: Testicular tissue and blood samples from 40 infertile men; 31 diagnosed with
idiopathic infertility and 9 with known causes, and blood samples from 32 fertile men
were collected. Following total RNA isolation from the samples, cDNAwas synthesized.
The results obtained from Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR) studies on STPG2
were inconclusive. Transcriptome (RNAseq) analysis was conducted on 16 tissue
samples, 8 with identified causes and 8 with idiopathic infertility. Following RNAseq,
GTSF1 and RNF8 genes that showed differential expression among groups, were selected
for further investigation. Subsequently, their expression levels were measured using gRT-
PCR method. Statistical analysis was conducted using obtained ACq values.

Results: No results were obtained from the gRT-PCR studies on STPG2, and RNAseq
analysis showed no differencial expression. While no expression changes were observed
for GTSF1 in blood samples from fertile and infertile individuals via gRT-PCR studies, a
significant difference was detected in expression of the RNF8 gene. No difference was
observed in the expression of both genes between idiopathic infertile and control tissues
with known causes. However, when grouped by pathological diagnosis, expression

differences were observed in tissues for both genes.

Conclusion: No expression difference was detected in STPG2 between idiopathic infertile
individuals and control subjects. The expression of the GTSF1 gene showed a decrease
only in the "Sertoli Cell Only" (SCO) patient group. Differences were identified in the
RNF8 gene expression in tissue samples of SCO-diagnosed cases and in blood samples of
infertile and fertile individuals which indicates that RNF8 gene could be a candidate

biomarker.

Key words: Male infertility, idiopathic, gene expression, qRT-PCR, RNAseq
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1. GIRIS

Halk arasinda kisirlik olarak bilinen infertilite, cinsel olarak aktif bir ¢iftin bir yil veya
daha uzun bir siire boyunca diizenli ve korunmasiz cinsel iliski sonucunda gebelik elde
edememesi olarak tanimlanmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan yayinlanan
son rapora gore infertilite yaklasik olarak 6 yetiskinden birisini, yani toplumun ortalama
%17.5’lik oranmi etkilemektedir (https://www.who.int/news/item/04-04-2023-1-in-6-
people-globally-affected-by-infertility, Erisim tarihi: 28 Aralik 2023). Ulkemizde
yapilmis ¢alismalar sonucunda infertilite oraninin evli ¢iftlerde %10-20 arasinda oldugu
bildirilmistir. Goriilen bu vakalarin neredeyse yarisinda ise erkek faktorleri rol

oynamaktadir.

Erkeklerde infertilitenin farkli mekanizmalar araciligiyla ortaya ¢ikabildigi bilinmektedir.
Bu mekanizmalari; sperm iiretimi problemleri (azospermi), sperm aktarimi problemleri,
cinsel birlesme ile ilgili aksakliklar, hormonal problemler ve anti-sperm antikor
olusumlar1 olmak tizere gruplandirabiliriz. Bu problemler birgok farkli yolla ortaya
cikabilmektedir. Sperm Uretimi problemleri genetik sebepler, testis gelisim bozukluklart,
varikosel veya radyasyon kaynakli olabilirken, sperm blokaji; vasektomi, enfeksiyon veya
prostat sorunlarindan kaynakli olabilir. Cinsel birlesme ile ilgili problemlere 6rnek olarak
ise; ereksiyon ve ejakiilasyona bagli bozukluklar, bazi ilaglarin kullanimu, sinirlerde hasar
ve bu hasarlara yol acabilecek olan omurilik yaralanmalari gésterilebilir. Hormonal
problemler dogustan olabildikleri gibi anabolik steroid kullanim1 ya da hipofiz bezinde
tiimor olusumundan kaynakl1 da olabilir. Son olarak sebebi belirsiz bir sekilde de ortaya
¢ikabilen anti-sperm antikorlar, vasektomi sonucunda veya epididimisde olusan
yaralanma ve enfeksiyonlar nedeniyle de ortaya ¢ikabilmektedirler (Ghanbari ve ark.,
2020).

Gilintimiize kadar yapilan aragtirmalar, tiim infertilite vakalarinin sebeplerini aydinlatmak
icin yetersiz kalmaktadir. Vakalarm %30 - %60 gibi buyik bir bolimuni sebebi
bilinmeyen (idiyopatik) infertilite olusturmaktadir. Bilinen genetik faktorler ise %1.2
olarak belirlenmistir (Naz & Kamal, 2017; Grande ve Foresta, 2023). OMIM’de 200’{in

tizerindeki genetik hastalik, erkek infertilitesi ile iliskilendirilirken, spermatogenezde 3
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bin’den fazla genin rol oynadigi bilinmektedir. Yogun bir sekilde calisilan bir konu
olmasina ragmen infertilite ile baglantili genler ve bu genlerin oynadiklari rollerin heniiz

%0.01’inin degerlendirilebildigi belirtilmektedir (Digumarthi ve ark., 2021).

Infertilitede rol oynayan genetik faktorler sadece genomik DNA’da meydana gelen
mutasyon ve degisimlerle baglantili degildir. Genlerin ekspresyonlart DNA dizisinde
degisime sebep olmayan epigenetik faktorler dogrultusunda da degisebilirler. Erkek
infertilitesinin patofizyolojisinde epigenetik faktorlerin degisiklikleri de rol oynamakta ve
muhtemelen baz1 "idiyopatik" erkek infertilite vakalarindan sorumlu tutulmaktadir (Neto

ve ark., 2016).

Mekanizmas1 ¢oziilememis, idiyopatik infertilitelerde aday gen arastirmalari tani ve
tedavilerin ilerleyis siirecinde temel bir gerekliliktir. Bu gereklilikten yola ¢ikarak
yaptigimiz ¢alismada 18-55 yas arasinda 40 infertilite tanis1 almis erkek bireyden testis
doku ve kan ornegi, ve ayn1 yas araliginda, ¢ocuk sahibi olmus 32 fertil erkek bireyden
kan Ornegi alinarak bahsi gecen dokularda erkek infertilitesinde sorumlu olabilecek
STPG2 geninin ve literatiirde erkek infertilitesinde aday gen olarak tanimlanmis olan
RNF8 ve GTSF1 genlerinin kantitatif real-time PCR (QRT-PCR) yontemi ile ekspresyon
analizlerinin yapilarak, hedeflenen bu genlerin ekspresyon diizeylerinde kontrol ve hasta
grubu arasinda fark belirlenmesi durumunda infertilite sebeplerinin daha 1yi anlagilmasini

saglayarak tedavi yontemlerinin gelistirilmesine de katki saglanmasi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Erkek Ureme Sistemi Anatomi ve Fizyolojisi

Temel gorevi sperm iiretimi ve iretilen spermlerin uygun kosullarda saklanmasini
saglayarak, yumurtaya ulastirilmasi olan erkek Grreme sistemi, merkezi sinir sistemi ile de
baglantili, pelviste yer alan i¢ ve dis organlardan olusan kompleks bir sistemdir. Erkek
tireme sisteminin olusumu, Y kromozomu iizerinde bulunan SRY gen aktivasyonunu
takiben embriyo formasyonunun 5’inci haftasinda baslamaktadir (sekil 2.1.1) (Wu et al.,
2020; Scribner ve Tadros, 2021).
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Sekil 2.1.1: Déllenme sonrasi embriyonik donemde Urogenital sistemin cinsiyetlere gore farklilagmasi
gosterilmistir. SRY geni bulunan embriyoda testis ve erkek genital yapilari olusumu gozlenirken SRY geni
bulunmayan embriyoda yumurtalik ve kadin genital yapilari olugmaktadir. (Pask, 2016)

SRY geninin aktivasyonunda rol oynayan 3 ana gen; GATA4, NR5A1, WT1 olarak
belirlenmistir. SRY geninin ekspresyonu ise SOX9 geni ekspresyonunu upregile ederek
testis olusum yolaklarini aktive eder (sekil 2.1.2) (Makeld ve ark., 2018; Pask, 2016).
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Sekil 2.1.2: (a) Sekilde SOX9 geninin regiilasyonu ve testis olusumunda oynadigi rol sematize edilmistir.
SOX9, SRY geni tarafindan aktive edilir ve daha sonra PTGDS, FGF9/FGFR2, and DMRT1 genleri ile
ekspresyonunu surdirir. Testis gelisiminin devamini saglamanin yani sira SOX9; FGF9 ve DMRT1 aracilig1
ile over olusum yolaklarini da baskilayarak over olusumunu engeller. DHH ve AMH genleri de SOX9 geni
ile birlikte erkek genital organlarinin olusumunda kritik rol oynayan genlerdir. DHH, testeron tretimi yapan
leydig hiicrelerin olusumunu saglarken, AMH geni ise disi genital organi olan Miiller kanalinin olusumunu
engeller. (b) Seklin bu kisminda testikiiler fenotipin korunmasini saglayan yolaklar gdsterilmigtir. DMRT1
ve SOX9 genleri postnatal siiregte de over yapisinda aktif olan genleri baskilayarak testis yapisinin
korunmasini saglarlar. (Mékeld ve ark., 2018)

2.1.1 Erkek Ureme Sistemi Genel Mekanizmasi

Erkek iireme sistemini olusturan 3 ana yap1 vardir. Bu yapilar; testis, sperm tasima
kanallar1 ve salgi bezleri olarak tanimlanmaktadirlar (https://emrebakircioglu.com/erkek-
ureme-sistemi-anatomisi, Erisim tarihi: 03.02.2024). Erkek Ureme sistemi yapisi ve

organlar sekil 2.1.3’de gosterilmistir.
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Sekil 2.1.3: Erkek tireme sistemi i¢ ve dis organlar1 ve testis yapisi sekilde gosterilmistir (Eisenberg ve ark.,
2023).

Bu sistemin en 6nemli organi, sperm iiretiminin yer aldig: testislerdir. Ortalama testis
boyutu 4.5 ile 5.1 cm uzunlugunda ve hacmi ise 15 ile 25 ml arasinda degisebilmektedir.
Normal sartlarda her erkek bireyde testisler sag ve sol olmak tizere iki adet bulunur. Anne
karninda gelisim sirasinda testisler pelvik bolgenin icerisinde bulunur, ve dogum sirasinda
skrotum adi1 verilen deri kesesi icerisinde disa dogru inerler, bu islem sirasinda da testisi
kaplayan Tunika albuginea adi verilen gii¢lii ve kalin koruyucu bir zar yapisi olusur.
Testislerin viicudun disinda bulunmasinin sebebi ise sperm {iretimi i¢in ideal 1s1nin viicut
1s1sindan 2-3°C daha diisiik olmasidir. (Martin, 2022; Mékeld ve ark., 2018; Eisenberg ve
ark., 2023); https://femrebakircioglu.com/erkek-ureme-sistemi-anatomisi, Erisim tarihi:
03.02.2024).

Testislerin U¢ ana gorevi vardir: Birincisi; ekzokrin gorevi gorerek spermatogonial kok
hiicrelerinin yenilenmesi ve farklilagarak erkek Greme hucreleri olan spermlerin immotil
(hareketsiz) sekilde uretilmesini saglamaktadir. ikinci olarak, endokrin gorevi gorerek
leydig hiicrelerinden androjen hormonu, sertoli hucrelerinden de inhibin ve Mdller
hiicreleri inhibitor hormonlar1 salgilamaktir. Son olarak ise parakrin gorevi gorerek
spermatogenez siirecini regiile etmenin yani sira; seminifer tiibtilleri, interstiyel hiicreler
ve peritubtler miyoid hicreler arasindaki sinyalleri kontrol etmektir. Testis yapisi;
seminifer tubuller ve testis parankim dokusu olarak iki bolimde incelenir. Seminifer
tapler, sertoli hucreleri ve somatik destek hicrelerini igerir, tiibiillerin disinda ise doku

kan damarlari, lenf damarlari, sinirler ve leydig hiicreleri yer alir (Martin, 2022; Pask,
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2016; Eisenberg, 2023). Seminifer tubullerinin hiicresel yapilart sekil 2.1.4’te

gosterilmistir.
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Sekil 2.1.4: Sekilde, seminifer tiibiillerinin i¢ yapisi ve spermatogenezin sertoli hiicreleri arasinda ilerleyisi

gosterilmistir. (Martin,2022)



Seminifer tlplerinde Uretilen immotil spermler rete testis’ten gecerek epididimis’te
toplanirlar. Epididimis’te ortalama 12 giinde olgunlagarak hareket kabiliyeti kazanan
spermler ejakulasyona kadar burada depo edilirler. Ejakiilasyon sirasinda epididimis’in
cevresindeki diiz kaslar kasilarak spermleri vas deferens kanalina iterler. Deferens
kanalinda ilerleyen spermler daha sonra seminal vezikiile bagli bulunan ejakiilator kanala
girerler. Seminal vezikiilde iretilen sivinin igerdigi fruktoz sekeri spermlere hareket igin
enerji saglar ve spermlerin bu sivi ile birlesimi meni’yi olusturur. Daha sonra meni, alkali
sivi salgilayan prostattan geger. Bu alkali s1vi, meni’yi yogunlastirarak spermlerin kadin
genital sisteminde hayatta kalmasi i¢in daha dayanikli hale gelmesini saglar. Son olarak
meni, biilboiiretral bezden gecer ve bu bezden salgilanan yogun sivi sayesinde

ejakilasyona hazir hale gelir (Gurung ve ark., 2023; Scribner ve Tadros, 2021).
2.1.2 Spermatogenez

Spermatogenez, erkeklerde sperm hiicrelerinin olusum ve gelisim surecini ifade eder.
Ergenlik doneminde baslayan bu karmasik, ¢cok adimli sireg, testislerin seminifer
tibullerinde gergeklesir ve spermatozoanin olgunlagmasini saglar. Spermatogenez, siirekli

olarak seminifer tiiplerinin farkli bolgelerinde devam etmekte olan bir islemdir

(Grisworld, 2015).
Spermatogenez surecinin basamaklart ii¢ ana grupta toplanir;

1) Spermatogonium adi verilen kok  hiicrelerin mitoz boéliinmeleri.
Spermatogoniumlar, seminifer tuballerinin bazal (dis) tabakasinda bulunur. iki tip
spermatogonium vardir; tip A silirekli mitoz boliinme gecirerek spermatogonium
hiicrelerinin varligin1 devam ettirir. Tip B ise yine mitoz bolinme gegirerek iki benzer

hiicre olan primer spermatositleri olusturur.

2) Spermatosit hucrelerin mayoz bolinmesi. Mayoz béliinme, 2 asamadan olusan
(mayoz I, mayoz II) ve hiicredeki kromozom sayisini yariya diislirerek haploid hiicreleri
olusturmayr amaclayan, {ireme hiicrelerine has bir hiicre boliinme c¢esitidir.
Spermatogonyumlar tarafindan iiretilen ilk hiicreler primer spermatositlerdir ve birinci

mayoz boliinme i¢in hazirlanirlar. Mayoz |, primer spermatositlerin iki sekonder



spermatosit olusturmasiyla sonuglanir. Bu boliinme sirasinda kromozom sayisi yartya
diiser ve genetik cesitliligi artirmak i¢in rekombinasyon (¢aprazlama) meydana gelir.
Olusan sekonder spermatositler ise mayoz II ile bdliinerek iki spermatid olustururlar.
Kromozom sayisinda degisiklige yol agmayan bu boliinme genetik ¢esitliligin artirilmasi
i¢in ikinci bir ¢caprazlama olay igerir. Bu asamada, olusan hucrelerin (spermatid) boyutu
klgiiliir ve spermatozoanin morfolojik Ozelliklerini kazanmaya baslarlar (Oatley ve

Brinster, 2008; Grisworld, 2015; Martin, 2022).

3) Spermiyogenez adi verilen asamada, mayoz sonucunda olusan spermatidler olgun
spermatozoaya doniisiirler. Bu surecte hiicre bolinmesi olmaz ama spermatidler
gecirdikleri degisimlerle sekilsel ve yapisal olarak olgun spermatozoalara benzemeye
baglarlar. Spermiyogenez de kendi iginde; golgi asamasi, sapka/akrozom agsamasi, kuyruk
olusumu ve olgunlagsma agamasi olarak dort agamada incelenir. Golgi fazinda, golgi
aygitinin hiicre igerisinde olusturmus oldugu cok sayida enzim vezikiilleri birleserek
akrozomu olustururlar. Akrozom asamasinda ise, olusmus olan akrozom, hiicrenin bir
yaninda kutuplagirken, Golgi aygiti da hiicre ¢ekirdeginin diger kutubuna yerlesir. Daha
sonra hiicrenin sentriollerinden birisi, spermin kuyrugu olmak i¢in uzar ve mikrotiibiiler
flagella yapisin1 olusturur. Son olarak, maturasyon evresinde; spermatid ¢ekirdegi
sikigsarak uzamaya baglar ve hiicre igerisinde bulunan fazla sitoplazma atilarak sertoli
hiicreleri tarafindan fagositoz edilir. Spermiyogenez sonucunda olusan hiicrelere
spermatozoa adi verilir (sekil 2.1.6). Olgun spermatozoa, testislerden epididimise dogru
taginir ve burada daha fazla olgunlasir ve depolanir. (Grisworld, 2015; Kizilay ve Altay,
2019) Spermatogenez adimlari sekil 2.1.5’te gosterilmektedir.

Spermatogenez siireci, hormonal kontrol altinda karmasik bir dizi olayin birlesimiyle
gerceklesir. FSH (Folikiil Uyarici Hormon) ve LH (Luteinizan Hormon) gibi hipofiz
hormonlari, testosteron gibi testis hormonlar1 ve lokal faktorler spermatogenez iizerinde
6nemli bir etkiye sahiptir. Bu hormonlar, hiicre gogalmasi, farklilasmasi ve olgunlagmasi

Igin spermatogenezin her agsamasinda gereklidir (Kizilay ve Altay, 2019).
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Sekil 2.1.5: Spermatogenez basamaklar sekilde gosterilmistir. (Martin, 2022)
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Sekil 2.1.6: Olgun spermatozoa hiicresini yapisi sekilde gosterilmistir.
(https://www.kaanaydos.com.tr/sperm-mitokondri-hastaliklari-ve-tedavisi.ntml; Ocak 2017,

06.02.2024)

Erigim:


https://www.kaanaydos.com.tr/sperm-mitokondri-hastaliklari-ve-tedavisi.html

2.1.3 Sperm Olgunlasmasi ve Motilitesi

Olusum amaci, kadin lireme organlarinda hayatta kalarak oositi dollemek olan sperm
hiicresinin bu amaca ulasabilmek i¢in epididimis’te hareketlilik kazanmasi, kadin lireme
kanalina girdiginde ise kapasitasyon gecirmesi ve c¢ok hareketli hale gelmesi
gerekmektedir. Spermatogenez sonrasinda sperm morfolojik olarak olgunlasmis olsa da
fonksiyonel olarak olgunlasmamistir dolayisiyla oositi dolleyebilecek kapasiteye

ulasmamistir (Freitas ve ark., 2016).

Epididimis, olgunlasmamis sperm hiicrelerinin olgun spermatozoalara doniismesi i¢in
uygun bir mikrogevre saglar. Bu siiregte, sperm hiicrelerinin membranlari ve
sitoplazmalar1 yeniden diizenlenir ve olgunlagsma icin gerekli proteinler ve enzimler
eklenir. Sperm hiicrelerinin hareketliliginin artmasi ise kuyruk yapisinin olgunlagmasi ve
mitokondrilerin sayisinin artmasiyla saglanir. Ayrica bu suregte, sperm hiicrelerinin
akrozomu olgunlasir ve bas, boyun ve kuyruk bolgeleri belirginlesir. Bu, spermatozoanin
yumurta hiicresine penetrasyonunu ve dollenme siirecini kolaylastirir. Olgunlagsma
slirecinin yani sira Epididimis, testislerin tirettigi sperm hiicrelerini depolamak igin ideal
bir ortam saglar, burada sperm hucreleri cevresel degisikliklere karsi korunarak
ejakiilasyona hazir hale gelirler. (Freitas ve ark., 2016; Sullivan ve Saez, 2013; Chen ve
ark., 2021)

2.2 Erkek Infertilitesinde Yaygin Bozukluk ve Anomaliler

En az bir y1l korumasiz cinsel iliskiye giren bir ¢iftin ¢gocuk sahibi olamamasi ile tan1 alan
infertilite, diinya capinda siirekli biiyliyen bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Dunya
Saglik Orgiitii tarafindan yapilan son agiklamalara gére 6 kisiden birisi infertilite sorunu
yasamaktadir. Cocuk sahibi olamayan ciftlerin %50’sinin erkek infertilitesi kaynakli
soruunlart olduklar1 belirtilmistir (https://www.who.int/news/item/04-04-2023-1-in-6-
people-globally-affected-by-infertility, Erisim tarihi: 28 Aralik 2023).

Erkek infertilitesi konjenital olarak ortaya ¢ikabilecegi gibi, cevresel faktorler, kotii yagsam
kalitesi veya gecirilen hastaliklar ve ila¢ kullanimindan kaynakli olarak kazanilmis

olabilen multifaktoriyel bir hastaliktir. Bu faktorler, lokal veya sistemsel etkiler
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saglayarak sperm olusumunun say1 ve kalitesini etkiler ya da genital organlarda blokaja

sebep olarak infertiliteye yol agarlar (Agarwal ve ark., 2020; Martin, 2022). Simdiye

kadar yapilan calismalarda kesfedilmis, bilinen sebeplerin yani sira erkeklerde infertilite
vakalarmin biiyiik bir kisminin (%30-60) sebebi belli olmayan (idiyopatik) infertiliteye
sahip olduklar1 gozlemlenmistir (Grande ve Foresta, 2023). Erkek infertilite sebepleri

tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1: Erkek infertilitesi sebepleri gruplandirilarak

tabloda belirtilmistir. (Ghanbari, 2020)
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Diinya Saglik Orgiitii (WHO), erkek infertilite tanmisinda konvensiyonel semen analizinin
(spermiyogram) ilk adim olarak uygulanmasini tavsiye etmektedir. Spermiyogram
testinde, ejakulatta sperm bulunup bulunmamasi, bulunan spermlerin say1 ve yapisina
gore analizleri yapilmaktadir. (Agarwal ve ark., 2020; Minhas ve ark., 2021) WHO ve
Avrupa Uroloji Birligi’nin (EUA) yaymladiklar1 kilavuzlara gére fertil bireylerde
semende bulunmasi gereken normal sperm konsantrasyonu alt limiti 1ml’de 15
milyondur, sperm hareketliligi en az %40 ve normal morfolojiye sahip sperm oraninin ise
%4 olmasi gerekmektedir (Patrick ve ark., 2000; Jungwirth ve ark., 2019). Semen analizi
sonucunda alinabilecek ana tanilarin tanimlar1 asagidaki gibidir (Agarwal ve ark., 2020;
Eisenberg ve ark., 2023) ;

Normozoospermi: Sayi, hareketlilik ve morfolojik yap1 olarak WHO kilavuzu

sinirlarinda bulunan, normal kabul edilen semen.
Aspermi: Meniden sivi gelmemesi yani ejakiilasyon olmamasi durumudur.

Oligozoospermi: Semende sperm konsantrasyonunun 15 milyondan disiik oldugu

durumlardir.
Astenozoospermi: Sperm hareketlilik oraninin belirtilenden diisiik olmas1 durumudur.

Teratozoospermi: Normal morfolojiye sahip spermlerin %4’ten az oranda bulunmalarina

verilen isimdir.

Nekrospermi: Semen igerisindeki spermlerin hepsinin ya da ¢ogunlugunun 6lii olmasi

durumudur.
Azospermi: Semende hi¢ sperm bulunmamasidir.

Erkek infertilitesi vakalarinin %10-151lik boliimiinde goériilen azospermi durumu kendi
icerisinde obstruktif (tikanikliga bagli olan) ve nonobstruktif (tikanikliga bagli olmayan)
azospermi olarak ikiye ayrilir. Azospermi sahibi bireylere hem ileri tetkikleri yapilarak
infertilite sebebi belirlenmesi hem de ¢ocuk sahibi olmak isteyen bireyler igin sperm elde
edilmesi amaciyla testikiler sperm ekstrasyonu (TESE) ameliyatlart Onerilmektedir.

Obstruktik azospermi olgularinda sperm bulunma oran1 daha yiiksek olmasina karsi,
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nonobstruktif azospermi vakalarinda sperm bulunma oran1 %40-50 arasindadir (Unal ve
Ozer, 2019; Martin, 2022). TESE ameliyatlarinda, intrasitoplasmik enjeksiyon icin sperm
ekstraksiyonunun yani sira testis dokusundan alinan 6rnekler patolojik ve histolojik olarak
da incelenmektedir. Histolojik olarak ornekler; seminifer tiibiiliisiin yapist ve hiicre
elemanlar, interstisyum, dejeneretif degisiklikler ve hiicre yapist anomalileri agisindan
incelenmektedirler. Patolojik olarak ise spermatogenezin isleyisi ve testikiiler degisiklige
eslik eden karyotipik anomaliler incelenmektedir (Orhan, 2012). Patolojik tanilarin gorsel

Ornekleri sekil 2.2°de gosterilmektedir.

Yapilan histopatolojik incelemeler sonrasinda ornekler, testis hasari ve spermatogenez
seviyeleri gdz oniinde bulundurularak Johnsen skorlama sistemine gore 1 ile 10 arasinda
bir testis biyopsi skoru alirlar. Oncelikle biyopside gézlenen her seminifer tibulus igin
ayr1 ayr1 skor verilir sonra bu skorlarin toplami biyopside izlenen seminifer tibulis
sayisina boliinerek ortalama skor hesaplanir (Orhan, 2012; Thanh ve ark., 2020).
Patohistolojik olarak yapilan incelemeler sonucu verilen Jonsen skorlarinin anlamlari

tablo 2.2°de verilmistir.

Tablo 2.2: Johnsen Skorlama Sistemine gdre seminifer tiiplerinin siniflandirilmasi. (Orhan, 2012; Thanh ve
ark., 2020)

SKOR ACIKLAMA

10 Germinal epitel ¢ok sirali, ¢ok sayida spermatazoa var

Germinal epitel disorganize ve limene dogru yigilma, spermatozoa
var

Germinal epitel ¢ok sirali ancak limende 10°dan az spermatozoa var

Spermatozoa yok, ¢cok sayida spermatid var

Spermatozoa yok, spermatid 10°dan az

Spermatozoa yok, spermatid yok, spermatosit var

Spermatozoa yok, spermatid yok, spermatosit 5°den az

Germ hiicre olarak sadece spermatogonia var

[ T LV T I o S = s L Y=

Germ hiicres1 yok, sadece Sertoli hiicresi var

Seminifer tubulus i¢inde hig hiicre yok

ks
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e) f)

Sekil 2.2: Sekilde testis biyopsi 6rneklerinin patolojik tanilarma 6rnek gorseller verilmistir. a) Normal bir
testis Ornegi gosterilmistir. b) Hipospermatogenez / Germ hiicre hipoplazisi gostermektedir. Spermatogenez
ve maturasyon slreci normaldir fakat sperm tiretimi azdir. ¢) Spermatogenik maturasyon arresti; sekildeki
ornekte spermatogenez primer spermatosit evresinde durmustur. d) Spermiyogenik arrest; sekilde ¢ok
sayida spermatid gozlemlenirken spermatozoa bulunmamaktadir. €) Germ hiicre aplazisi (sertoli cell only,
SCO) ornegi gosterilmistir. f) Tibiiler skleroz (seminifer tiiplerin hasarli olmasi) durumunda hyalinize
bantlar halini almis seminifer tiibiiliisler gosterilmistir. Bu durumun inmemis testis, karyotipik anomali,
akkiz gonadotropin eksikligi gibi durumlardan kaynakli olgularda goriildiigii belirtilmistir. (Orhan, 2012)
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2.3 Azospermik Erkek Infertilitesinde Genetik Faktorler

Erkek infertilitesinde genetik faktorler, fetal ve ¢ocukluk gelisiminden yetiskinlerde organ
fonksiyonlarina kadar genis bir sikalada etkili rol oynamaktadir. Giincel olarak
“GeneCards” veritabaninda tanimlanmis olan 4,400°den fazla genin erkek tireme
sisteminde, bunlarin yani sira 3,200’den fazla genin de erkek infertilitesinde etkin rol

oynadiklar1 bilinmektedir (Eisenberg ve ark., 2023).

Infertilite tiirleri arasinda genetik anomali tasiyicist olma riski en yiiksek grubun
azospermik infertil bireyler olduklari gézlemlenmistir. Azospermide etkili olan genetik
faktorler; kromozom anomalileri, Y kromozom mikrodelesyonlarr, monogenik
mutasyonlar, epigenetik faktorler olarak dort ana baslik altinda incelenebilir (Agarwal ve
ark., 2020; Neto ve ark., 2016, Sudhakar ve ark., 2021).

2.3.1 Kromozomal Anomaliler

Cogunlukla mayoz bolinme siirecinde kromozom sinapsisi veya kromozom
ayrilmalarinda yasanan aksakliklarla ortaya ¢ikan kromozomal anomaliler, azospermik

infertilite faktorlerinin %15’°ini olusturmaktadir (Martin, 2022).

Erkek infertilitesine sebep olan en yaygin sayisal kromozomal bozukluk, 1/600 erkekte
bulunan Klinefelter sendromudur (47, XXY). Mayoz [ sirasinda kromozomlarin
ayrilamamasi ile ortaya ¢ikan bu durumun %60 oranla babadan gelen X kromozomu
kaynakli oldugu belirtilmektedir (Martin, 2022, Neto ve ark., 2016). Daha nadir bulunan
bir diger sayisal anomali ise mayoz II’de Y kromozomunun kromatidlerinin ayrilmamasi
sonucunda 47,XY'Y genotipine yol acan Jacobs sendromudur. Bu sendroma sahip bireyler
genellikle azospermik veya oligozoospermik olmalarina ragmen fertil de

olabilmektedirler. (Sudhakar ve ark., 2021; Neto ve ark., 2016)

Infertilite ile baglantili yapisal kromozomal anomalilerin baginda Robertsonian
translokasyonlar1 gelmektedir. Akrosentrik kromozomlarin uzun kollarinin biribirleri ile
kaynagmasi sonucunda olusan bu translokasyonlari tasiyan bireylerde spermatogenezde
aksakliklar ve sperm andploidileri goriilmektedir (Neto ve ark., 2016). Bir diger yapisal

kromozomal anomali de 46,XX erkek bireylerde gorilmektedir. Bu vakalar mayoz |
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sirasinda Y kromozomu iizerindeki SRY geninin krossing-over araciligi ile X kromozomu
lizerine gecmesi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Fenotip olarak erkek gelisimine sahip
olan bu bireyler Y kromozomu uzun kolunda bulunan AZF bdlgelerine sahip
olmadiklarindan dolayr SCO sendromu olarak infertil olurlar. (Kuroda ve ark., 2020;
Adrido ve ark., 2020)

2.3.2 Y Kromozom Mikrodelesyonlar:

Y kromozomu iizerinde bulunan gen bolgelerinin biiyiik bir ¢ogunlugu erkek cinsiyet
ozellikleri ve spermatogenez ile iliskili bolgelerdir. Kromozomun uzun kolu iizerinde
bulunan AZF a, b ve ¢ bdlgelerinin spermatogenezde 6nemli rol oynadiklart ve bu
bolgelerde olusan mikrodelesyon mutasyonlarinin infertilitede etkin rol oynadiklar
bilinmektedir. AZFa ve AZFb bélgelerindeki tam delesyonlarinin sirasiyla SCO sendromu
ve matiirasyon arrestine yol actiklar1 bilinirken AZFc bolgesi delesyonlart spermatogenik
basarisizliga sebep olmaktadir. (Kuroda ve ark., 2020; Martin 2022; Cervan-Martin; 2020)
Y kromozomu AZF bolgeleri sekil 2.3.1°de gosterilmistir.

AZFa: USP9Yand DOX3Y

AZFb: EIFTAY, RP54Y2 and KDMS5D

l— SRY [ AZFe: DAZ (amaongst others)

A A LS _

Yp Yq

Centromere

Sekil 2.3.1: Yukaridaki sekilde Y kromozomu azospermik faktoér (AZF) gen bolgeleri sematize edilmis ve
bu bolgelerde erkek infertilitesinde rol oynayan baglica genler belirtilmistir. Ayn1 zamanda erkek iireme
sistemi olusumundan sorumlu SRY geni de gosterilmistir. (Martin, 2022)
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2.3.3 Monogenik Mutasyonlar

Son yillarda gelisen yeni nesil dizileme (NGS) yontemleri sayesinde otozomal bolgelerde
bulunarak erkek lireme sistemi gelisimi ve spermatogeneze katkida bulunan bir¢cok gen
aciga ¢ikmistir. Fakat yeterli validasyon ¢alismalari bulunmamasindan dolay1 bu genlerin
¢ogunun etkin rolleri ve biyobelirteg olarak kullanilip kullanilamayacaklart konulari

heniiz kesin olarak ag¢iga ¢ikaritlamamislardir. (Cervan-Martin; 2020)

Deferens kanalinda problemlere yol agarak obstruktif azospermiye sebep oldugu bilinen
ve bir otozomal kromozom olan 7g31.2 bdlgesinde yer alan; kistik fibroz transmembran
iletkenlik regulatort (CFTR) geni bu gruba 6rnek olarak verilebilir. CFTR geni tizerinde
1950°den fazla mutasyon tanimlanmis olup bu mutasyonlarin molekiiler yolaklarindaki
farkliliklardan dolay1 CFTR geni mutasyonlarinin fenotipleri genis bir spektruma

sahiptirler. (Neto ve ark., 2016)

Monogenik mutasyonlara 6rnek olabilecek bir hastalik ise X kromozomuna bagli olup
erkeklerde, kadinlara oranla 5 kat daha fazla goriilen Kallman sendromudur (KS). KS,
Gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) néronlarinin gelisiminden sorumlu iki gen ile
(Kallman sendromul(KAL1) ve Fibroblast Growth Faktor Reseptér 1(FGFR1),
iliskilendirilmektedir. Bu genlerde olusan mutasyonlar sonucunda ortaya ¢ikan KS’de

hipogonadizm, ergenlikte gecikme ve infertilite goriilmektedir. (Neto ve ark., 2016)

Monogenik mutasyonlar endokrin ve (reme sistemini etkileyip kronik ve patolojik
hastaliklar yoluyla infertiliteye yol acabilecekleri gibi bazi gen mutasyonlar1 da
spermatogenezi direk olarak etkilemektedirler (Cervan-Martin ve ark., 2020). Yapilan
caligmalarda spermatogenezi etkileyerek nonobstruktif azospermiye yol actigi saptanan

baz1 genler sekil 2.3.2°de gosterilmistir.
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MEI1,MEIOB,SPOl11,STX2,SYCE1l,UBR2,
ZMYND15,DNAH6 ,MCM8 , HSF2 , TDRD9

Sekil 2.3.2: Yukaridaki sekilde spermatogenez basamaklari ve bu basamaklarda rol oynadigi saptanmis bazi
genler sematize edilmistir. Yukarida bahsedilen genlerin mutasyonlarinin nonobstruktif azospermiye yol
actig1 belirtilmistir. (Cervan-Martin ve ark., 2020)

2.3.4 Epigenetik Faktorler

Epigenetik, DNA dizisinde degisiklik yapmadan genlerin ekspresyon seviyelerini
degistiren, geri doniistiiriilebilen yollardan olusan bir ekspresyon regiilasyon sistemidir.
Epigenetik mekanizmalar; DNA metilasyonu, post-translasyonel histon modifikasyonu,
kromatin yeniden diizenlemesi ve kodlamayan RNA regulasyonudur. (Neto ve ark., 2016;

Gunes ve Esteves; 2020)

Epigenetik faktorler, hem sperm (retiminde hem de fonksiyonlarinin ve délleme
potansiyellerinin kazanilmasinda 6nemli rol oynar. Epigenetik faktorler ve erkek
infertilitesi ile baglantilari sekil 2.3.3’te verilmistir. (Gunes ve Esteves. 2020)
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* Sperm sayis1, hareketliligi

ve morfolojisinde azalma

ht

Erkek Infertilitesi

Sekil 2.3.3: Epigenetik faktorlerin spermatogenez ve erkek infertilitesi tizerindeki etkisi gosterilmistir.
(Gunes ve Esteves. 2020)

DNA metilasyonu, DNA’ya metil grubu (-CH3) baglanarak gen susturulmasi yontemidir
ve kalitsal olarak aktarilabilen bir modifikasyondur. Bu islem DNA metiltransferaz
(DNMT) protein ailesi tarafindan yiiriitiilmektedir. DNMT1, DNA replikasyonu sirasinda
yuratilen DNA metilasyonunda rol oynamaktadir ve spermatogenez sirasinda DNMT’in
isleyisinde aksakliklarin yasanmasi Ozellikle paternal olarak susturulan (imprinted)
genlerde metilasyon kaybina yol agar. (Gunes ve Esteves. 2020) Yapilan bazi
calismalarda, 6zellikle imprinted Mezoderm Spesifik Transkript (MEST) ve bir RNA geni
olan H19 genlerinin ve non-imprinted Metilen Tetrehidrofolate Rediktaz (MTHFR)

geninin infertilite ile baglantili olduklar1 goriilmiistir (Rotondo ve ark., 2021).

Kromatin yeniden diizenleme islemi, yiiksek miktardaki DNA’nin kiigiik bir hiicre olan

spermatozoa igerisine paketlenmesi agisinda Snemli bir islemdir. Spermatogenez

19



sirasinda, histonlar ile spermatozoa’ya 6zgii, kiiciik proteinler olar protaminlerin yer
degistirmeleri sperm DNA’sinin ¢ekirdek icerisinde daha az yer kaplamasini saglar.
Dolayisiyla, Kromatin yeniden diizenleme isleminde yasanabilecek aksakliklar

spermatozoa’da morfolojik bozukluklara yol agmaktadir. (Gunes ve Esteves. 2020)

Histon modifikasyonlari, gen regiilatorlerinin DNA’ya baglanmasinmi etkileyerek gen
ekspresyonlarinin artmasi veya azalmasini saglar. H3 ve H4 histonlarinin metilasyonu ve
H2B histonunun ubikitinasyonu gibi spesifik modifikasyonlar gen ekspresyonunun
artmasina yol acar. Tam aksine, H2A histonunun ubikitinasyonu ve H3K9 ve H3K27 nin
metilasyonu da genlerin susturulmasini saglamaktadir. Yapilan ¢alismalarda, bu histon
modifikasyonlar1 fertil ve infertil bireylerde karsilagtirildiklarinda 6nemli farkliliklar

bulundugu gézlemlenmistir. (Gunes ve Esteves. 2020)

Kodlamayan RNA’lar (ncRNA), uzun ncRNA ve kisa ncRNA olarak ikiye ayrilir. Kisa
ncRNA’lar da kendi icinde miRNA, siRNA and piRNA olmak iizere iige ayrilir. Gen
ekspresyonunun regilasyonunda onemli rol oynayan kisa ncRNA’lardan piRNA’lar,

PIWI proteinler ile baglanti kurarak spermatogenezin regiilasyonuna katilirlar. (Neto ve
ark., 2016; Gunes ve Esteves; 2020)

2.4 Erkek Infertilitesinde Aday Genler
2.4.1 STPG2

Sperm tail PG-rich repeat containing 2 (STPG2) geni 4. Kromozom’un q kolunda, 4922.3-
g23 lokasyonunda bulunan 16 ekzonlu bir gendir (sekil 2.4.1 (A)). “C4orf37” olarak da
bilinen STPG2 geninin protein yapisi ve fonksiyonu tam olarak bilinmese de “Protein
Atlas” platformuna gore transkript diizeyinde protein kodladigi kanitlanmistir. Bunun
yani1 sira STPG2 geni en yuksek ekspresyon seviyesini testislerde gostermektedir (Yakut
ve ark., 2012). Genotip-Doku Ekspresyonu (GTEx) Konsorsiyum Projesi tarafindan
aciklanan verilere gore, gen ekspresyonu testis dokusuna ek olarak endokrin bezleri ve

beyinde de ekspresyon gostermektedir (sekil2.4.1 (B)) (GTEx Konsorsiyum, 2017).
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Sekil 2.4.1: (A) STPG2 geninin 4 numarali kromozomdaki yeri gosterilmistir. (B) STPG2 geninin insan
dokularindaki ekspresyon seviyeleri gosterilmistir. Testis dokusu ekspresyon seviyesi kirmizi daire igerisine
almmustir. Testis doku ekspresyonu ortalama degeri 0.6, kan ekspresyonu ortalama degeri ise 0.00 olarak
verilmigtir.

Onceki yillarda yapilan bir ¢alismada Floating Harbor Sendromlu (FHS) hastalarda
STPG2 geninin hipermetilasyon seviyesi %24, kontrol grubunun hipermetilasyon seviyesi
%3 olarak gozlemlenmistir (Hood ve ark., 2016). FHS klinik bulgulari arasinda; kisa boy,
iskelet gelisim anomalileri, konugsma ve duyma bozukluklarinin yani sira erkeklerde
hipospadiyas ve inmemis testisler gibi genital bozukluklar da gortilmektedir (Nowaczyk
ve ark., 2012).

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda STPG2 geninin gamet olusum ve fonksiyonlarinda rol
oynadig1 ve bu genden iiretilen sperm-tail PG-rich repeat containing 2 proteininin de
spermde bulundugu saptanmistir. Yapilan ¢aligmalarda aday gen olarak belirlenmesine

ragmen STPG2’nin 6zel olarak calisilmamis olmasiin sebebinin genin molekiler

21



karakterizasyonunun son yillarda belirlenmesi oldugu belirtilmistir (Cheng ve DeGiorgio,
2020). Bir yeni nesil dizileme (NGS) yontemi olan tam ekzon dizileme (WES) ile Asya’da
yapilan bir ¢alismada STPG2 genini de iceren, mikrotiibiil yapilarinda rol oynadigi
diistiniilen bir grup genin SNP mutasyonlarina bakilmis ve STPG2 geninde infertil
bireylerin mutasyon oranlarinin fertil bireylere oranla %40 daha fazla oldugu
gozlemlenmistir. Mutasyon oranlarinda gorillen bu farklilik, STPG2 geninin testis
gelisimi ve spermatogenezde etkin bir rol oynadiginin ve STPG2 proteininin yoklugunun
spermatogenezi bozabileceginin bir gostergesi olarak kabul edilmistir. Fakat
aragtirmacilar, aynt SNP degisimlerinin fertil bireylerde de goriilmesinden dolayi,
STPG2’nin infertilite i¢in belirleyici bir biyobelirte¢ olarak kullanilamayacagini ileri
stirmiislerdir (Chan ve ark., 2023).

2.4.2 RNF8

RING Finger 8 (RNF8), 6 numarali kromozomun p21.2 bandinda bulunan (sekil 2.4.2.1),
8 ekzon bolgesine sahip bir gendir. Bu genin kodladigi RNF8 proteini; N terminali, FHA
alan1 ve bir C-terminal RING alanma sahip, 485 amino asitten olusan bir nikleer
polipeptittir. Diger RING domaini igeren proteinler gibi RNF8 de E3 ubikitin kinaz
aktivitesi gostermektedir (Lu ve ark., 2010). “Genotip — Doku Ekspresyonu” veritabanina
gore RNF8 geni tum dokularda ekspresyon gostermesine ragmen en yiksek gen

ekspresyon seviyesi testis dokusunda gortlmektedir. (GTEx Konsorsiyum, 2017).

Gegmiste yapilan ¢alismalarda RNF8 proteininin histon ubikitinasyonu yaparak DNA
hasarma yanit olarak DNAnin histon proteinleri ile olan baglantilarinin ¢bztlmesinde ve
spermatogenezde rol oynadigi goriilmistiir (sekil 2.4.2.2). DNA hasarinin onarimi
sirasinda, DNA hasar1 kontrol noktast protein 1 aracis1 (MDC1) proteinine baglanarak
ayni yonde caligsalar da spermatogenezde mayoz boliinme sirasinda RNF8 aktivasyonu
saglarken MDCI1 siireci durdurmaktadir (Sin ve ark., 2012). RNF8 proteini histon
uzaklastirma siirecinde H2A, H2AX ve H2B histonlari ile baglanmaktadir (Xiong ve ark.,
2022).
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Sekil 2.4.2.1: (A) RNF8 geninin 6 numarali kromozomdaki yeri gésterilmistir. (B) RNF8 geninin insan
dokularindaki ekspresyon seviyeleri gosterilmistir. Testis dokusu ekspresyon seviyesi kirmizi daire igerisine
almmustir. Testis doku ekspresyonu ortalama degeri 19.24, kan ekspresyonu ortalama degeri ise 1.39 olarak
verilmistir.

histon ¢ikarma
Ub: ubikitinasyon
Ac: asetilasyon —

DNA hasar yanitlar1 sirasinda histonlar lokal olarak,
spermiogenez sirasinda ise global olarak ¢ikarilirlar

Sekil 2.4.2.2: DNA hasarina yaniti ve spermatogenez sirasinda histonlarin RNF8 araciligiyla
ubikitinasyonlar1 ve uzaklagtirilmalar sekilde gosterilmistir. MOF: asetiltransferaz. (Ma ve ark., 2011)

23



Fare modelleri tizerinde yapilan c¢aligmalarda spermatogenezin pakiten evresinde
ubikitinlenmis H2AX histonunun (UbH2AX) 6zellikle XY cismi tizerinde yogunlasarak
mayozda seks kromozom inaktivasyonunu (MSCI) sagladig1 goriilmiistiir. RNF8 geni
susturulmus farelerde ise ubH2AX’in XY cismi iizerindeki yogunlugunun azalmasi,
RNF8’in bu siirecte rol oynadigini gostermektedir (Xiong ve ark., 2022). Yapilan gen
susturma c¢aligmalarinda, RNF8 geninin cinsiyet kromozomlarinin aktivasyonu ve
konfigiirasyonunda 6nemli rol oynadigi ve RNF8 geni susturulmus farelerde sperm
kalitesinin distiigii tespit edilmistir (Sin ve ark., 2012). Bunun yani sira RNF8 geni
susturulmus fareler, yabanil tip farelerle karsilastirildiklarinda yavrulama oranlarinin ve
testis boyutlarinin biiyiik oranda degisiklik gosterdikleri saptanmistir. Fakat RNF8 geni
susturulmus farelerin tamamen steril olmamalar1 RNF8’in ubikitinasyonda rol oynuyor
olmasina ragmen bir gereklilik olmadigini géstermistir (Guo ve ark., 2018; Abe ve ark.,
2021).

2.4.3 GTSF1

Gametocyte Specific Factor 1 (GTSF1) geni, 12 numarali kromozomun q13.13 bandinda
yer alan 10 ekzonlu bir gendir. GTEx veri tabanina gore en fazla ekspresyonu testis
dokuda gostermektedir (sekil 2.4.3). Testislerde ekspresyon seviyesinin yiiksekligi ve
kadinlarda yumurtaliklarda da ekspresyonu oldugu bilinmesine ragmen GTSF1 geni
Uzerine yapilmis az sayida caligma bulunmaktadir. Dolayisiyla genin yolaklari ve
baglantilar1 heniiz bilinmemektedir. Dokuz transkripti bulunan bu GTSF1 geninin, hiicre
farklilagsmasi ve spermatogenezde rol oynadigi diisiiniilmektedir (Alliance of Genome
Resources Konsorsiyum, 2022).
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Sekil 2.4.3: (A) GTSF1 geninin 12 numarali kromozomdaki yeri gosterilmistir. (B) GTSF1 geninin insan
dokularindaki ekspresyon seviyeleri gosterilmistir. Testis dokusu ekspresyon seviyesi kirmizi daire igerisine
almmustir. Testis doku ekspresyonu ortalama degeri 142.2, kan ekspresyonu ortalama degeri ise 0.96 olarak

verilmigtir.

Sinekler, giiveler, solucanlar ve fareler lizerinde yapilan gen susturma c¢aligmalarindan
elde edilen bilgiler 15181nda yiiksek oranda korunmus bir yapiya sahip olan zinc-finger
protein ailesi Uyesi GTSF1 geninin spermatogenezde mayoz I’in ilk sathasi olan profaz
I’de etkin rol oynadig1l ve genin susturulmasi halinde erkeklerde kisirliga yol actigi
goriilmiistiir. GTSF1 geni susturulmus farelerde spermatogenezin mayoz I de arrest
olmasinin yani sira GTSF1’in retrotransposonlarin regiilatdr bolgelerini metile ederek
testislerdeki transkripsiyonlarimi artirdigi da saptanmistir. Bu mekanizmanm PIWI geni
homologu olan MIWI genlerinin susturulmasi ile benzer sonuglar gostermesi GTSF1 ile
PIWI proteinlerinin birlikte ¢alistigin1 gostermistir (Yoshimura ve ark., 2009). Daha sonra

fareler tlizerinde yapilan bir calismada GTSF1 proteininin piRNA’lara baglanarak
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argonaute proteinler olan PIWI proteinleri aktive ederek endoriboniikleaz’a
donitigiimlerini sagladig1 gosterilmistir. Bu 06zelligi sayesinde GTSFI1, argonaute
proteinlerin katalitik aktivitesinde yardimci protein rolii oynayan ilk protein olarak
belirtilmistir (Arif ve ark., 2022).

Hem erkeklerde testislerde hem de kadinlarda yumurtaliklarda ekspresyon gosteren
GTSF1 geninin ekspresyon seviyeleri karsilastirildiginda yetiskinlerde, testislerde gen
ekspresyonunun daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Kadinlarda, oosit olusumu siirecinde
dogumdan Once yer alan mayoz I sirasinda ekspresyon gosteren GTSF1’in yetiskin
erkeklerde ise spermatogenez sirasinda ekspresyon gosterdigi, infertil bireylerde ise fertil
bireylere kiyasla gen ekspresyon seviyesinin daha diisik oldugu saptanmistir

(Rockenbach ve ark., 2023).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 Hasta Secimi ve Orneklerin Toplanmasi

Tez projesi kapsaminda arastirmaya baslamadan 6nce Akdeniz Universitesi T1p Fakiiltesi
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun onay1 (Karar No: KAEK-36/16.02.2022); hasta veya
kontrol grubu icerisinde arastirmaya katilan tiim bireylerden “Asgari Bilgilendirilmis

Gondilli Olur Formu” (Ek 1) imzalatilarak onam alinmustir.

Bu arastirmada Akdeniz Universitesi Hastanesi Uroloji Anabilim dalinda idiyopatik
infertilite tanist1 konmus fertil yas araliginda (18-50) 31 erkek birey hasta grubuna
secilmistir. Y kromozomu mikrodelesyonu, Klinefelter Sendromu, CFTR geni mutasyonu
veya kabakulak ya da testis kanseri gegmisi olmasi gibi infertilite sebebi belli olan 9 birey
ise hasta kriterlerine uymamalar1 sebebiyle doku oOrnegi kontrol grubu olarak
secilmislerdir. Fertil kontrol grubu icin ise Akdeniz Universitesi Hastanesi Kan Alim

Merkezi’ne gelen 18-50 yas araligindaki ¢ocuklu 32 erkek bireyden kan 6rnegi alinmistir.

Arastirmaya katilan hastalarin testis doku ornekleri; Akdeniz Universitesi Hastanesi
Uroloji Anabilim dali tarafindan yapilan TESE operasyonlar1 sirasinda cerrahi ekip
tarafindan alinmistir. RNA degredasyonunu engellemek amaciyla buz kabinda liziz
solisyonu icerisine alinan yaklagik 30mg testis doku Ornekleri laboratuvara taginarak
vakit kaybetmeden total RNA izolasyonlart yapilmigtir. 30mg’in iizerinde alinan
dokulardan artan ornekler -80 °C ‘de, artan kan ornekleri ise +4°C‘de buzdolabinda

saklanmugtir.
3.2 Total RNA izolasyonu

Dokudan ve kandan total RNA ekstraksiyonu igin “GeneJET RNA Purification Kiti
(#K0731)” protokol dogrultusunda kullanilmistir.

3.2.1 Dokudan Total RNA izolasyonu
1. Dokular, igerisine onceden B-merkaptoetanol (1ml Liziz Buffer + 20ul B-

merkaptoetanol) eklenmis olan 300ul liziz soliisyonuna alinmistir. Dokular
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3.2.2

solusyon igerisinde homojen hale gelene kadar sonikator yardimi ile 20-40 saniye
pargalandiktan sonra vortexlenmistir.

Uzerine 600 pl Tris-EDTA (TE) Buffer + Proteinaz K soliisyonu (10ul + 590ul
TE Buffer) eklenmis ve pipetaj yaparak karistirildiktan sonra 15-25°C’de 10
dakika inkiibe edilmistir.

Sonrasinda 12000rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek Orneklerin ¢okturulmesi
saglanmis Ve stipernatant temiz bir eppendorf tlpe aktarilmistir.

Temiz tlipe alinan siipernatant iizerine 450ul %96 etanol eklenmis ve pipetaj
yaparak karigtirilmistir.

Kit icerisinde mevcut bulunan filtreli kolonlar, toplama tlpleri icerisine
yerlestirilmistir. Ornekten 700ul bu kolona aktarildiktan sonra 12000 rpm’de 1
dakika santrifiij edilmistir. Toplama tupine akan sivi dokiilmiis ve kolonda sivi
kalmayana kadar santrifiij tekrar edilmistir.

Sonrasinda kolon, temiz tiipe alinmig ve tizerine 700ul “Wash Buffer 1” soliisyonu
eklenip 12000rpm’de 1 dakika santrifiij edilmis ve yine toplama tiipiinde biriken
s1v1 dokiilmiistiir.

Kolona 600ul “Wash Buffer 2” eklenmis ve 12000 rpm’de tekrar 1 dakika santrifiij
edilmis ve kolonda biriken s1vi dokiilmiistiir.

Kolon iizerine bir kez daha, 250ul “Wash Buffer 2 eklenmistir ve bu kez 1200
rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir.

Cikan sivi dokiildiikten sonra filtreli kolonlar 1.5ml eppendorf tlplerine
aktarilarak tizerlerine 100ul Nuclease-free su eklenerek 12000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edilmistir. Eppendorf tiiplerine toplanan RNA ornekleri cDNA elde
edilene kadar -20°C buzdolabinda, sonrasinda artan RNA ornekleri ise -80°C’de

saklanmustir.

Kandan Total RNA izolasyonu
1.5ml’lik eppendorf tlplerine 0.5ml (500ul) kan 6rnegi aktarilmig, bu 6rnekler
sogutmali santrifiij cihazinda +4°C’de, 600rpm’de 5 dakika ¢evrilmistir.

Santrifiij sonrasinda iiste ¢ikan sar1 plazma sivisi pipet ile ¢ekilerek atilmistir.
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. Tupte kalan pellet izerine 600ul igerisine 6nceden B-merkaptoetanol (Iml Liziz
Buffer + 20ul B-merkaptoetanol) eklenmis olan liziz soliisyonu konulup
vortexlenmistir.

Ornek tzerine 450ul %96 etanol eklenmis ve pipetaj yaparak karistirilmistir.

Kit icerisinde mevcut bulunan filtreli kolonlar, toplama tupleri igerisine
yerlestirilmistir. Ornekten 700ul bu kolona aktarildiktan sonra 12000 rpm’de 1
dakika santrifiij edilmistir. Toplama tiipine akan sivi dokiilmiis ve kolonda sivi
kalmayana kadar santrifiij tekrar edilmistir.

Sonrasinda kolon, temiz tiipe alinmis ve tizerine 700ul “Wash Buffer 1” soliisyonu
eklenip 12000rpm’de 1 dakika santrifiij edilmis ve yine toplama tiipiinde biriken
s1v1 dokiilmiistiir.

. Kolona 600pl “Wash Buffer 2” eklenmis ve 12000 rpm’de tekrar 1 dakika santrifiij
edilmis ve kolonda biriken s1vi dokiilmiistiir.

. Kolon tizerine bir kez daha, 250ul “Wash Buffer 2 eklenmistir ve bu kez 1200
rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir.

. Cikan sivi dokildukten sonra filtreli kolonlar 1.5ml’lik eppendorf tuplerine
aktarilarak tlizerlerine 50ul Nuclease-free su eklenerek 12000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edilmistir. Eppendorf tiiplerine toplanan RNA 0Ornekleri cDNA elde
edilene kadar -20°C buzdolabinda, sonrasinda artan RNA drnekleri ise -80°C’de

saklanmustir.

3.3 Total RNA Orneklerinin Spektrofotometrik Ol¢limii

Doku ve kan 6rneklerinden elde edilen total RNA 6rneklerinin miktar ve saflik 6lgtimleri

Quawell/Q9000B spektrofotometre cihazi ile belirlenmistir. Olglim igin 1.5ul RNA 6rnegi

spektrofotometre cihazina yiiklenmistir. Orneklerin 260/230 nm dalga boylarinda elde

edilen dl¢limlerinin oranlart ile RNA nin safli§1 ve miktar1 ng/ pl cinsinden belirlenmistir.

3.4 Revers Transkriptaz enzimi ile cDNA sentezi

Calisma dahilinde doku ve kan orneklerinden elde edilen total RNA’lar Applied
Biosystems™ High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kiti (4368814) ile kit
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protokoll takip edilerek, Blue-Ray Biotech’s TurboCycler 2 PCR cihazi kullanilarak

cDNA’ya ¢evrilmistir. Reaksiyonlarin saglikli bir sekilde, gergceklesmesi adina 6rnekler

ve kit igerigindeki malzemeler buz tizerinde ¢ozdiiriilmiis ve reaksiyon master mix’i buz

tizerinde hazirlanmistir. Revers transkripsiyon sonrasinda elde edilen cDNA 6rnekleri -
20°C’de buzdolabinda saklanmustir.

cDNA eldesi i¢in kullanilan Revers transkripsiyon kit malzemeleri ve kullanim miktarlari

tablo 3.1°de, total RNA’dan CDNA eldesi reaksyonunun adimlar1 ise tablo 3.2’de

belirtilmistir.

Tablo 3.1: Revers transkripsiyon kit malzemeleri ve 1 reaksiyon i¢in kullanim miktarlari.

... 1x) Kullamim
Malzeme icerigi 1(\/[11)( tar
10x RT Tamponu 2ul
25x dNTP Mix 0.8ul
RT Random Primerler 2ul
MultiS_(:ribeTM Revers Tl
Trankriptaz
Nikleaz icermeyen su 4.2ul
I\H/I;;tr?]r Mix Total 104l
Total RNA Ornegi 10ul
Total Reaksiyon Hacmi 20ul

Tablo 3.2: ¢DNA sentez reaksiyonu adimlari.

Primerin cDNA

Baglanmas1 | sentezi | Inaktivasyon | Soguma
Stcaklik 25°C 37°C 85°C 4°C
Sure (dk) 10 dk 120 dk 5 dk -
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3.5 cDNA Orneklerinin Spetrofotometrik Olglimui

-20°C’de saklanmakta olan cDNA 6rnekleri Kantitatif Gergek Zamanli Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (QRT-PCR) oncesinde ¢ozdiiriilmiis ve her 6rnekten 2ul Thermo Fisher
NanoDrop™ 1000 Spektrofotometre cihazina yiiklenerek yogunluk ve saflik dlgtimleri
yapilmistir. Saflik derecesi 6l¢iimii igin 260/280nm dalga boylarinin oranlar1 dikkate
almmustir. Olgiilen drnekler qRT-PCR’a hazirlik olarak reaksiyon oncesinde 100ng/pl

olacak sekilde sulandirilmistir.

3.6 Kantitatif Ger¢cek Zamanh Polimeriz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

gRT-PCR yontemi, floresan problar igeren, PCR reaksiyonunun baslangicindan sonuna
kadar bu floresan sinyalleri kullanarak reaksiyon igerisindeki DNA amplifikasyonunu
gercek zamanl takip eden bir sistemdir. Bu yontem, tez projesi kapsaminda alinan
orneklerde arastirma konusu olan STPG2, RNF8 ve GTSF1 genlerinin ekspresyon
seviyelerini 6lgmek i¢in kullanilmistir. Deneyler, Bio-Rad CFX96 Real Time PCR cihazi
ve Ampligon RealQ Plus 2x Master Mix Green with High ROX™ kiti kullanilarak, kit
protokolline uygun olarak ydriitiilmiistiir. Reaksiyonlarin saglikli ve diizgiin ¢aligsmasi
acisindan kit soliisyonlar1 buz ilizerinde ¢ozdiiriilmiis ve master mix’ler buz Uzerinde
hazirlanmis ve 96 kuyucuklu platelere dagitilmistir. Kit igerikleri, kullanim miktarlar

tablo 3.3’te, PCR reaksiyonu adimlari ise tablo 3.4’te gosterilmistir.

Tablo 3.3: Ampliqgon RealQ Plus 2x Master Mix Green with High ROX™ kit reaksiyon icerigi ve 1

reaksiyon i¢in kullanim miktarlari.

; (1x)
Malzeme I¢erigi Kullanim
Miktari
RealQ Plus 2x Master Mix Sul
Primer F (Forward) 0.5ul
Primer R (Reverse) 0.5ul
Nikleaz icermeyen su 2ul
Ornek cDNA 2ul
Total Hacim 10ul
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Tablo 3.4: gRT-PCR basamaklari

PCR Adimlan Melt Curve
1.Basamak | 2.Basamak | 3.Basamak | 4.Basamak | 5.Basamak
Sicakhik 95°C 95°C 60°C 60°C 95°C
Sire 10 dk 15 sn 1dk 5 sn 5sn
Tekrar Sayisi 1 49 1

Arastirma dahilinde ¢aligilan STPG2 geni i¢in ¢ ¢ift, RNF8, GTSF1 ve p- Aktin genleri
icin ise birer ¢ift primer tasarimi yapilmis ve reaksiyonlar kurulurken her gen bolgesi i¢in
kendi primerlerini igeren mix’ler hazirlanmistir. Gen bdlgeleri icin tasarlanan primer
dizileri tablo 3.5°te verilmistir. Aday genler i¢in her 6rnek 2’ser tekrar olarak, kontrol geni
olan f-Aktin ise 1’er kez calisilmistir. Her Plate’te, calisilan gen bdlgelerine 6zel
hazirlanan master mixlerden ayri ayr1 1’er tane de negatif kontrol olarak yiiklenmis ve
icerisine cDNA 6rnegi yerine nuclease free su konulmustur. Daha sonra platelerin tzeri
BioRad Microseal® 'B' optical adhesive seal ile kapatilmig ve plateler yaklasik 10 saniye
santrifj edildikten sonra qRT-PCR cihazina konmustur.

Tablo 3.5: Gen bolgeleri icin tasarlanan primer dizileri.

Gen Forward Primer Reverse Primer
f- Aktin 5’-CCTGGCACCCAGCACAAT-3’ 5’-GCCGATCCACACGGAGTACT-3’
STPG2-2  5-AGTACCAGATATGGTTATTCCAGC-3' 5-TCTCATATGTTGCTGGGCCT-3'
STPG2-3  5-GGTCCTGCAGCATACAATCCT-3' 5-CAGCAGCCATTTCACCAATGAG-3'
RNF8 5-ACCAAGGAAGAGAAGGAGAAGATGC-3' 5-AGTTCAAGGTGACAGCCTCAATGAAG-3'
GTSF1 5-GTTGTATTGAGCAAGATGTTGTCAACC-3' 5-GGTCTGCTCCCACAAATCTTTATCC-3'

3.7 Jel Elektroforez

Proje dahilinde deneylerin saglikli ilerleyisini kitlerin ve primerlerin, 6zellikle denenen
STPG2 geni primerlerinin ¢alisip calismadigini kontrol etmek icin agaroz jel elektroforez
yontemi kullanilmistir. %2’°lik agaroz jel hazirlamak i¢in 100mL 1x TBE (Tris Borik asit
EDTA) soliisyonuna 2gr toz agaroz ilave edilerek ara ara kariitirilmistir. Yaklasik 2

dakika mikrodalgada isitilarak hazirlanan jel karisima 15ul etidyum bromiir (EtBr)
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eklendikten sonra tarakli jel dokme tepsilerine dokulerek oda sicakliginda sogutularak
dondurulmustur. Hazirlanan jeller daha sonra 1x TBE tamponu ile doldurulmus olan jel
elektroforez tanklaria yerlestirilmistir. Her reaksiyon i¢in 10ul PCR iirtinii 1pul ylikleme
tamponu ile karistirildiktan sonra jeldeki kuyucuklara yliklenmistir ve 6rnekler 90 Volt

akim ile 20 dakika yliriitiilmiistiir.

3.8 Transkriptom RNA Dizileme

Calisma igerisinde erkek infertilitesinde etkin rol oynayabilecek aday genlerin
belirlenmesi adina; toplanan dokulardan 8 hasta ve 8 kontrol dokusundan elde edilen total
RNA ornekleri secilerek transkriptom RNA dizileme (RNAseq) ¢alismasi yapilmistir.
RNA deplesyonu, kiitiphane olusturulmasi, dizileme ve biyoinformatik analizden olusan
4 agsamal1 bu ¢alismanin yiiriitiilmesi icin dzel bir laboratuvar sirketi olan Intergen Genetik

Hastaliklar Degerlendirme Merkezi, Ar-Ge boliimiinden hizmet alimi yapilmistir.

Yapilan calisma sonucunda elde edilen genetik bilgiler istatistiksel anlamliligin
saglanmas1 agisindan p<0.05 olacak sekilde ve ekspresyon farkliliginin gozlemlenmesi
acisindan Log2fold farkliliklar: 0.5’in iizerinde olacak sekilde filtrelenmistir. Elde edilen
RNA dizileri ile baglantili genler “GeneCards®”, “NCBI Gene”, “The Human Protein
Atlas” ve “The Genotype-Tissue Expression (GTEX)” portallart kaynak gosterilerek
incelenmistir. Bu inceleme sonucunda qRT-PCR calismalarinda hem kanda hem de
dokuda saptanabilecek diizeyde gen ekspresyonu olan ve projemiz ile baglantili bulunan

genler arasindan GTSF1 ve RNF8 genleri yeni hedef genler olarak secilmistir.

3.9 istatiksel Analiz

STPG2 geni ekspresyonu flizerine yapilan qRT-PCR deneyleri kayda alinabilecek
derecede ekspresyon gostermedikleri i¢in, projede degerlendirilmeye alinamamistir.
RNF8, GTSF1 ve - Aktin genleri (izerine yapilan qRT-PCR ¢aligmalari sonucunda elde
edilen Cqg degerlerinin her hasta igin ortalamasi alinmis ve yapilan istatistik testlerinde bu

degerler ve ayrica hesaplanan ACq degerleri kullamlmistir. Oncelikle her aday gen icin
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orneklerin ACq, AACq ve 2"-AACq degerleri belirlenmis ve ortalama 2"-AACq degerleri
hesaplanarak farkliliklar1 gozlemlenmistir. Cikan degerlerin istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik gosterip gostermedigini belirlemek i¢in; normal dagilim testi olarak “Shapiro-
Wilk” testi, normal dagilim gosteren ornekler i¢in “Student T-testi” ve normal dagilim
gdstermeyen Ornekler igin ise “Mann — Whitney U” testi uygulanmustir. Istatistik testlerin
uygulanmasi ve grafiklerin olusturulmasi i¢in IBM SPSS, Jamovi ve Excel programlari

kullanilmustir.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada hasta grubunu, Akdeniz Universitesi Hastanesi Uroloji Anabilim Dali’nda
idiyopatik infertilite tanis1 konulmus olan 31 bireyden alinmis olan testis doku ve kan
ornekleri olusturmustur. Kontrol grubunu ise; hem infertilite sebebi belli olan 9 erkek
bireyden alinmis olan testis doku ve kan 6rnekleri hem de Akdeniz Universitesi Hastanesi
Kan Alim Merkezi’ne gelen 18-50 yas araliginda, cocuk sahibi saglikli 32 erkek bireyden
alinmis olan kan Ornekleri olusturmustur. Alinan doku 6rnekleri patolojik incelemeden
gectikten sonra dokularin Johnsen skorlar1 ve patolojik incelemeleri dikkate alinarak;
hastalar hipospermatogenez (germ hucresi bulunan) ve SCO yani germ hicresi
bulunmayan hastalar olarak iki gruba ayrilmistir. Patolojik degerlendirmeleri igceren hasta

listesi tablo 4.1°de gosterilmistir.

Yapilan qRT-PCR ¢aligmalari sonucunda 7 hastanin kan 6rnekleri; deneylerde problemli
calismalar1 ve degerlendirmeye alinabilecek sekilde sonug¢ vermemeleri sebebiyle
istatistiksel degerlendirmeye dahil edilememistir. Calisma dig1 birakilan bu hastalar tablo
4.1°de gosterilen H6, H14, H15, H17, H20, H39 ve H40 numarali hastalardir. Calisma dis1
birakilmadan 6nce bu ornekler 2 ayri qRT-PCR reaksiyonunda problemli ¢aligmalarini
takiben total RNA orneklerinden tekrar Revers Transkriptaz ile cDNA sentezleri
yapilarak, qRT-PCR reaksiyonlar1 yeni cDNA ornekleri ile tekrarlanmis ama sonug
degisiklik gostermemistir. Bu nedenle istatistiksel testlerde; infertilite sebebi belli olan 8
erkek bireyden ve idiyopatik infertiliteye sahip 25 bireyden alinmis olan testis doku ve

kan 6rneklerinin sonuglar1 kullanilmastir.
4.1 STPG2 Geni Ekspresyon Bulgulari

Caligmaya alinan hastalarin qRT-PCR reaksiyonlar1 her gen igin ayr1 primerler
kullanilarak ayr1 kuyucuklarda ¢alisilmistir. Projenin basindan beri hedeflenen STPG2
geni igin tasarlanan ¢ primer ¢ifti de gRT-PCR’da basarili bir gen amplifikasyonu
gostermemis, PCR iriinlerinde yeterli amplifikasyon olmadigi jel elektroforez ile de teyit
edilmistir. STPG2 geni iizerine yapilan qRT-PCR reaksiyonlarinin sonuglarina 6rnekler

sekil 4.1°de, jel elektroforez goriintiileri ise sekil 4.2°de verilmistir.
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Tablo 4.1 (A) : Hasta Listesi ve patolojik degerlendirmeler.

Hasta Numaras:

Johnsen Skoru

Bilinen Infertilite sebepleri

Mlaturasyon duraklama
H4 1. Sertoli cell anly 2
2. Leydig hidcre hiperplazisi
H% Sertali cell only 2
H& Hipospermatogensz g
H7 Hipospermatogensaz g
HE 1. Hipospermatogensz g
2. Atrofik testis
3. Sertoli cell only
4. Leydig hijcre hiperplazisi
Ha 1. Serrali cell anly 2
2. Bazal membran kabnlas mas
S.Arrofik testis
H11 1. Sertali cell anly 2
2. Leydig hijcre hiperplazisi
H12 Hipospermatogeneaz ]
H13 Hipospermatogensaz ]
H14 Sertali cell anly 2
HI17 1. Sertali cell anly 2
2. Leydig hijcre hiperplazisi
Hig 1. Inkomplet spermatositik, arrest E
2. Peritiibiiler hiyalinizasyon
H13 sertoli hiicrelerine benzer alanlar
hiperplastik leydig hijcreleri
H20 Sertali cell anly 2

I
HaT Hipospermatagenea g ) [
H28 Hipospermatagenea ] !
H23 Hipospermatagenea T | Arada strefik seminifer tikdller izlenmistir.
I
H30 inkomplet spermatositik arrest 7 j
H31 Hipospermatogenea 7 |
Hi2 Hipospermatogenea 3 :
H33 1. zertali cell only 2 :
2.Lepdig hiicre hiperplazizi 1.
Hi4 zertoli cell only 2 |
H35 1.zerkoli cell only 2 :
2.Bazal membran kabnlamas: |
H36 Hipospermatogenes [ : Arkmes sperm DM hasan giaalemlenmistir.
H3T Hipospermatogenes |
___h3s | [Hipespermatogenes | & |
H33 1inkamplet spermatasitik arrest ] :
2. Peritiibiiler hyalinizasyan 1.
Ha0 Hip ozpermatagensa & |
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Tablo 4.1 (B) : Infertil kontrol olarak belirlenen sebebi belli infertil bireyler.

Hasta Numarasi Patoloji Johnsen Skoru Notlar

H1 1. Sertoli cell only ¥ kromozomu AZF bolgesinde kismi delesyon
2. Peritibiler hiyalinizasyon

H2 1. inrtatiibiler germ hicreneoplazisi Testis kanseri - ameliyat gecirmis
2. Peritibdiler hiyalinizasyon
3. Intraasiner Kalsifikasyon

H10 Hipospermatogenez 3 ¥ kromozomu AZF biélgesinde tam delesyon
H15 1. Sertoli cell only 2 Kaba Kulak
2. Leydig hiicre hiperplazisi

3. Peritibiler hyalinizasyon

Hi6 Hipospermatogenez 2 Varikosel yapilar gézlendi

Y kromozomu AZF c bélgesinde kismi delesyon

H21 1. sertoli cell only 2 ¥ kromozomu AZF cbélgesinde delesyon

2. inkomplet spermatositik arrest

3. Hidrosel kesesi ile uyumlu histopatolojik bulgular
H22 1. Sertoli cell only 2 Klinefelter Erkek
2. Lenfoid hicre hiperplazisi

3. Tubdiler hiyalinizasyon

H24 Hipospermatogenez 3 55 yaginda (Arastirma yas sininnin stiinde)
H26 Hipospermatogenez 6 CFTR geni 17A ekzonik bolgesinde p.L997F/+ degisimi vardir

Tablo 4.1 (C) : Istatistiksel analiz dis1 birakilan hastalar.

Hasta Numarasi Patoloji Johnsen Skoru MNotlar
H6 Hipospermatogenez 8
H14 Sertoli cell only 2
H15 1. Sertoli cell only 2 Kaba Kulak

2. Leydig hiicre hiperplazisi
3. Peritibiler hyalinizasyon

H17 1. Sertoli cell only 2
2. Leydig hiicre hiperplazisi
H20 Sertoli cell only
H39 L.inkomplet spermatositik arrest
2. PeritUbiler hyalinizasyon
H40 Hipospermatogenez 8
30 i 1000 L R a5
= { /T
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(A) (B)

Sekil 4.1: Calismada denenen STPG2 primer2 ve primer3 ve kontrol geni S-aktin’in gRT-PCR ¢alisma
ornekleri. (A) Grafikte goriilen 3 yiikselis kontrol genimiz S-aktin’e aittir, hedef gene ait dizayn edilen
primer-2 ve primer-3 ile yapilan ¢alismada STPG2 geninde amplifikasyon gorilmemektedir. (B) Grafikte
goriilen 2 yiikselis yine f-aktin genine ait olup, hedef gene ait primerle ile yapilan ¢alismada STPG2 geninde
amplifikasyon saptanamamisgtir.
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2. Primer 3. Primer B-actin

Primer 2 Primer 3 B-actin §

| )i S
— v o — o p—— L T i g

Bl

(A) (B)

Sekil 4.2: Yukaridaki gorsellerde sekil 4.1°de grafikleri verilen PCR reaksiyon drlnlerinin agaroz jel’de
yiiriitiilmesi gosterilmistir. f-aktin gen bolgesi belirgin bant verirken hedef genlerde bant belli belirsiz
gorinmiistir.

4.2 Transkriptom Calismasi ile Belirlenen Aday Genlerin Bulgulari

Transkriptom ¢alismasi igin secilen 8 idiyopatik infertilite tanis1 almig hastadan alinan
doku ve 8 sebebi bilinen infertil kontrolden alinan doku Ornekleri kullanilmigtir. Bu
gruplar kendi i¢lerinde 4 hipospermatogenez ve 4 sertoli cell only olacak sekilde ayrilarak,

tanilaria gore karsilagtirilma yapilmigtir.

Testis dokularindan elde edilen total RNA 6rnekleri kullanilarak yiiriitiilen bu ¢alisma
sonucunda otuz bes bin’den fazla RNA dizisi sekanslanarak ekspresyon seviyeleri
Ol¢iilmiistiir. Tezde oncelikle ekspresyon profilinde degisiklik bekledigimiz ve qRT-PCR
ile basarili sonu¢ elde edemedigimiz STPG2 geninin RNAseq calisma sonuglari
incelendiginde STPG2 geninin ekspresyon seviyesinde anlamli bir degisiklik
gozlenmemistir. Dolayisiyla projenin devam ettirilebilmesi adina, RNAseq ¢alismasindan
elde edilen sonuclar dokular arasinda karsilastirilarak farklilik gosteren yeni aday genler

taranmigtir.

Idiyopatik ve infertilite sebebi belli olan bireyler arasinda yapilan karsilastirmada

hipospermatogenez tanili bireylerde istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmezken SCO
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gozlemlenen bireyler arasinda bazi genlerde ekspresyon farkliliklar1 saptanmistir.
Hipospermatogenez dokular i¢in alinan sonuglar sekilde 4.3°te, SCO dokularla ulasilan
sonuglar ise sekil 4.4’te verilmistir. Bu sonuglar 1s18inda yeni aday genlerin belirlenmesi
i¢cin patolojik olarak SCO tanili, idiyopatik ve sebebi bilinen infertilite gruplar1 arasinda
fark gostermis olan genler taranmistir. Taranan gen listeleri Log2fold degeri ve p degeri
filtreleri kullanilarak hedef gen sayis1 daraltilmistir. Daha sonra genler hiicresel yolaklara
gore incelenerek erkek infertilitesiyle ilgili olabilecek, SCO dokular arasinda anlamli
farklilik gostermis olan genler secilmistir. Secilen genler ise daha sonra gen 6zellikleri,
protein iiretimleri ve doku ekspresyon sevileri agisindan incelenmistir. Yapilan bu
¢alismanin ardindan gen fonksiyonu ve doku ekspresyon seviyesi agisindan tez projesine
en uygun bulunan ve RNAseq caligmasi sonucunda spermatogenez yolaginda yer alan
GTSF1 ve RNF8 genleri se¢ilmis ve bu genler i¢in primer dizayni yapilarak hasta ve
kontrol gruplarinda qRT-PCR ¢alismalar1 yapilmstir.

Principal Component Analysis

100k

Sekil 4.3Yukardaki 2D ve 3D sekillerden de goriilebildigi lizere kontrol (yesil) ve hasta (mavi) RNA

ekspresyon dagilimlarinda belirgin farklilik g6zlenmemektedir
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Principal Component Analysis
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Sekil 4.4: RNAseq gen ekspresyon grafikleri. Verilen grafiklerde (A), (B) SCO tanisi almis hastalarda gen
ekspresyon seviyelerinin farkliligini gostermektedir. (C) grafiginde ise farklilik gosteren genlerin
bazilarinin katildiklar1 hiicresel yolaklar gosterilmistir. Noktalarin boyutlari gen sayisini belirtmektedir.
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4.3 RNF8 ve GTSF1 Genlerini Cq Degeri Bulgulari

Calisma dahilinde, her 6rnek qRT-PCR’da 2 kez ¢alisilmistir ve istatistik analizlerde
kullanilmak iizere elde edilen bu 2 Cq degerinin ortalamasi hesaplanmistir. Orneklerin
gRT-PCR c¢alisma goriintiileri sekil 4.5°te, Cq degerleri ve ortalamalar1 tablo 4.2°de

gosterilmigtir.

(A)

6000
5000

2 w00 fo-

RFU(10%3)

(B)

RFU§10°3)

Sekil 4.5: Proje dahilinde arastirilan hedef genler ve kontrol genin qRT-PCR ¢alismalarindan 6rnekler
gosterilmistir. Soldan saga sirayla genlerin amplifikasyon egrileri, erime egrileri ve erime pik noktalarinin
grafikleri verilmistir. (A) B-aktin, (B) RNF8 ve (C) GTSF1 genlerini gostermektedir. B-aktin ve RNF8
genlerinin negatif kontrol drneklerinin grafiklerinde gorilen yiikselmeler, her reaksiyonda tekrarlanmasi,
gec yilikselme gostermesi ve erime egrilerinin gen seviyelerinden farkli olmalar1 sebebiyle dimer
olusumlarini gosterdikleri kanisina varilarak anlamsiz kabul edilmistir.

41



Tablo 4.2: RNF8 ve GTSF1 genlerinin ortalama Cq degerleri tim 6rnekler i¢in gosterilmistir.

Cq Cq Cq Cq
FAFS A=A ArTn aFFrr | om L AAA FAEE DFI:‘.:LA. BTEFF 2FITALA.H
HZ Deku 2576 HZ Dok 2552 Koatrol Doks
HA Dieku 27.45 Ha Dok a7.43 H1 Dok 33,03 H1 Dicky a1.62
H5 Dicky 2663 H5 Dicky 3453 HZ Dok 052 Hz Deku 271
HT Dicku 2773 HT Dok 243 H1O Dieky 2353 H1O Dok 2525
H& Daku 26 &5 Ha Ooku 2433 H1E Oaku 2346 H1E Dioku 25 65
Ha Dok 2755 Ha Cioku 612 Hz1 Dok 27.26 H21 Dok 2856
Hi1 Dok 2547 Hi1 Dok TS5 H22 DCiaku a0.21 HZ2 Doku | 3663
HiZ Dok 27.74 Hi2 Dok 24.03 Hz4 Dieku 25.az Hz4 Doku | 24.55
HAZ Dicku 30,22 H1Z Dok 2533 H2E Dicku 26.45 HZ6 Dcku | 2343
H1Z Doku 013 H1Z Dok 2653 "“:::::I::"“' H Koatrol Kan
H13 Oaku 2384 H13 Dok 6.1 H1 Kan G543 H1Kan 33 55
H23 Dioku a5z H23 Dioku aTE HZ Kan 37.15 HZ Kan E6.TE
HZE Caku 2&.04 HZ5 Diaku 245 HAO Kan a1.aT HIO Kan 255
HZT Dok 2501 HZT Dioku 2363 H1& Kan 512 HIE Kan .56
H2a Dicky 3053 H23 Dicky 2653 HZ1 Kan .72 H21 Kan .77
H23 Dicky 2781 H23 Dicky 2521 HZ2 Kan 33,03 HZ2ZKan 3368
HZ0 Dicky 27.51 H30 Dicky 24 HZ4 Kan EERT HZ4 Kan 35.07
H31 Oaku 2535 H31 Dok 2zas HZ6 Kan a2z HZ6 Kan 3.2z
H32 Dioku A H32 Dioku 25 45
H33 Dicky 3032 H33 Dicky Az F“':::.::""' F"‘;::‘::"“'
H34 Dicky 2695 H34 Dicky 2293 K1 32,05 K1 337
HZE Dok 2693 H3E Dok 2767 Kz 0,37 K= .71
H36 Dicky 2645 H36 Dicky 2386 P 33,91 K3 =457
H3T Dok 2767 H3T Oaku 2502 K4 G073 K4 164
H3& Dok 2571 H3& Dioku 2543 ks 5515 ks 4 16
K& 0.7 K& E2.0E
Haszta Kanlan Hasta Kan ET 3147 ET F2.54
H Kan 274 HZ Kan 4,04 Kz a4.41 Kz 36,61
H4 Kan 36.13 H4 Kan 57.52 k3 3359 K3 Sd.65
HS Kan G396 H5 Kan 5556 K10 G222 K10 SE.TE
HE Kan HE Kan K1l S2.83 (41 4,25
HT Ean 54,96 HT Kan G555 k12 31.55 K12 3556
HS Kan 355 HS Kan G545 kA5 281 L4 ] SIETT
HA Kan 451 HA Kan S48z K14 ca b | K14 ch) |
H11 Kan F5.33 H11 Ean S5.38 K15 F5.8T k15 38N
H12 Kan =R | Hi2Ean 57.03 K16 3349 K16 555
H15 Kan F5.65 H13Ean 5451 k1T G245 kAT 5525
H14 Kan Hi4 Ean K15 3145 K15 S2.T6
H15% Ean H15% Ean 4k G255 K13 3253
H1T Ean H1T Ean k20 3115 k20 3223
H15 Kan 55.55 HiS Ean 55.53 K21 iz =3 G264
H13 Kan S5.47 H13 Kan G614 ka2 32258 ka2 3492
H20 Kan H20 Kan K23 F2.E1 K23 3408
H23 Kan 35.65 H23 Kan 3716 =1, G366 [ #=L.1 5555
H25 Kan 513 H25 Kan Sh.GT K25 2.2 K25 SE.5G
H2T Kan SE6D H2T Kan I5.22 k26 .27 [ 4=1] 24
H2& Kan 3126 H25 Kan 246 k27 IT.24 K27 G645
H23 Kan 3123 H23 Kan 2.8 k2& 247 | =t 447
H30 Kan G362 H30 Kan 253 K23 227 K23 55258
H31 Kan 3114 H31 Ean 33515 K30 3453 K30 47T
H32 Kan 5493 H3Z Kan 4.7 K3 F2.55 K31 5d
H35 Kan G35 H33 Kan SEAT k52 3114 k32 Sh.22
H%4 Kan F5.58 HZ4 Kan 403
H35 Kan 35.28 H35 Kan 36
H36 Kan 3581 H36 Kan 445
H3T Kan 3547 H3T Kan 4.8
H3E Kan ] H3E Kan 2.7




Orneklerin qRT-PCR sonucu Cq degerleri kullanilarak yapilan istatistiksel testlerde
oncelikle infertil erkeklerden alinan kan ornekleri ile fertil erkek bireylerden alinan kan
orneklerinin degerleri karsilastirilmistir. Ilk olarak; orneklerin normal dagilima uyup
uymadigini kontrol etmek i¢in Shapiro — Wilk testi yapilmis ve istatistiksel olarak
anlamlilik degeri p<0.05 olarak kabul edilmistir (Tablo 4.3(A)). Grup 6lcutleri ortanca
(25. Persentil — 75. Persentil) olarak gosterilmistir (Tablo 4.3(B)). Test sonucunda iki
grubun da p degerleri 0.05’in altinda olduklar1 i¢in degerlerin normal dagilimda
olmadiklar1 belirlenmistir. Dolayisiyla 6rnekleri karsilastirmak icin Mann-Whitney U testi
uygulanmistir (Tablo 4.3(C)). Calisilan 2 gen i¢in de p<0.05 oldugu igin, hasta kanlari ile
kontrol kanlariin gen ekspresyon seviyelerinde farklilik oldugu kabul edilmistir (sekil

4.5).

Infertil hasta ve fertil kontrol bireylerinin kan drnekleri karsilastirildiktan sonra infertil
bireylerin kan 6rnekleri kendi aralarinda idiyopatik infertil olgular ve infertilite sebebi
bilinen olgular olarak gruplandirilarak karsilastirilmistir. Sebebi bilinen infertilite grubu
sadece 8 kisiden olustugu igin Shapiro — Wilk testine bakilmaksizin Mann — Whitney U
testi yapilmistir. Test sonucunda p>0.05 oldugu i¢in gruplar arasinda bir farklilik olmadigi

sonucuna varilmistir.

Tablo 4.3: Tez kapsaminda aragtirilan genlerin hasta ve kontrol kanlarinda Cq degerlerinin normal dagilim
(A) ve orneklerin karsilagtimali analizi (B), (C) gosterilmistir.

(A)
Shapiro-Wilk
Grup Statistic Df Sig.
RNF8 kan Hasta .970 33 ATT7
Kontrol .893 32 .004
GTSF1 kan Hasta 972 33 534
Kontrol .900 32 .006
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(B)
Grup Persentil Degerleri
Weighted Average(Definition 1) RNF8 kan  Hasta 33.9600
Kontrol 32.3800
GTSF1 Hasta 34.7000
kan
Kontrol 33.7300
Tukey's Hinges RNF8 kan  Hasta 33.9600
Kontrol 32.3800
GTSF1 Hasta 34.7000
kan
Kontrol 33.7300
©)
Ranks
Sum of
Grup N Mean Rank Ranks
RNF8 Hasta 33 40.42 1334.00
kan Kontrol 32 25.34 811.00
Total 65
GTSF1 Hasta 33 37.65 1242.50
kan Kontrol 32 2820 | 902.50
Total 65
Test Statistics?
RNF8 kan GTSF1 kan
Mann-Whitney U 283.000 374.500
Wilcoxon W 811.000 902.500
z -3.215 -2.014
Asymp. Sig. (2-tailed) 001 044




Mean Rank
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Sekil 4.6: Yukaridaki grafikte RNF8 ve GTSF1 genleri icin infertil hasta bireyler ve fertil kontrol

bireylerden alinan kan drneklerinden ¢alisilan qRT-PCR testleri sonuglarinin sira ortalamalari

(mean rank) verilmistir. Sekilde goriildiigii izere; her iki gen i¢in de hasta kanlar1 Cq degerleri

ortalamasi kontrol kanlar1 Cq degerleri ortalamasindan yiiksektir.

Daha sonra infertil bireyler patolojik tanilarina gére yani hipospermatogenez ve SCO

tanisina gore gruplandirilarak karsilagtirilmistir. Normal dagilim testi olarak Shapiro

— Wilk testi yapilmis (Tablo 4.4(A)) ve p>0.05 sonucundan dolay1 6rneklerin normal

dagilimda olduklar1 hipotezi kabul edilerek Student T-testi yapilmustir. T- testi

sonucunda p degerleri 0.05’in {izerinde olduklar1 i¢in kan 6rneklerinde bir ekspresyon

farki g6zlemlenmemistir (Tablo 4.4 (B)).

Tablo 4.4: Infertil bireylerin kan 6rneklerinde tanisal ekspresyon farkliliklari i¢in yapilan istatistiksel
testler. (A) Normal dagilim i¢in Shapiro — Wilk testi (B) Student T-testi

(A)

(B)

Shapiro-Wilk
Tani Statistic df Sig.
RMF8kan SCO 938 11 501
Hipospermatogenez
posp g 955 22 403
GTSF1kan SCO .40 11 R25
Hipospermatogenez
posp g 943 22 226
Independent Samples Test
t-test for Equality of Means
Mean Std. Error Interval of the
t df Sig. (2-tailed) | Difference |Difference Difference
Lower Upper
RNF&kan  Equalvariances ~.009 31 893 _o00727|  77317| 158417 156962
assumed
Equal variances not ~011| 30151 991 -00727| 65081 -1.33613| 1.32159
assumed
GTSF1kan Equalvariances 437 31 202 07364  57528| -1.00485| 1.25213
assumed
Fqual variances not 29|  17.258 899 07864  61097| -1.20894| 1.36621
assumed
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Kan orneklerinden sonra doku Ornekleri de oncelikle idiyopatik ve sebebi belli olan
infertilite olarak gruplara ayrilarak karsilastirilmistir. Sebebi belli olan infertilite grubu 8
ornekten olustugu icin normal dagilim testi yapilmaya gerek duyulmadan Mann —
Whitney U testi yapilmistir. Gruplarin ortanca Persentil (25. — 75. Persentil) degerleri
farklilik gosterse de Mann- Whityney U testi sonucunda p>0.05 oldugu i¢in gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmemistir. Gruplarin persentil degerleri

ve istatistiksel testleri tablo 4.5’te verilmistir.

Tablo 4.5: Infertil bireylerin doku orneklerinden elde edilen Ct degerlerinin tanisal gruplar arasinda
degerlendirilmesi.

Altgrup Persentil Degerleri

Weighted RNF8doku Sebebi bilinen | 29.1900 29.1900 Test Statistics®
g Idyopacik | 277400]  27.7400 RNF&doku | GTSF1doku
enen D GrsFiaom  seoaivinen | 25 3000 263900  Mann-Whitney 55.000 38 000
Idiyopatik 25.5200 25.5200 Wilcoxon W 200.000 412.000
Tukey's RNF8doku Sebebi bilinen 291900 291900 7 1470 504
Hinges idiyopatik | 277400 27.7400 Asymp. Sig. (2 EvE 1z
GTSF1doku Sebebi bilinen 26,3900 26,3900 Exad S0 2 - . .
idiyopatik | 255200 255200  tailed Sig.)] 1507 636"

Sonrasinda infertil bireylerden alinan doku orneklerinden elde edilen Ct degerleri
patolojik tanilarina gore; hipospermatogenez ve SCO olarak iki gruba ayrilarak
karsilastirilmistir. Yapilan Shapiro-Wilk testi p<0.05 degeri elde edildigi i¢in 6rneklerin
normal dagilima uymadigi kabul edilerek Mann-Whitney U testi yapilmistir. Istatistiksel
testler sonucunda RNF8 geninde bir farklilik goriilmezken, GTSF1 geninde ise
hipospermatogenez goézlenen olgulara gére SCO belirlenen olgularda Cq degerlerinin
daha yiksek oldugu gozlenmistir (Tablo 4.6). RNF8 geninde p>0.05 oldugu i¢in doku
ornekleri arasinda bir farklilik olmadigi, GTSF1 geninde ise p<0.05 oldugu i¢in dokular
arasinda ekspresyon farkliligi oldugu kabul edilmistir. Goriilen farklilik sekil 4.1°de
gosterilmistir.
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Tablo 4.6: Infertil bireylerin doku 6rneklerinden elde edilen Cq degerlerinin patolojik tanilarmna gére

karsilagtirtlmasi.
Test Statistics
RMF&doku GTSF1doku
Mann-Whitney L 120,000 5.000
Wilcoxon W 186.000 258.000
Il -.038 -4.4320
Asymp. Sig. (2- 870 000
Exact Sig. [2*(1- Y o
tailed Sig.)] 985 000
Ranks
Sum of
Tani N Mean Rank Ranks
RMF8doku SCO 11 16.91 186.00
Hipospermatogenez 22 17.05 375.00
Total 33
GTSF1doku SCO 11 27.55 303.00
Hipospermatogenez 22 1173 258.00
Total 33
(A)
GTSF1doku
35 4
=
=
[=}
=]
L 30 4
wy
',_
(O]
254
SC0O |'Ip(‘|~'~pef”ﬂﬂ'.0_tj'~.l‘r3.?
Tani
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(B)

RNF8doku

321

30 1 ‘

RNF&doku

28 1

26 - ‘

SCO Hipospermatogenez
Tani

Sekil 4.7: Yukaridaki sekillerde (A) GTSF1 ve (B) RNF8 genlerinde patolojik olarak gruplandirilan doku
orneklerinin Cq degerleri farkliliklar: boxplot grafikleriyle gosterilmistir. Sekillerde goriildiigii tizere; RNF8
geni degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik g6zlenmezken, GTSF1 geni degerlerinde
farkliliklar ortaya ¢ikmuistir.

4.4 RNF8 ve GTSF1 Genlerini ACq Degeri Bulgular:

ACq degeri, hedef genin ortalama Cq degerinden kontrol genin Cq degeri ¢ikarilarak elde
edilen farka verilen isimdir. Bu ¢alisma i¢in ACq formiilii; “ACq = RNF8/GTSF1 ortalama
Cq degeri — R-aktin Cq degeri” olarak kullanilmistir. Istatistiksel testlerde ACq degerinin
kullanilmasinin, orneklerin konsantrasyon farki veya qRT-PCR reaksiyonlar1 arasindaki
esik degerleri degiskenligi gibi sonuglarda farklilik yaratabilecek faktorleri eleyerek Cq
degerleri ile farkli istatistiksel sonuglar verebilecegi savunulmaktadir (Ruiz-Villalba ve
ark., 2021). Bu c¢alismada, Cq degerleri kullanim1 ve ACq degerleri kullanimi arasinda
elde edilen sonuglarin farkli olup olmayacaginin arastirilmasi i¢in, ortalama Cq degerleri
ile yapilmis olan istatistiksel testler ACq degerleri kullanilarak tekrar edilmistir.

Bulgularin ACq degerleri tablo 4.7°de verilmistir.
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Tablo 4.7: gRT-PCR reaksiyonu bulgularinin ACq degerleri.

RNFG ACq rurs | icq GTSF1 ACq arsF1 | acq
H3 Dok 4,35 Kostrol Dokular HZ Doku 173 Kostrol Doks
H4 Daku .13 H1 Diakiu T.03) H4 Daku 1625 Hi Diaku 165
HE Dok ET5 H2 Dioku T.05 HE Doku 14.32 HZ Doku .64
HT Doku 5.23 H10 Dby T.45) HT Doku 1.5T7] H10 Doku 353
HE Dioku &.21 H1E Dby 4.52 HE Doku 4,35 H1E Doku 073
Ha Doku £.54 H21Daku 5.54] H3 Doku 15,05 H21Doku T.94
H11 Doku 593 H22 Doku T.45 H11 Dioku 1535 H2Z Diaku 1393
H1z2 Doku 4.42 Hz4 Daoku 5.6 H1Z Dioku 0.7 Hz4 Diaku 156
H13 Ooku 455 HZ26 Daoku 513 H13 Diaku .55 HZ6 Diaku 222
H1S Doku 5.61 H1Z Dioku 2.0
H1:3 Daku 655 H Kontrol Kanlan H13 Dioku 1512 H Kontrol Kam
H27% Dby E.05 H1E=an 12.2 H23 Daku 14.35 H1E=an 10,33
H25 Daku 4435 HZ Kan 10.7] HZ5 Daku 053] HZ Kan 1025
H2T Daoku 1.51 H10 Kan 10.5] H2T Daku 0,43 H10 Kan 11.54
H2& Dby 5.03 HIE Kan 11 HZ2& Daoku 105 H1E Kan 11.14
H23 Diaku ER L H21Kan 10.5] H23 Daku 256 H21 Kan 10.54
H30 Diaku 5.1 HZ2 Kan 10.3 H30 Daoku 2.4 HZZKan 11.56
H31 Doku 503 H24 Kan 15.2] H31 Dok 193 H24 Kan 10.55
H32 Dby .74 HZE Kan 10.5] H32 Daoku -0.1 H2E Kan 11.51
H55 Doku 6.74] Fertil Kontrol Kanlar] H335 Doku a.54] Fertil Kontrol Kanlan
H34 Dk 57T K1 10.2 H34 Doku A K1 .85
H35 Daku 615 K2 36T H35 Daku 632 K2 1.01
H3E Dby 4.56 K3 10.3 H3E Daoku 1.94 K3 1.2
H3T Daku .03 K4 3.34) H3T Daku S| kd 10,55
H3E Diakiu 1.52 ) 10.3 H3S Daku 2.6 K5 11.33
Hacta Kanlan 3] 365 Hazta Kanlan (3] 11.04
H3 Kan 11.55 ET 936 H3 kan 12.54 KT 1.03
H4 Kan 11.15 kS 10,3 H4 Kan 12.45 kS 12.47
HS Kan 10,73 ) 10.2 HS Kan 10555 kK3 1.03
HE Kan K10 2,34 HE Kan KAQ 11.43
HT Kan 11.54] KN 10.5 HT Kan 1246 k11 1134
HE Kan 1133 K12 101 HE Kan 11.64] k12 121
H3 Kan 11.55 K13 10.2 H3 Kan 1163 k13 1.5
H11 Kan 10,16 K14 382 H11 Kan 1021 k14 11.62]
H12 Ean 11005 K15 1.1 Hi2kan 10.02 k15 14.5
H13 Kan 10063 K16 10,5 H1Z3Kan 113 K16 10,41
Hi4 Kan k1T 10,3 Hi4 Kan kAT 1113
H15 Kan KiS 104 H15 Kan k15 .53
H1T Kan K13 0.7 H1T Kan k13 11.25
H15 Ean 11.05 K20 101 H15 Ean 1.4 =11 11.12
H13 Ean 11,006 K21 10.6 H13 Ean 12.03 k21 1147
H20 Kan K22 10.6 H20 Kan K2z 12.53
H23 Kan 12.01 K23 10.5 H23 Kan 13.52] [ =a] 11,38
H25 Kan 12,57 K24 10.7 HZ5 Kan 11.94 k24 10.35]
H2T Kan 1.3 k25 10,3 HZT Kan A.53 k25 1215
H2& Kan 1014 K26 0.5 H2S Kan 1.3 k26 .64
H23 Kan 3.57 K27 1.3 H23 Kan 1103 k27 10,53
H30 Kan 1114 K28 10.4 H30 Kan 0.1 =] 1237,
H31 Ean 344 K23 0.7 H31 Ean 11.45 ] 16T
H32 Kan 11.6T K50 12 H32 Kan 11.57 K30 12.4
H33 Kan 1.52] K51 10.4 H33 Kan 11.45 k3 .62
H:34 Kan 1.0 K32 1n.a H:3d4 Kan 1146 = 10056
I H:35 Kan 25T H:35 Kan 10,53
H36 Kan 1042 H36 Kan 1.74
H3T Kan 10,13 H3T Kan 11.62]
H3E Kan 345 H3E Kan a4
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Oncelikle infertil bireylere ait kan &rnekleri ile fertil kontrol kanlarmin ACq degerleri

karsilagtiritlmistir. Sonuglarin normal dagilima uyup uymadigi Shapiro-Wilk testi ile

berlirlenmis Ve istatistiksel olarak anlamlilik degeri p<0.05 olarak kabul edilmistir. Grup

Olcutleri ortanca (25. Persentil — 75. Persentil) olarak gosterilmistir (tablo 4.8 (A)). Test

sonucunda iki grubun da p degerleri 0.05’in altinda olduklari i¢in degerlerin normal

dagilimda olmadiklar1 belirlenmistir (tablo 4.8(B)). Dolayisiyla fertil ve infertil bireylerin

kan 6rneklerinin karsilastirilmasi igin Mann-Whitney U testi yapilmustir, yapilan bu testin

sonug degerleri tablo 4.8 (C)’de verilmistir. Test sonucunda RNF8 geni ekspresyonunda

p<0.05 degeri elde edildiginden gruplar arasinda fark gorulirken, GTSF1 geninde p>0.05

oldugu i¢in anlamli bir ekspresyon farkina rastlanmamaistir (sekil 4.7).

Tablo 4.8: infertil ve fertil erkek bireylerin kan 6rneklerinin istatistiksel olarak karsilastirilmasi i¢in yapilan

Shapiro-Wilk ve Mann-Whitney U testleri sonuglari.

Grup Perzentil Degerlen
RNFS kan Hasta 11.01
Weighted Kontrol 10.44
Average(Defimtion 1) 7557 kan  Hasta 11.45
Kontrol 11.553
RNFE kan Hasta 11.01
Kontrol 10.44
Tukev's Hinges
; GI5FI kan  Hasta 11.43
(A) Eontrol 11.553
Shapiro-Wilk
Grup Statistic df Sig.
RNFS kan ACq Hasta 476 33 001
Kontrol 043 32 002
GISF kan ACq Hazta 943 33 429
Kontrol 00 32 D06
(B)
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Ranks

Grup N Mizan Rank Sum of Ranks
RNFS ACq kan Hasta 33 3923 1294 50
Kontrol 32 26.58 83050
Total 65
GISF] ACqkan Hasta 33 20,62 07750
Kontrol 32 36.48 1167.50
Total 63
©)
ENF3 ACq kan GTEF1 ACq kan
Mlann-Whitney U 322500 416300
Wilcozon W 330300 o7 300
¥ 2697 -1.463
Asymp. Sig. (2- 007 143
Mean Rank
40.00
35.00
30.00
25.00
20.00
15.00
10.00
5.00
0.00
Hasta Kontrol Total Hasta Kontrol Total
RNF8 ACq kan GTSF1 ACq kan

Sekil 4.8: Yukaridaki grafikte goriildiigii tizere infertil hasta ve fertil kontrol gruplarinin kan 6rnekleri ACq
degerleri arasinda RNF8 geninde belirgin bir fark goérulurken, GTSF1 geninde gruplar arasinda anlamli bir
fark bulunmamaktadir.

Daha sonra doku ve kan ornekleri idiyopatik ve sebebi bilinen infertilite olgular1 olarak
iki gruba ayrilmis ve kendi aralarinda test edilmistir. Sebebi bilinen infertilite grubunun 8
uyeden olugsmasindan dolay: drneklerde normal dagilim olamayacagindan, Shapiro-Wilk
testine bakilmaksizin Grnekler Mann-Whitney U testi ile istatistiksel olarak
karsilastirilmistir. Tablo 4.9’de de gosterildigi iizere tiim grularda p>0.05 oldugu i¢in

gruplar arasinda anlamli bir farklilik ortaya ¢ikmamastir.
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Tablo 4.9: idiyopatik infertilite ve sebebi belli olan infertilite hastalarinin kan ve doku 6rneklerinin istatistik

test sonuglart.

Test Statistics®

RMFE Doku | RNF8 Kan | GTSFf Doku | GTSFf Kan
ACq ACq ACq ACq
Mann-Whitney U 57.000 97.000 93.000 65.500
Wilcoxon W 382.000 1332.000 418.000 101.500
Z -1.806 -126 -294 -1.450
Asymp. Sig. (2-tailed) 071 800 769 147
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] o7a 918" 789" 450"

Hastalar patolojik tanilarina gore gruplandirildiklarinda ise Cq degerleri ile yapilan
testlerden farkli olarak ACq degerlerinde sadece GTSF1 geni doku orneklerinde degil,
RNF8 geni doku drneklerinde de farklilik goriilmiistiir. Hastalar patolojik tanilarina gore
hipospermatogenez ve SCO olarak gruplandirildiklarinda 6ncelikle Shapiro-Wilk testi ile
normal dagilima uyup uymadiklarinda bakilmaktadir. Bu test sonucunda RNF8 geni doku
ornekleri ile GTSF1 geni kan 6rnekleri normal dagilima uyarken, GTSF1 geni doku
ornekleri ve RNF8 geni kan oOrneklerinin normal dagilima uymadiklari sonucuna
varilmistir (tablo 4.10(A)). Bunun iizerine, normal dagilima uyan gruplara Student T-testi,
normal dagilima uymayan gruplara ise Mann-Whitney U testi uygulanmistir. Yapilan
testlerde her iki gende de doku Ornegi gruplart p<0.05 bulunarak gruplar arasinda
istatistiksel bir farklilik gozlemlenirken (sekil 4.8), kan 6rneklerinde p>0.05 degerleri,
tanisal gruplar arasinda ekspresyon farki olmadigini géstermistir. Yapilan T- testi
sonuglart tablo 4.10 (B)’de, Mann-Whitney U testi sonuglar ise tablo 4.10 (C)’de

verilmektedir.
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Tablo 4.10: infertil hastalarin hipospermatogenez ve sertoli cell only (SCO) tanilarina gére gruplandirilan
doku ve kan érneklerinde gen ekspresyon farkliliklarinin istatistiksel test sonuglari. (Tablo sonraki sayfada
devam etmektedir)

Tests of Normality

Shapiro-Wilk
Tani Statistic df Sig.
FEMNF3 Delu ACq 5CO 232 11 A31
Hipospermatogenaz 210 37 072
RINF8 Kan ACq SCOo o827 11 877
Hipospermatogenaz 850 27 005
GTSF1 Doku ACg 5CO 886 11 124
Hipospermatogsnaz 643 23 000
GTSF1 Kan ACq 5CO 884 11 116
(A) Hipospermatogenaz 040 37 307
Ranks
Sum of
Tani M Mean Rank Ranks
RMF8 Kan ACq 5C0 11 17.82 196.00
Hipospermatogenez
posp g 22 16.59|  365.00
Total 33
GTSF1 Doku ACq SC0O 11 27 55 3032.00
Hipospermatogenez
posp g 22 1173| 258.00
Total 33
Test Statistics®
RMF8 Kan ACq GTSF1 Doku ACq
Mann-Whitney U 112.000 5000
Wilcoxon W 365.000 258.000
Z -344 -4.430
Asymp. Sig. (2-tailed
ymp. Sig. ( ) 731 000
Exact Sig. [2*(1-tailed E b
; 9. 124 7497 000
(B)sia
Group Statistics
Tani N Wean Std. Deviation | Std. Error Mean
RNF8DCQdoku 8C0 " 5.4182 54790 16520
Hipospermatogenez 2 53123 92559 19734
GTSFDCQkan 8CO " 11.2873 1.03626 31245
Hipospermatogenez 22 11.2305 (86663 18477
Independent Samples Test
ttest for Equality of Means
95% Confidence Interval of the
Std. Eror Difference
t df 3ig. (2-tailed) |Mean Difference| Difference Lower Upper
RNF8DCQdoku Equal variances assumed
3639 k3| .01 1.10591 30388 48614 1.72568
Equal variances not
assumed 4.297 29.905 {000 1.10591 25736 58025 1.63157
GTSFDCQkan Equal variances assumed
166 H 869 05682 34149 - 63965 75329
Equal variances not
assumed 57 17.214 877 05682 36299 -70829 82193

(©)
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Sekil 4.9: Yapilan istatistiksel testler sonucunda patolojik tanilarina gore gruplandirilan doku 6rneklerinin
ACq degerleri arasindaki farkliliklar yukaridaki grafiklerde gosterilmektedir.
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Istatistiksel karsilastirma testlerinin yam sira hasta ve kontrol gruplarmin gen
ekspresyonlarinin upregiile veya downregile olup olmadiklarinin gézlemlenebilmesi igin
“2"-AACQq” yani rolatif ekspresyon degerleri de hesaplanmistir. Hesaplanan degerlerin
gruplar icerisinde ortalamalar1 alinarak her grup i¢in averaj rolatif ekspresyon degerleri

hesaplanmistir. Gruplara gore hesaplanan “2”*-AACq” degerleri tablo 4.11°da verilmistir.

Tablo 4.11: Gruplara gore hesaplanan ortalama rélatif ekspresyon degerleri. (A) RNF8 geni degerleri (B)
GTSF1 geni degerleri verilmistir.

(A)
RNF8 Geni 2"-AACq
Idiyopatik Infertilite Doku 1.18
Idiyopatik Infertilite Kan 1.18
Infertil Kontrol Doku 1.31
Infertil Kontrol Kan 1.37
Fertil Kontrol Kan 1.06
Idiyopatik Infertilite Doku Hipospermatogenez | 1.12
Infertil Kontrol Doku Hipospermatogenez 1.31
Idiyopatik Infertilite Doku SCO 1.03
Infertil Kontrol Doku SCO 1.13
Idiyopatik Infertilite Kan Hipospermatogenez | 1.22
Infertil Kontrol Kan Hipospermatogenez 1.54
Idiyopatik Infertilite Kan SCO 1.11
Infertil Kontrol Kan SCO 1.12

®) GTSF1 Geni 2"-AACq
Idiyopatik Infertilite Doku 12.88
Idiyopatik Infertilite Kan 1.25
Infertil Kontrol Doku 8.47
Infertil Kontrol Kan 1.26
Fertil Kontrol Kan 111
Idiyopatik Infertilite Doku
Hipospermatogenez 1.96
Infertil Kontrol Doku Hipospermatogenez | 1.38
Idiyopatik Infertilite Doku SCO 9.66
Infertil Kontrol Doku SCO 3.45
Idiyopatik Infertilite Kan
Hipospermatogenez 1.24
Infertil Kontrol Kan Hipospermatogenez 1.06
Idiyopatik Infertilite Kan SCO 1.25
Infertil Kontrol Kan SCO 1.06
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5. TARTISMA

Son yillarda gelisen molekiiler ve genetik test yontemleri ile birgok multifaktoriyel
hastaligin genetik sebep ve altyapilarinin anlagilabilirligi biliylik oranda artmistir. Bu
sayede binlerce genin birbirleri arasinda oldugu kadar, klinik fenotiple olan iliskilerin
tanimlanmas1 da mimkun olmustur. Bu gelismelere ragmen bazi kompleks hastaliklar
heniiz tam anlamiyla anlasilabilmis degillerdir. Erkek infertilitesi, bahsedildigi {lizere
genetik sebepleri ve altyapisinda bulunan genotip - fenotip iligkileri heniiz tam olarak
anlagilamayan hastaliklar grubu icerisinde yer almaktadir. Yapilan bazi1 caligmalarda
infertilitenin monogenik olarak ortaya c¢ikabildigi gibi kompleks gen etkilesimleri

sonucunda da goriilebildigi one siiriilmektedir (Cervan-Martin ve ark., 2020).

Bu tez projesi kapsaminda; fonksiyonlar1 ve etkilesimleri heniiz kesin olarak bilinmeyen,
fakat testis ve spermde doku spesifik yiiksek ekspresyon gosterdigi bilinen bazi aday
infertilite genlerinin idiyopatik infertil bireyler Gzerindeki etkisi arastirilmistir.

Bu proje planlanirken fertil oldugu bilinen erkek bireylerden alinacak kan 6rnekleri ile
kontrol grubu olusturulmustur. Calisma kapsaminda 40 infertil bireyden TESE
operasyonu ile testis doku ve kan 6rnekleri alinmistir. Bu bireyler igerisinden infertilite
sebebi bilinen ve bu neden ile ¢alisma kriterlerine uygun bulunmayan 9 hasta proje dis1
birakilmak yerine, kontrol grubu olarak projeye dahil edilmistir. Bu bireylerde infertilite
nedenleri bilindigi i¢in, proje kapsaminda incelenen hedef genlerde ekspresyon farklilig

beklenmediginden bu hastalarin testis dokulari, kontrol doku olarak 6nem kazanmastir.

Proje baslangigta sadece STPG2 geni ekspresyon seviyelerinin arastirilmasi {izerine
planlanmistir. STPG2, azospermik bir hastada genin bulundugu 4922.3923 bdlgesinde
576,580 bp wuzunlugunda bir mikrodelesyon tespit edilmesi ve genin testiste
ekspresyonunun oldugunun saptanmasi iizerine infertilitede aday gen olarak
tanimlanmistir (Yakut ve ark., 2013). Yeni yapilan bir caligmada ise aday genlerde DNA
sekanslama yontemiyle STPG2 geninde SNP mutasyon taramasi yapilmis ve infertil
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bireylerde kontrol bireylere oranla yaklasik olarak %40 daha fazla STPG2 geni SNP
delesyon mutasyonu gozlemlendigi belirtilmistir (Chan ve ark., 2023).

Literatirde STPG2 geni {izerine, projemizde yapilmasi planlanan qRT-PCR yontemi
calismasi veya ekspresyon arastirmasi bulunmamaktadir. STPG2 geni (izerine az da olsa
DNA sekanslama aragtirilmasi yapilmigken RNA ekspresyonu iizerine bir g¢alisma
bulunmadigindan ve ayrica DNA sekanslama islemleri i¢in tez projesi kapsaminda ayrilan
blitcenin anlamli bir sonu¢ elde edilebilecek sayida 6rnegin ¢alisilmasina uygun
olmayacagindan STPG2 geninin RNA eskpresyonunun gRT-PCR ile galisiimasinin daha
uygun olacagi diistiniilmistiir. Calisma dahilinde STPG2 geni i¢in ti¢ farkli primer ¢ifti
dizayn1 yapilmig fakat primer optimizasyon caligmalar1 sirasinda denenen higbir
protokolden basarili sonu¢ alinamamustir. Bu ¢alismalarda basarili sonug elde
edilememesi genin ekspresyon seviyesinin qRT-PCR yontemiyle saptanamayacak kadar
diisiik oldugunu gosterebilecegi gibi, genin belli yolaklar igerisinde aktive edilip genel

olarak inaktif bir sekilde bulunuyor olabilecegini de diisiindiirmektedir.

Yapilan qRT-PCR c¢aligmalar1 istenilen sonucu vermeyince STPG2 geninin testis
dokusunda ekspresyonu olup olmadigina bakilmast ve c¢alismanin devaminin
getirilebilmesi agisindan yeni aday genler saptanabilmesi igin transkriptom (RNA
dizileme) (RNA-seq) calismalar1 yapilmasina karar verilmistir. Total RN Alarin analizinde
kullanilan RNA-seq, kullanilan 6rnekte bulunan RNAlarin kuantifikasyonunu saglayan
yuksek verimli bir tarama yontemidir (Deschamps-Francoeur ve ark., 2020). Bu yontem;
ribozomal RNAlarin uzaklastirilmasi ile hedeflenen RNA molekiillerinin izole edilmesi,
istenilen baz ¢ifti sayisinda fragmentler ile kiitiiphane olusturulmasi ve bu fragmentlerin
yeni nesil sekanslama (NGS) ile dizilenmesi adimlarindan olusmaktadir (Kukurba ve
Montgomery, 2015). RNA-seq caligmalarinin ¢ok adimli ve yiiksek maliyetli olmasi
sebebi ile tiim dokular transkriptom ¢alismasina dahil edilememistir. Bu sebepten dolayz;
infertilite sebebi bilinen 9 hastadan patolojik olarak 4’ hipospermatogenez, 4’1 sertoli
cell only sendromu tanis1 almis olan toplam 8 kontrol doku ve ayni sekilde idiyopatik

infertiliteye sahip 31 bireyden 4’ii hipospermatogenez, 4’ii sertoli cell only sendromu
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tanist almig olan toplam 8 hasta bireyden alinan doku 6rnekleri secilerek transkriptom

calismasi i¢in toplam 16 bireyin total RNA o6rnekleri kullanilmistir.

RNA dizileme caligmasi sonucunda elde edilen sonuglar, analizin daha saglikli sonug
vermesi agisindan patolojik tanilaria gore gruplandirilarak sebebi belli olan ve idiyopatik
infertil bireyler karsilagtirilmistir. Hipospermatogenez tanili olgular arasinda yapilan
istatistiksel testler sonucunda tiim genler i¢in p>0.05 oldugundan dokular arasinda anlamli
bir ekspresyon farki olmadigi kabul edilmistir. SCO tanili doku 6rnekleri arasinda yapilan
istatistiksel testlerde ise gruplar arasinda bazi genlerde ekspresyon farki oldugu
gozlemlenmistir. SCO tanili dokularda STPG2 geni {izerine yapilan incelemede p degeri
0.98 olmasi ve ekspresyon seviyesi farkini belirten “log2fold” (rdlatif ekspresyon)
degerinin 0.09 olmasi1 sebebiyle bu ¢calismada STPG2 geninde anlamli bir ekspresyon farki
goriilmedigi sonucuna vartlmistir. SCO tanili dokularda anlamli ekspresyon farkliligi
gosteren diger genlerin belirlenebilmesi icin p degerleri p<0.05 olacak sekilde, log2fold
degerleri ise >0.5 (upreglle) veya <-0.5 (downregiile) olacak sekilde filtrelenmistir.
Filtreler sonucunda fark gdsteren genlerin doku spesifik ekspresyon seviyeleri “GTEx” ve
“The Protein Atlas” internet platformlarinda incelenmistir. Tez projesi kapsaminda hem
testis doku hem de kan oOrnekleri kullanildigi i¢in, qRT-PCR yOntemiyle sonug elde
edebilmek amaciyla secilecek olan genlerin her iki dokuda da RNA ekspresyonlarinin
“GTEx” platformuna goére 1’den biiyiik olmasi sartt konulmustur. Bu sartlar1 saglayan
genler icin literatiir taramasi yapilarak gen fonksiyonlari ve erkek infertilitesiyle
baglantilar1 olup olmadig belirlenmistir. qRT-PCR’da hedef genlerin ekspresyonunun
daha rahat gozlemlenebilmesi bakimindan, tez projesi kapsaminda incelenecek olan
genlerin upregiile olarak (log2fold >0.5) sonug¢ veren genler arasindan secilmesine karar
verilmistir. Analizler sonucunda projeye, belirtilen tiim sartlar1 saglayan ve literatiirde
erkek infertilitesi i¢in aday gen olarak tanimlanan GTSF1 ve RNF8 genleri ile devam

edilmesine karar verilmistir.

Projenin devaminda GTSF1 ve RNF8 genleri igin primer dizayn1 yapilmis ve projeye dahil
olan tim doku ve kan orneklerinden ekspresyon analizi i¢in gRT-PCR calismalari

yapilmistir. Yapilan g¢alismalarda, belirtildigi iizere 7 hastanin kan &rnekleri hedef
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genlerde analize katilabilecek sekilde saglikli sonug vermemistir. Proje dis1 birakilma
karar1 alinmadan 6nce bahsi gegen kan dokularinin total RNA 6rneklerinden tekrardan
cDNA celdesi yapilmis ve yeni elde edilen cDNA 6rnekleri ile QRT-PCR reaksiyonlari
tekrarlanmistir. Buna ragmen bu orneklerden saglikli sonug elde edilememis olmasi,
problemin total RNA 6rneklerinden kaynakli oldugunu gostermektedir. Bu orneklerde
yasanilan problemler total RNA izolasyonu sirasinda diisiik miktar veya saflikta {iriin elde
edilmis olmasindan kaynakli olabilir. Bunun sebebi izolasyon protokoliiniin isleyisi ya da
kullanilan soliisyonlarin tazeligi ile ilgili olabilecegi gibi kandaki hiicre yogunlugu ve

pihtilagma oranlari ile ilgili de olabilmektedir.

Yapilan qRT-PCR c¢alismalar1 sonucunda elde edilen sonuglarin istatistiksel analizi
farklilik gdsterip gostermeyecegini gozlemlemek icin iki sekilde yapilmistir. Biri
cihazdan alinan islenmemis veriler yani “Cq” degerleri kullanilarak yapilirken ikinci
analizler ise “ACq” degerleri kullanilarak yapilmistir. Alinan sonuglarda baz1 gruplarda
degisiklikler tespit edilmistir. Cq degerleri ile yapilan analizlerde saglikli fertil kontrol
grubundan alinan kan ornekleri ile infertil hasta bireylerden alinan kan ornekleri
karsilastirildiginda hem GTSF1 hem de RNF8 genlerinde ekspresyon farki saptanirken,
ayni testler ACq degerleri ile yapildiginda GTSF1 geninde anlamli bir farklilik
gozlemlenmemistir. Buna benzer olarak; infertil bireylerden alinan doku 6rneklerinin
ekspresyon seviyeleri patolojik tanilarma gore karsilagtirllirken Cq degerleri
kullanildiginda sadece GTSF1 geninde bir farklilhik goriilirken ACq degerleri ile
istatistiksel analiz yapildigi zaman hem GTSF1 geninde hem de RNF8 geninde gruplar

arasinda farklilik gozlemlenmistir.

Yapilan istatistiksel testlerden daha saglikli ¢ikarimlar yapilabilmesi i¢in ACq degerleri
kullanilarak yapilan testlerin projenin belirleyici sonuglar1 olarak kullanilmasina karar
verilmistir. Alman bu kararin sebebi; yapilan qRT-PCR c¢aligmalarinda kurulan
reaksiyonlar arasinda olusabilecek esit olmayan kosullar1 miimkiin oldugunca elimine
etmektir. Orneklerin ACq degerleri hedef genin Cq degeri ile ayn1 6rnege ait kontrol genin
Cq degerlerinin farkini gosterdigi i¢in istatistiksel analizlerde ACq degerlerini kullanmak;

orneklerin baslangi¢ konsantrasyonlarindaki farkliliklarin, master mix’lerde pipetaj hatasi
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ile olugabilecek yogunluk farklarinin veya reaksiyonlarin analiz asamasinda esik degerler
arasinda olusabilecek deger farkliliklarinin sonuglar iizerinde fark yaratmasini

engellenmektedir (Yuan ve ark., 2006).

Literatiirde, yapilan calismalarda E3 ubikuitin ailesi (yesi olan RNF8 geninin
spermiyogenez asamasinda histon — protamin degisimlerinde rol oynayip oynamadigi
konusunda fikir ayriliklar1 goriilmektedir. Gegmis yillarda RNF8 geninin farelerde
spermatogenez tizerindeki etkisini arastirmak i¢in yapilan bir ¢alismada genin testis
dokusunda H2A ve H2B histon ubikuitinasyonu (zerinden spermatogenez
regililasyonunda etkili oldugu savunulmustur. RNF8 geni susturulmus (RNF8-KO) fareler
ile dogal fenotipe sahip farelerin karsilagtirildigi galismada RNF8-KO farelerde
spermiyogenez sirasinda aksaklik oldugu, sperm sayisinda azalma ve olusan spermlerde
yapisal bozukluklar gézlemlendigi saptanmis, RNF8 geninin yoklugunun infertiliteye
sebep olabilecegi savunulmustur (Lu ve ark., 2010). Son yillarda yapilan bir ¢calismada ise
bu sonuglarin yanlis oldugu ve RNF8 geninin spermiyogenez sirasinda histon — protamin
degisikliginde etkin olmadigi 6ne stirilmistiir. Yine dogal fenotip ile RNF8-KO farelerin
karsilagtirildigr bu ¢aligmada iki grup arasinda ubikuitinasyonun ilk adimi olan H4K16
asetilasyonunda ve sperm iiretim miktarinda bir farklilik olmadigl immiinohistokimyasal

boyama ile gosterilmistir (Abe ve ark., 2021).

Insan testis dokular1 {izerinde yapilan bir galismada ise infertil bireylerden alman TESE
ornekleri sperm pozitif ve sperm negatif olarak gruplandirilmistir. qRT-PCR yOntemi ile
gruplar arasindaki RNF8 gen ekspresyonu karsilastirildiginda ise sperm pozitif grupta
RNF8 gen ekspresyonunun belirgin bir sekilde arttigi gozlemlenerek, RNF8 geninin sperm
olusumunda etkili bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi savunulmustur (Nazari ve ark.,
2019). Tez projesi kapsaminda yapilan deneylerin sonucu bu bulgular1 desteklemektedir.
Hipospermatogenez ve SCO tanili bireylerde kanda anlamli bir farklilik goriinmese de
doku drneklerinde hipospermatogenez tanili infertil bireylerin RNF8 geni ekspresyonunun
SCO sendromu tanili bireylere gore daha yiiksek oldugu saptanmistir. Bunun yani sira

fertil kontrol ile infertil hasta bireylerin kan oOrneklerinde RNF8 geni ekspresyonu
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istatistiksel olarak karsilagtirildiginda infertil bireylerde ekspresyon seviyesinin daha

diisiik oldugu goriilmektedir.

Sineklerden insanlara kadar, hayvanlar aleminde varliginin korundugu goézlemlenen
Gametocyte Specific Factor 1 (GTSF1) geni ekspresyonunun erkek farelerin yetiskin
hayatlar1 boyunca ekspresyonu oldugu ve en yiiksek seviyesi ge¢ spermatidlerde
gorilurken, epididimis spermatozoasinda ekspresyonunun goriilmedigi belirtilmistir.
Insanlarda hem erkek hem de kadinlarda ekspresyon gosteren GTSF1 geninin sadece
erkek fertilitesinde gerekli oldugu savunulmaktadir (Ipsaro ve ark., 2022). Yapilan diger
bir ¢alismada kriptorsidizm hastaligi olan infertil bireylerde GTSF1 gen ekspresyonunun
diisiik oldugu saptanmistir (Hadziselimovic ve ark., 2015). Yakin zamanda transkriptom
calismalarindan diizenlenen bir makalede ise GTSF1 geni ekspresyonunun nonobstruktif
azospermi ve teratospermisi olan vakalarda, dogal fenotipe sahip fertil erkek bireylere

kiyasla downregiile oldugu gézlemlenmistir (Rochkenbach ve ark., 2023).

Tez projesi kapsaminda yapilan qRT-PCR testlerinin sonuglar1 yukardaki literatlr bilgileri
ile uyumlu bulunmustur. Elde edilen ACq degerleri ile yapilan istatistiksel
degerlendirmelerde kan 6rnekleri arasinda bir fark gézlemlenmese de hipospermatogenez
ve SCO tanili dokular arasinda yapilan degerlendirmelerde sertoli cell only tanis1 almis
olan bireylerde GTSF1 geni ekspresyonunun hipospermatogenez tanili bireylere gore ¢ok
daha diisiik oldugu gozlemlenmistir. Dolayisiyla bu c¢alisgmada elde edilen sonuglar,

GTSF1 geninin sperm olusumunda rol oynuyor olabilecegi fikrini desteklemektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Gilin gectikge bliyliyen bir problem haline gelen infertilite vakalarmin yarisii erkek
infertilitesi olusturmaktadir. Son yillarda genetik alaninda gelisim gosteren NGS
yontemleri sayesinde erkek tireme sistemi ile baglantili genlerin yani sira erkek
infertilitesi ile iligkilendirilebilecek binlerce gen saptanmistir. Elde edilen bu bilgilere
ragmen, bahsi gegen genlerin ¢cogunun heniiz detayli arastirmalart yapilip genetik
baglantilar1 ve protein fonksiyonlar1 net olarak belirlenememistir. Bu sebepten dolay1
erkek infertilite vakalarinin biiyiik bir kismimi (%30-60) altyapisal nedenleri heniiz

belirlenememis olan idiyopatik infertilite olusturmaktadir.

Bu tez projesinde asil amag, erkek infertilitesi ile baglantili oldugu diisiiniilen STPG2
geninin fertil ve idiyopatik infertil bireyler arasinda ekspresyon degisikliklerini gqRT-PCR
yontemi kullanilarak gostermekti. STPG2 geni i¢in yapilan qRT-PCR caligmalarindan
sonu¢  almamaymca RNAseq ¢alismast  yapilarak  gen  ekspresyonlar
karsilagtirildiklarinda hasta ve kontrol grubunda ekspresyon farklilig1 gozlemlenmemistir.
Bunun UGzerine, RNAseq ¢alismalarinda SCO tanis1 almis, sebebi bilinen infertil ve
idiyopatik infertil bireyler arasinda ekspresyon farkliligi oldugu gézlemlenen GTSF1 ve
RNF8 genleri icin gRT-PCR deneyleri yapilmistir. Elde edilen sonuglar istatistiksel olarak
degerlendirildiklerinde; fertil ve infertil bireylerin kan 6rnekleri arasinda GTSF1 geninde
ekspresyon farki olmadigi ama RNF8 geni ekspresyonunun infertil bireylere ait kan
orneklerinde fertil bireylere gore daha diisiik oldugu saptanmistir. Kontrol dokular ile
karsilastirildiklarinda ise iki gende de gruplar arasinda anlamli bir ekspresyon farki
gozlemlenmemistir. Patolojik tanilara gore hipospermatogenez ve SCO tanili olgular
karsilastirildiginda ise iki gen i¢in de kanda farklilik gériilmezken, her iki gende doku
orneklerinde SCO tanili olgularin testis doku drneklerinde hem GTSF1 hem de RNF8 gen
ekspresyonlarinin hipospermatogenez tanili olgularin testis doku 6rneklerine gore daha
diisiik olduklart belirlenmistir. Sperm olusumu olmayan SCO tanili 6rneklerde gen
ekspresyonlarinin diigiik olmasi, literatiirde de belirtildigi gibi GTSF1 ve RNF8 genlerinin

spermatogenezde etkin rol oynadiklarina isaret etmektedir.
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gRT-PCR sonuglarina ek olarak RNAseq ¢alismasi sonuglar1 ve literatiirde yapilan gen
taramalar1 da g6z Oniinde bulunduruldugunda, infertilite ve erkek tireme sisteminde etkin
olan genlerin doku spesifik olarak ¢alisilmasinin gen ekspresyon aragtirmalarinda daha
dogru sonuglar verdigi goriilmektedir. Bu proje kapsaminda yapilan c¢alismalarda; hem
kan hem de doku ekspresyonlarinda istatistiksel olarak anlamli degisiklik gosteren RNF8

geninin, infertilite vakalarinda bir biyobelirte¢ olmaya aday olabilecegi ongoriilmiistiir.

Bu tez projesinin en etkili limitasyonu TESE ameliyatinin sadece infertil bireyler iizerinde
uygulanmasindan dolayr fertil bireylerden doku almamamasidir. Yine TESE
ameliyatlarinin ¢ok sik yapilmiyor olmasi; kontrol olarak kullanilan, sebebi bilinen infertil
olgulardan da az sayida doku toplanabilmesine yol agmistir. Proje siiresinin kisitli olmast
nedeniyle daha fazla doku toplanamadigindan, dokular patolojik olarak gruplandirilan

dokularda esit sayida 6rnege ulasilamamustir.

Projenin ilerleyen donemlerinde yapilan RNAseq c¢alismalarinda sadece belirli sayida
testis doku oOrnegi kullanilabilmis olmasi, RNAseq sonuclarmin giivenilebilirligini
diistirmiistiir. Bu ¢aligma sonucunda 35 bin’den fazla gen ile ilgili ekspresyon bilgisi elde
edilmis olmasina ragmen proje siiresinin kisitli olmasindan dolayi, projeye dahil edilecek
genler ¢cogunlukla upregiile farklilik gosteren genler arasindan taranmig ve tlim genler
bireysel olarak incelenememistir. Taranan genlerinin ¢ogunun testis spesifik ekspresyon
gosterirken, kanda ekspresyonlarinin olmamasi da genlerin projeye dahil edilememesine

sebep olmustur.

Ileriye yonelik bu konu iizerinde daha yiiksek biitcelerle yapilabilecek RNAseq
calismalarinda Ozellikle sebebi bilinen infertil bireylerden daha c¢ok kontrol dokusu
toplanarak hem istatistiksel dagilimin daha iyi yapilabilmesi ve buna bagli olarak daha
dogru ve kesin sonuglarin alinmasi saglanabilecek hem de daha fazla genin ekspresyonu
degerlendirilebilecektir. Bunun yani sira yapilacak ekspresyon caligmalarinin protein

diizeyinde yapilacak ¢alismalar ile de desteklenmesini 6nermekteyiz.

63



KAYNAKLAR

Abe H, Meduri R, Li Z, Andreassen PR, Namekawa SH. RNF8 is not required for histone-
to-protamine exchange in spermiogenesist. Biol Reprod. 2021; 15;105(5):1154-1159.

Adrido M, Ferreira S, Silva RS, Garcia M, Déria S, Costa C, Castro-Correia C, Fontoura
M. 46,XX male disorder of sexual development. Clin Pediatr Endocrinol. 2020;29(1):43-
45.

Agarwal A, Baskaran S, Parekh N, Cho CL, Henkel R, Vij S, Arafa M, Panner Selvam
MK, Shah R. Male infertility. Lancet. 2021; 23;397(10271):319-333.

Akdere H., Burgazli M., Erkek Infertilitesine Genetik Yaklagim (Derleme). 2013; 15(54):
207-211

Allen K, Wise N, Frangos E, Komisaruk B. Male Urogenital System Mapped Onto the
Sensory Cortex: Functional Magnetic Resonance Imaging Evidence. J Sex Med.
2020;17(4):603-613.

Arif A, Bailey S., Izumi N., Anzelon T. A., Ozata D. M., Andersson C., Gainetdinov 1.,
MacRae I. J., Tomari Y., Zamore P. D. The conserved zinc-finger protein GTSF1 helps
PIWI proteins achieve their full catalytic potential. bioRxiv 2021.05.04.442675

Ben Khelifa M, Coutton C, Zouari R, Karaouzéne T, Rendu J, Bidart M, Yassine S, Pierre
V, Delaroche J, Hennebicq S, Grunwald D, Escalier D, Pernet-Gallay K, Jouk PS, Thierry-
Mieg N, Touré A, Arnoult C, Ray PF. Mutations in DNAH1, which encodes an inner arm
heavy chain dynein, lead to male infertility from multiple morphological abnormalities of
the sperm flagella. Am J Hum Genet. 2014; 2;94(1):95-104.

Biason-Lauber A. The Battle of the Sexes: Human Sex Development and Its Disorders.
Results Probl Cell Differ. 2016;58:337-82.

Britannica, The Editors of Encyclopaedia. "spermatogenesis". Encyclopedia Britannica,
21 Dec. 2023, https://www.britannica.com/science/spermatogenesis. Accessed 6

February 2024

64


https://www.britannica.com/science/spermatogenesis.%20Accessed%206%20February%202024
https://www.britannica.com/science/spermatogenesis.%20Accessed%206%20February%202024

Cannarella R, Condorelli RA, Mongioi LM, La Vignera S, Calogero AE. Molecular
Biology of Spermatogenesis: Novel Targets of Apparently Idiopathic Male Infertility. Int
J Mol Sci. 2020;3;21(5):1728.

Cervan-Martin M, Castilla JA, Palomino-Morales RJ, Carmona FD. Genetic Landscape
of Nonobstructive Azoospermia and New Perspectives for the Clinic. J Clin Med. 2020;
21;9(2):300.

Chan CC, Yen TH, Tseng HC, Mai B, Ho PK, Chou JL, Wu GJ, Huang YC. A
Comprehensive Genetic Study of Microtubule-Associated Gene Clusters for Male
Infertility in a Taiwanese Cohort. Int J Mol Sci. 2023;19;24(20):15363.

Chen H, Alves MBR, Belleannée C. Contribution of epididymal epithelial cell functions
to sperm epigenetic changes and the health of progeny. Hum Reprod Update.
2021;21;28(1):51-66.

Cheng X, DeGiorgio M. Flexible Mixture Model Approaches That Accommodate
Footprint Size Variability for Robust Detection of Balancing Selection. Mol Biol Evol.
2020; 1;37(11):3267-3291.

Conesa A, Madrigal P, Tarazona S, Gomez-Cabrero D, Cervera A, McPherson A,
Szczesniak MW, Gaffney DJ, Elo LL, Zhang X, Mortazavi A. A survey of best practices
for RNA-seq data analysis. Genome Biol. 2016; 26;17:13.

Connolly S, Anney R, Gallagher L, Heron EA. A genome-wide investigation into parent-
of-origin effects in autism spectrum disorder identifies previously associated genes
including SHANKS. Eur J Hum Genet. 2017;25(2):234-239.

Cooper TG, Noonan E, von Eckardstein S, Auger J, Baker HW, Behre HM, Haugen TB,
Kruger T, Wang C, Mbizvo MT, Vogelsong KM. World Health Organization reference
values for human semen characteristics. Hum Reprod Update. 2010;16(3):231-45.

Deschamps-Francoeur G, Simoneau J, Scott MS. Handling multi-mapped reads in RNA-
seq. Comput Struct Biotechnol J. 2020; 12;18:1569-1576.

65



Docampo MJ, Hadziselimovic F. Molecular Pathology of Cryptorchidism-Induced
Infertility. Sex Dev. 2015;9(5):269-78.

Eisenberg ML, Esteves SC, Lamb DJ, Hotaling JM, Giwercman A, Hwang K, Cheng YS.
Male infertility. Nat Rev Dis Primers. 2023; 14;9(1):49.

Freitas MJ, Vijayaraghavan S, Fardilha M. Signaling mechanisms in mammalian sperm
motility. Biol Reprod. 2017; 1;96(1):2-12.

Genetic basis of idiopathic male infertility. Granada Universitesi, Doktora Tezi, 2022,

Granada. (Danigman: Francisco David Carmona Lopez, Rogelio Jestis Palomino Morales)

Ghanbari E, Khazaei M, Ghahremani-Nasab M, Mehdizadeh A, Yousefi M. Novel
therapeutic approaches of tissue engineering in male infertility. Cell Tissue Res.
2020;380(1):31-42.

Grande, G., Foresta, C. Male Reproduction: From Pathophysiology to Clinical
Assessment. In: Bettocchi, C., Busetto, G.M., Carrieri, G., Cormio, L. (eds) Practical
Clinical Andrology. Springer, Cham. 2023, p 161-172.

Griswold MD. Spermatogenesis: The Commitment to Meiosis. Physiol Rev.
2016;96(1):1-17.

Gunes S, Esteves SC. Role of genetics and epigenetics in male infertility. Andrologia.
2021;53(1):e13586.

Guo Y, Song Y, Guo Z, Hu M, Liu B, Duan H, Wang L, Yuan T, Wang D. Function of
RADG6B and RNF8 in spermatogenesis. Cell Cycle. 2018;17(2):162-173.

Gurung P, Yetiskul E, Jialal I. Physiology, Male Reproductive System. In: StatPearls
Treasure Island (FL): StatPearls 2024. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK538429/

66


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK538429/

He H, Yu F, Shen W, Chen K, Zhang L, Lou S, Zhang Q, Chen S, Yuan X, Jia X, Zhou
Y. The Novel Key Genes of Non-obstructive Azoospermia Affect Spermatogenesis:
Transcriptomic Analysis Based on RNA-Seq and scRNA-Seq Data. Front Genet.
2021;26;12:608629.

Himelreich Peri¢ M, Takahashi M, Jezek D, Cunha GR. Early development of the human
embryonic testis. Differentiation. 2023;129:4-16.

Hodzi¢ A, Maver A, Zorn B, Petrovi¢ D, Kunej T, Peterlin B. Transcriptomic signatures

for human male infertility. Front Mol Biosci. 2023; 21;10:1226829.

Hood RL, Schenkel LC, Nikkel SM, Ainsworth PJ, Pare G, Boycott KM, Bulman DE,
Sadikovic B. The defining DNA methylation signature of Floating-Harbor Syndrome. Sci
Rep. 2016; 9;6:38803.

Hrdlickova R, Toloue M, Tian B. RNA-Seq methods for transcriptome analysis. Wiley
Interdiscip Rev RNA. 2017;8(1):10.1002/wrna.1364.

https://www.kaanaydos.com.tr/sperm-mitokondri-hastaliklari-ve-tedavisi.html 3 Ocak
2017, Erisim: 06.02.2024

Huntriss J, Lu J, Hemmings K, Bayne R, Anderson R, Rutherford A, Balen A, Elder K,
Picton HM. Isolation and expression of the human gametocyte-specific factor 1 gene
(GTSF1) in fetal ovary, oocytes, and preimplantation embryos. J Assist Reprod Genet.
2017;34(1):23-31.

Ipsaro JJ, Joshua-Tor L. Developmental roles and molecular mechanisms of
Asterix/GTSF1. Wiley Interdiscip Rev RNA. 2022;13(5):e1716.

Joshi M, Rajender S. Long non-coding RNAs (IncRNAs) in spermatogenesis and male
infertility. Reprod Biol Endocrinol. 2020; 30;18(1):103.

67


https://www.kaanaydos.com.tr/sperm-mitokondri-hastaliklari-ve-tedavisi.html

Jungwirth A, Giwercman A, Tournaye H, Diemer T, Kopa Z, Dohle G, Krausz C;
European Association of Urology Working Group on Male Infertility. European
Association of Urology guidelines on Male Infertility: the 2012 update. Eur Urol.
2012;62(2):324-32.

Jungwirth A., Diemer T., Kopa Z., Krausz C., Minhas S., Tournaye H. European
Association of Urology guidelines on Male Infertility. 2019

Kartlagsmis K., Kokbas U., Kayrin L. PIWI-Etkilesimli RNA’larin Biyogenezi ve islevleri.
Arsiv Kaynak Tarama Dergisi. 2018; 27. 18-26.

Kaur G, Thompson LA, Dufour JM. Sertoli cells--immunological sentinels of
spermatogenesis. Semin Cell Dev Biol. 2014;30:36-44.

Kavarthapu R, Anbazhagan R, Sharma AK, Shiloach J, Dufau ML. Linking Phospho-
Gonadotropin Regulated Testicular RNA Helicase (GRTH/DDX25) to Histone
Ubiquitination and Acetylation Essential for Spermatid Development During
Spermiogenesis. Front Cell Dev Biol. 2020; 15;8:310.

Kizilay F., Altay B., Spermatogenez, spermiyogenezis ve klinik yansimalari. Androl Bul
2019;21:177-184

Kukurba KR, Montgomery SB. RNA Sequencing and Analysis. Cold Spring Harb Protoc.
2015; 13;2015(11):951-69.

Kuroda S, Usui K, Sanjo H, Takeshima T, Kawahara T, Uemura H, Yumura Y. Genetic
disorders and male infertility. Reprod Med Biol. 2020;27;19(4):314-322.

Law NC, Oatley MJ, Oatley JM. Developmental kinetics and transcriptome dynamics of
stem cell specification in the spermatogenic lineage. Nat Commun. 2019; 26;10(1):2787.

Liao J, Ng SH, Luk AC, Suen HC, Qian Y, Lee AWT, Tu J, Fung JCL, Tang NLS, Feng
B, Chan WY, Fouchet P, Hobbs RM, Lee TL. Revealing cellular and molecular transitions
in neonatal germ cell differentiation using single cell RNA sequencing. Development.
2019; 27;146(6):dev174953.

68



Lotti F, Maggi M. Ultrasound of the male genital tract in relation to male reproductive
health. Hum Reprod Update. 2015;21(1):56-83.

Lu LY, Wu J, Ye L, Gavrilina GB, Saunders TL, Yu X. RNF8-dependent histone
modifications regulate nucleosome removal during spermatogenesis. Dev Cell. 2010;
16;18(3):371-84.

Lukkani LK, Naorem LD, Muthaiyan M, Venkatesan A. Identification of potential key
genes related to idiopathic male infertility using RNA-sequencing data: anin-
silico approach. Hum Fertil (Camb). 2023;26(5):1149-1163.

Lutz SM, Cho MH, Young K, Hersh CP, Castaldi PJ, McDonald ML, Regan E, Mattheisen
M, DeMeo DL, Parker M, Foreman M, Make BJ, Jensen RL, Casaburi R, Lomas DA,
Bhatt SP, Bakke P, Gulsvik A, Crapo JD, Beaty TH, Laird NM, Lange C, Hokanson JE,
Silverman EK; ECLIPSE Investigators; COPDGene Investigators. A genome-wide
association study identifies risk loci for spirometric measures among smokers of European
and African ancestry. BMC Genet. 2015; 3;16:138.

Ma T, Keller JA, Yu X. RNF8-dependent histone ubiquitination during DNA damage
response and spermatogenesis. Acta Biochim Biophys Sin (Shanghai). 2011;43(5):339-
45.

Mékeld JA, Hobbs RM. Molecular regulation of spermatogonial stem cell renewal and
differentiation. Reproduction. 2019;158(5):R169-R187.

Makeléd JA, Koskenniemi JJ, Virtanen HE, Toppari J. Testis Development. Endocr Rev.
2019; 1;40(4):857-905.

Mamuna N., Mehnaz K. Classification, causes, diagnosis and treatment of male infertility:

a review. Oriental Pharmacy and Experimental Medicine. (2017). 17. 89-109.

Mawhinney M, Mariotti A. Physiology, pathology and pharmacology of the male
reproductive system. Periodontol 2000. 2013;61(1):232-51.

69



Ménézo YJ, Veiga A, Pouly JL. Assisted reproductive technology (ART) in humans: facts
and uncertainties. Theriogenology. 2000 ;15;53(2):599-610.

Mostafa T, Abdel-Hamid I, Taymour M, Ali O. Genetic variants in varicocele-related
male infertility: a systematic review and future directions. Hum Fertil (Camb).
2023;26(3):632-648.

Nazari M, Babakhanzadeh E, Mohsen Aghaei Zarch S, Talebi M, Narimani N, Dargahi
M, Sabbaghian M, Ghasemi N. Upregulation of the RNF8 gene can predict the presence
of sperm in azoospermic individuals. Clin Exp Reprod Med. 2020;47(1):61-67.

Neto FT, Bach PV, Najari BB, Li PS, Goldstein M. Genetics of Male Infertility. Curr Urol
Rep. 2016;17(10):70.

Njagi P, Groot W, Arsenijevic J, Dyer S, Mburu G, Kiarie J. Financial costs of assisted
reproductive technology for patients in low- and middle-income countries: a systematic
review. Hum Reprod Open. 2023; 1;2023(2):hoad007.

Nowaczyk MJM, Nikkel SM, White SM. Floating-Harbor Syndrome. In: Adam MP,
Feldman J, Mirzaa GM, et al., editors. GeneReviews® 2012;29 [Updated 2022 Oct 20].
[Internet]. Seattle (WA): University of Washington, Seattle; 1993-2024.

Oatley JM, Brinster RL. Regulation of spermatogonial stem cell self-renewal in mammals.
Annu Rev Cell Dev Biol. 2008;24:263-86.

Orhan D. Testis Biopsilerinde Infertilite Degerlendirmesi. Hacettepe Universitesi Tip
Fakdltesi 2012, https://www.kaanaydos.com.tr/testis-biopsilerinde-infertilite-

degerlendirilmesi.html
Pask A. The Reproductive System. Adv Exp Med Biol. 2016;886:1-12.

Picut CA, Ziejewski MK, Stanislaus D. Comparative Aspects of Pre- and Postnatal
Development of the Male Reproductive System. Birth Defects Res. 2018; 15;110(3):190-
227.

70


https://www.kaanaydos.com.tr/testis-biopsilerinde-infertilite-degerlendirilmesi.html
https://www.kaanaydos.com.tr/testis-biopsilerinde-infertilite-degerlendirilmesi.html

Robertson MJ, Kent K, Tharp N, Nozawa K, Dean L, Mathew M, Grimm SL, Yu Z,
Légaré C, Fujihara Y, Ikawa M, Sullivan R, Coarfa C, Matzuk MM, Garcia TX. Large-
scale discovery of male reproductive tract-specific genes through analysis of RNA-seq
datasets. BMC Biol. 2020.,19;18(1):103.

Rockenbach MK, Fraga LR, Kowalski TW, Sanseverino MTV. Expression profiles of
meiotic genes in male vs. female gonads and gametes: Insights into fertility issues. Front
Genet. 2023; 14;14:1125097.

Rotondo JC, Lanzillotti C, Mazziotta C, Tognon M, Martini F. Epigenetics of Male
Infertility: The Role of DNA Methylation. Front Cell Dev Biol. 2021; 22;9:689624.

Rowe P. J., Comhaire F. H., Hargreave T. B., Mahmoud A. M. A. WHO Manual for the
Standardized Investigation and Diagnosis of the Infertile Couple. 2000 ISBN:
9780521774741

Ruiz-Villalba A, Ruijter JM, van den Hoff MJB. Use and Misuse of Cq in qPCR Data
Analysis and Reporting. Life (Basel). 2021;29;11(6):496.

Scribner RT, Tadros NN. Anatomy and Physiology of the Male Reproductive System. In:
Agarwal A, Majzoub A, Esteves SC, eds. Manual of Sperm Retrieval and Preparation in

Human Assisted Reproduction. Cambridge University Press; 2021:1-8.

Selvaraju S, Ramya L, Parthipan S, Swathi D, Binsila BK, Kolte AP. Deciphering the
complexity of sperm transcriptome reveals genes governing functional membrane and

acrosome integrities potentially influence fertility. Cell Tissue Res. 2021;385(1):207-222.

Sin HS, Barski A, Zhang F, Kartashov AV, Nussenzweig A, Chen J, Andreassen PR,
Namekawa SH. RNF8 regulates active epigenetic modifications and escape gene
activation from inactive sex chromosomes in post-meiotic spermatids. Genes Dev. 2012,
15;26(24):2737-48.

Sudhakar DVS, Shah R, Gajbhiye RK. Genetics of Male Infertility - Present and Future:
A Narrative Review. J Hum Reprod Sci. 2021;14(3):217-227.

71



Sullivan R, Saez F. Epididymosomes, prostasomes, and liposomes: their roles in
mammalian male reproductive physiology. Reproduction. 2013; 14;146(1):R21-35.

Takemoto N, Yoshimura T, Miyazaki S, Tashiro F, Miyazaki J. Gtsfll and Gtsf2 Are
Specifically Expressed in Gonocytes and Spermatids but Are Not Essential for
Spermatogenesis. PLoS One. 2016; 1;11(3):e0150390.

Tan K, Song HW, Wilkinson MF. Single-cell RNAseq analysis of testicular germ and
somatic cell development during the perinatal period. Development. 2020;
3;147(3):dev183251.

Tanh T. N, Van P. D,, Cong T. D., Minh T. L., Vu Q. H. N. Assessment of testis
histopathological changes and spermatogenesis in male mice exposed to chronic scrotal
heat stress. J Anim Behav Biometeorol 2020; 8:174-180

Tittelmann F, Simoni M, Kliesch S, Ledig S, Dworniczak B, Wieacker P, Ropke A. Copy
number variants in patients with severe oligozoospermia and Sertoli-cell-only syndrome.
PL0S One. 2011; 29;6(4):19426.

Uhlén M, Fagerberg L, Hallstrom BM, Lindskog C, Oksvold P, Mardinoglu A, Sivertsson
A, Kampf C, Sjostedt E, Asplund A, Olsson I, Edlund K, Lundberg E, Navani S, Szigyarto
CA, Odeberg J, Djureinovic D, Takanen JO, Hober S, Alm T, Edqvist PH, Berling H,
Tegel H, Mulder J, Rockberg J, Nilsson P, Schwenk JM, Hamsten M, von Feilitzen K,
Forsberg M, Persson L, Johansson F, Zwahlen M, von Heijne G, Nielsen J, Pontén F.
Proteomics. Tissue-based map of the human proteome. Science. 2015;
23;347(6220):12604109.

Unal M. S., Ozer M. Nonobstriiktif Azospermi Olgularinda Yeni Yaklasimlar. SDU Tip
Fakultesi Dergisi. 2019; 26(1): 111-116.

72



Van den Berge K., Hembach K., Soneson C., Tiberi S., Clement L., Love M., Patro R.,
Robinson M. RNA sequencing data: hitchhiker's guide to expression analysis. 2019;
2:139-73

Von Schalburg K. R., Rondeau E. B., Leong J. S., Davidson W. S., Koop B. F. Regulatory
processes that control haploid expression of salmon sperm mRNAs. BMC Res Notes.
2018; 3;11(1):6309.

WuJ, Huen MS, LU LY, YelL, DouY, Ljungman M, Chen J, Yu X. Histone ubiquitination
associates with BRCAIl-dependent DNA damage response. Mol Cell Biol.
2009;29(3):849-60.

Wu WJ, Gitlin JS. The Male Genital System. Pediatr Rev. 2020; 41(3):101-111.

Wu X, Zhou L, Shi J, Cheng CY, Sun F. Multiomics analysis of male infertilityf. Biol
Reprod. 2022; 25;107(1):118-134.

Xiong Y, Yu C, Zhang Q. Ubiquitin-Proteasome System-Regulated Protein Degradation
in Spermatogenesis. Cells. 2022; 21;11(6):1058.

Yakut S, Cetin Z, Clark OA, Usta MF, Berker S, Luleci G. Exceptional complex
chromosomal rearrangement and microdeletions at the 4922.3g23 and 14q31.1931.3
regions in a patient with azoospermia. Gene. 2013; 1;512(1):157-60.

Yan J, Jetten AM. RAP80 and RNF8, key players in the recruitment of repair proteins to
DNA damage sites. Cancer Lett. 2008; 28;271(2):179-90.

Yoshimura T, Toyoda S, Kuramochi-Miyagawa S, Miyazaki T, Miyazaki S, Tashiro F,
Yamato E, Nakano T, Miyazaki J. Gtsf1/Cuell0, a gene encoding a protein with two
copies of a CHHC Zn-finger motif, is involved in spermatogenesis and retrotransposon
suppression in murine testes. Dev Biol. 2009;1;335(1):216-27.

Yuan JS, Reed A, Chen F, Stewart CN Jr. Statistical analysis of real-time PCR data. BMC
Bioinformatics. 2006; 22;7:85.

73



EK 1 - ASGARI BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU

Katilimc1 / Goniilliiniin Protokol Numarasi:
1. Arastirmayla Ilgili Bilgiler:
a. Arastirmanin Adi: “Erkek infertilitesi ve STPG2 geni
ekspresyonu arasindaki baglantinin arastirilmas1”

b. Arastirmanin Igerigi: Infertil erkeklerde kan ve testis biyopsi
materyalinden RNA izolasyonu yapilarak RT-PCR
yontemiyle STPG2 geni ekspresyon seviyelerinin
arastirilmasi.

Cc. Arastirmanin Amact: Erkek infertilitesinde aday gen olarak
gosterilen STPG2 geninin ekspresyon seviyelerinin
infertil bireylerde farklilik gosterip gostermediginin
arastirllmasi.  Bu  arastirma  sonucunda  erkek
infertilitesinde bilinmeyen faktorlerin anlasilmasina ve
olas1 tedavi yontemleri gelistirilmesine katki saglamak
amaclanmaktadir.

d. Arastirmanin Nedeni: Tez calismasi
e. Arastirmanin Ongoriilen Siiresi: 1 yil

f. Arastirmaya Katilmasi Beklenen Katilimci/Goniilli Sayisi: 30
(otuz)

g. Arastirmada izlenecek Deneysel islemler:

0 Projeye katilmayr kabul eden infertil erkek hastalardan
imzali onam formu ile izin alinmasi.

0 Hastalardan kan ve testis biyopsisi érnekleri alinmasi.
0 Kandan ve dokudan RNA izolasyonu yapilmasi.
0 Total RNA’dan cDNA eldesi.

0 Elde edilen ¢cDNA’dan STPG2 geninin ve housekeeping
gen olarak da GAPDH geninin Real — Time PCR ile expresyon
analizinin yapilmasi.

0 Kan ve testis biyopsi 6rneklerinden elde edilen ekspresyon
profillerinin karsilastirilarak bioinformatik olarak
degerlendirilmesi.



2. Gonilliniin/Katilimeinin - Uygulama Sirasinda  Kargilasabilecegi  Riskler ve
Rahatsizliklar:

Arastirmada kullanilacak 6rnekler, infertilite tanis1 koyulan hastalardan rutin muayenede
alinan kan ve sperm yogunlugu gozlemi igin alinan testis biyopsi materyali o6rnekleri
olacaktir. Katilimcilar, tan1 testlerinin disinda arastirma kapsaminda ekstra bir isleme tabi
tutulmayacaklardir. Testis biyopsisinin olas1 yan etkileri; operasyon bolgesinde agri,
kanama, islem sonrasi enfeksiyon ve testikiiler yetersizlik olarak belirtilmektedir. Kan
ornegi alim1 hastalar agisindan herhangi bir risk tagimamaktadir.

Yukarida agiklanan arastirma sirasinda uygulanacak olan islemlerin bana asagida
belirtilen riskleri ve rahatsizliklar1 getirebileceginin bilincindeyim:

Operasyon bolgesinde agri, kanama, islem sonrasi enfeksiyon ve testikiiler yetersizlik
3. Goéniilliiller/Katilimeilar I¢in Arastirmadan Beklenen Yarar:

Arastirma sonucunda elde edilen sonuglarin diinya ¢apinda infertilite iizerinde c¢alisan
bilim insanlarinin erkek infertilitesinde tani, tedavi, genital gelisim ve viicuttaki molekiiler
diizeyde isleyis lizerine yapilan ¢alismalarina katkida bulunmasi umulmaktadir. Bunlara
ek olarak ise yapilan arastirma sonucunda erkek infertilitesinde yapilan rutin tani
testlerinin genisletilmesi ve infertilite sebeplerinin daha iyi anlagilmasini saglayarak
tedavi yontemleri gelistirilmesine de katki saglanmas1 amaglanmaktadir.

4. Arastirma Konusundaki Sorularin Cevaplandirilmast:

Arastirmanin yuriitiilmesi sirasinda olas1 yan etkiler, riskler ve zararlar ile haklarim
konusunda bilgi almak i¢in asagida belirtilen kisiyle baglant1 kurmam yeterli olacaktir.

Adi- Soyadi: Prof. Dr. Sibel BERKER KARAUZUM Telefon: +90 242 249 69 70

5. Zararlarin Karsilanmasi:

Bu c¢aligmaya katildigim igin zarar gérecek olursam, gerekli olan tibbi bakimin sorumlu
aragtirmaci tarafindan yerine getirilecegi, uygulanan isleme bagl olarak gelisebilecek her
tiir hasara (sakatlanma ve 6liim dahil) kars1 giivencede oldugum, masraflarimin .... Prof.

Dr. Sibel BERKER KARAUZUM .....oooooiveeeeeeeeeee e tarafindan karsilanacag
bana bildirildi.

6. Arastirma Giderleri:

Arastirma kapsamindaki biitiin islemler i¢in benden ya da bagli bulundugum sosyal
giivenlik kurulugsundan higbir {icret istenmeyecektir.
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9.

Goniilliiliik, Calismay1 Reddetme ve Calismadan Cekilme Hakki,
Calismadan Cikarilma:

Aragtirmaya hicbir baski ve zorlama altinda olmaksizin goniillii olarak
katiliyorum.

Aragtirmaya katilmay1 reddetme hakkina sahip oldugum bana bildirildi.

Sorumlu aragtirmaciya haber vermek kaydiyla, hicbir gerekge
gostermeksizin istedigim anda bu calismadan cekilebilecegimin
bilincindeyim.

Calismanin yiiriitiiciisii olan arastirmact ya da destekleyen kurulus,
caligma programinin gereklerini yerine getirmedeki ihmalim nedeniyle
ya da arastirma prosediiriine bagli olarak onayimi almadan beni ¢alisma
kapsamindan ¢ikarabilir.

Gizlilik:

Calismanin sonuglart bilimsel toplantilar ya da yayinlarda sunulabilir. Ancak, bu tiir

durumlarda kimligim kesin olarak gizli tutulacaktir.

10. Calismaya Katilma Onayi:

Yukarida yer alan ve arastirmadan 6nce goniilliiye / katilimciya verilmesi gereken bilgileri
gosteren Aydinlatilmis Onam Formu adli metni kendi anadilimde okudum ya da bana

okunmasini sagladim. Bu bilgilerin igerigi ve anlami, yazili ve s6zlii olarak agiklandi.
Aklima gelen biitiin sorular1 sorma olanagi tanind1 ve sorularima doyurucu cevaplar aldim.
Caligmaya katilmadigim ya da katildiktan sonra ¢ekildigim durumda, hicbir yasal
hakkimdan vazge¢mis olmayacagim. Bu kosullarla, s6z konusu arastirmaya hicbir baski
ve zorlama olmaksizin géniillii olarak katilmay1 kabul ediyorum.

Bu metnin imzal1 bir kopyasini aldim.

Gondilliiniin / katilimeinin Adi- Soyadi:

Yas ve Cinsiyeti:
Imzast:

Adpresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):
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Velayet ya da vesayet altinda bulunanlar i¢in;
Veli ya da Vasinin Adi- Soyadr:
Imzast:

Adpresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):

Agiklamalar1 Yapan Aragtirmacinin Adi- Soyadt:
imzasz:
Tarih:
Onam alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus gorevlisinin
Adi- Soyadt:
Imzast:
Gorevi:

Tarih:
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OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Ad Gizem
Soyadi Azizoglu

Dogum tarihi

Egitim Bilgileri
Mezun oldugu kurum
Lise
Lisans

Yiksek Lisans

Doktora

Is Deneyimi
Gorevi Kurum
Yabanci Dilleri Sinav tiiri

Proje Deneyimi

Uyrugu
Tel no

e-posta

Mezuniyet yih

Siire (yil-yil)

Puam
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Proje Adr

Burslar-Odiiller:

Yaynlar ve Bildiriler:

Destekleyen kurum

Siire (Yil-Y1l)
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