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DNA yanlis eslesme onarimi ve erkek infertilitesi
DNA mismatch repair and male infertility

Neslihan Hekim

Yanlis eslesme onarimi, erkek germ hiicrelerinin gelisimi siirecinde farkls
tipteki DNA hasarlarinin onariminda yer alirken, ayni zamanda mayo-
tik rekombinasyonda da énemli gorevler iistlenir. Hayvan modelleri ve
insan calismalari ile MMR genlerindeki degisikliklerin ve ekspresyon
hatalarinin fertilite sorunlarina yol acabildigi bildirilmistir. MMR genle-
rinin bazilari icin dizileme ¢alismalari yapilmis ve bazi nonobstriiktif in-
fertil erkeklerde gozlemlenen fenotipler hakkinda daha fazla bilgi saglan-
mustir. Bununla birlikte son yillarda yapilan az sayida ¢alisma MMRdaki
epigenetik degisikliklerin erkek infertilitesiyle potansiyel iligkisini ortaya
koymustur. Bu derlemede, spermatogenezde mayotik rekombinasyona
ve onarim siireglerine dahil olan MMR genleri ve proteinlerinin erkek
fertilitesi tizerine etkisi ile ilgili mevcut bilgimiz 6zetlenerek, bu genler
ve proteinlerdeki hatalarin erkek infertilitesi ile iligkilerinin aragtirildigs
gtincel molekiiler ¢alismalara odaklanilmustir.

Anahtar Kelimeler: erkek infertilitesi, mayotik rekombinasyon, yanli
eslesme

GENEL BiLGi

Infertilite, Diinya Saglik Orgiitii tarafindan 12 ay veya
daha uzun siireli diizenli korunmasiz cinsel iliskiden sonra
klinik olarak gebelik elde edilememesi olarak tanimlanmis-
ur.l Ciftlerin yaklagik %15’i infertiliteden etkilenir; erkek
fakeorii kaynakli infertilitenin infertil ¢iftlerin %50’sinde
rol oynadigy; vakalarin yaklasik %30’ unda bir kadin infer-
tilite faktorii ile birlikte, %20’sine ise tek basina bir etken
olarak katkida bulundugu bildirilmistir.!?) Erkek inferti-
litesi, testislerde spermatozoanin tamamen yoklugundan

sperm kalitesindeki farkli degisikliklere kadar oldukea
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ABSTRACT

Mismatch repair is involved in the repair of different types of DNA
damage during the development of male germ cells and also plays
important roles in meiotic recombination. It has been reported in
animal models and human studies that alterations in MMR genes and
expression errors may lead to fertility problems. Sequencing studies have
been performed for some of the MMR genes and more information has
been provided about the phenotypes observed in some nonobstructive
infertile men. However, few recent studies have revealed a potential
relationship between epigenetic changes in MMR and male infertility.
In this review, our current knowledge about the effects of MMR genes
and proteins involved in meiotic recombination and repair processes in
spermatogenesis on male fertility is summarized, and it is focused on
recent molecular studies investigating the relationship of defects in these
genes and proteins with male infertility.

Keywords: male infertility, meiotic recombination, mismatch repair

heterojen fenotiplere neden olan multifaktoriyel bir pato-
lojik durumdur.Bl Bu faktérlerin arasinda genetik ve epige-
netik degisiklikler, duktal ukanma veya islev bozukluklari,
hipotalamik-hipofiz aks bozukluklari, viral ya da bakteriyel
infeksiyonlar, sistemik veya nérolojik hastaliklar, kanser-
ler, tiitiin, uyusturucu, alkol ve zenobiyotikler gibi toksik
etkenler bulunmaktadir.B-®l Infertil erkeklerin yaklasik
%40’1inda ise infertilite etiyolojisi bilinmemektedir ve bu
olgular idiyopatik olarak siniflandirilmaktadir.! Erkek in-
fertilitesinin altinda yatan nedenlerin belirlenmesi, fertilite

bozukluklarinin teshis ve tedavisinin iyilestirilmesine yo-

nelik kritik bir adimdir.

Seminifer tiibiillerde meydana gelen spermatogenez, yak-
lagik 2300 genin transkripsiyonel ve translasyonel olarak
diizgiin iglev gbérmesini gerektiren olduk¢a karmagik bir
stiregtir.[®] Spermatogenez, spermatogonianin mitotik pro-
liferasyon ve farklilasma yoluyla primer spermatositleri
olusturmasi, mayoz boliinme sonucu spermatidlerin olus-
mast, yuvarlak spermatidlerin farklilasmaya girdikleri sper-

miyogenez ve sonrasinda spermiasyon olmak tzere belli
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asamalardan olusur.’l Olgun insan sperm kromatininde-
ki somatik histonlarin yaklasik %85-95’i spermiyogenez
sirasinda protaminlerle yer degistirirerek protamin-DNA
toroidleri olusturulur.® Toroidal yap1 protaminlerin serin
amino asitlerinin fosforillenmesi, sistein disiilfit baglari ve
cinko kopriileri ile stabilize edilir.’] Sperm kromatinin bu
ozellesmis yapisi spermatozoanin epididimisteki gecisin-
de, depolanmasinda ve ejakiilasyon sonrasinda disi tireme
sistemine transportu esnasinda sperm DNA’sini hasardan
korur.") Bununla birlikte DNA replikasyonu esnasinda-
ki hatalar, abortif apoptoz, spermiyogenez islemi sirasinda
kromatinin yeniden modellenmesindeki hatalar, yiiksek
konsantrasyondaki reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve kaspaz-
larin ve endoniikleazlarin aktivasyonu gibi hem testikiiler
hem de post-testikiiler nedenlerle sperm DNA hasari ya da
fragmantasyonu meydana gelebilir.""""

Sperm DNA’s1 spermatozoanin maturasyonu sirasinda,
sitoplazmik icerigin azaldigt ve DNA'nin daha siki pa-
ketlendigi spermiyogenez asamasina kadar DNA onarim
mekanizmalari ile aktif olarak korunmaktadir.'"* Erkek
germ hattinda etkili sperm DNA onarimi, mutasyonla-
r1 6nlemek ve spermatozoanin hatasiz olusumu ve islevi
igin gereklidir.[®] Paternal DNA’nin hasar gérmesi erkekte
{ireme potansiyelini negatif yonde etkileyebilmektedir.['’]
Nitekim, bircok calisma infertil erkeklerde, fertil erkekle-
re kiyasla daha fazla DNA hasari gézlendigini ve yiiksek
sperm DNA hasarinin siklikla diisitk sperm sayisi, azalmis
motilite, anormal morfoloji ve ileri paternal yas ile iligkili
oldugunu gostermistir.'"l Sperm DNA hasari ayrica hem
dogal yollarla hem de yardimci tireme teknikleri ile mey-
dana gelen gebeliklerde diisiiklere, embriyoda gelisimsel
bozukluklara, konjenital ve kromozomal anomalilere de
neden olabilmektedir.2%21 Hasarl paternal DNA, onarim
mekanizmalari ya da oosit tarafindan onarilamazsa ferti-
lizasyon yoluyla ciftin ¢ocuklarina aktarilmakea ve cesitli
hastaliklara neden olabilmektedir.[*’]

Galismalar, DNA onarim yolaklarinda ve homolog re-
kombinasyonda yer alan genlerdeki mutasyonlarin, poli-
morfizmlerin ve ekspresyon seviyelerindeki degisikliklerin
erkek infertilitesi ile iliskili olabilecegini gostermistir.[#2-25]
Bu derlemede yanlis eslesme DNA onarimindaki hatalarla
erkek infertilitesinin iliskisi incelenmistir.

YANLIS ESLESME ONARIMI

Yanlis eslesme onarimi (mismatch repair, MMR), DNA
replikasyonunun dogruluguna en az 100 kat katkida bu-
lunan evrimsel olarak korunmus bir DNA onarim yolu-
dur. MMR, DNA replikasyonu sirasinda ortaya ¢ikan
yanlis eslesmis baz ciftlerini ve iplik kaymas: olaylarindan

kaynaklanan tekrarlayan DNA dizilerindeki insersiyon/de-
lesyonlari (ID’ler) tespit ederek yeni olusan DNA'da bu bol-
genin kesip cikarilmasini ve hatasiz olarak yeniden sentezi-
ni katalizler.?#] Bugiine kadar insanda tanimlanan MMR
proteinleri mutL homolog 1 (MLH1), MLH3, mutS ho-
molog 2 (MSH2), MSH3, MSH4, MSH5, MSHG6, PMS1
Homolog 1 (PMS1 veya MLH2) ve PMS1 Homolog 2
(PMS2 veya MLH4) dimer formunda aktivite kazanirlar.
(26-30] MSH2’yi ortak bir alt birim olarak paylasan iki he-
terodimerden biri olan MutSa (MSH2-MSHG6) hiicresel
MSH2’nin yaklasik %80-90’1n1 olusturur.Bl MutSa ¢o-
gunlukla 1 veya 2 bazlik yanlis eslesmelerin onarimina
katlir.Bd MutSB (MSH2-MSH3) heterodimeri ise daha
genis yaklagik 2—10 niikleotidlik ID yanlis eglesmelerini
tanir.? MutSy (MSH4-MSHS) heterodimeri, mayotik
rekombinasyonda 6nemli bir rol oynar, ancak MMR’de yer
almaz.B? Yanlis eslesme onarimi, MutSa veya MutSB hete-
rodimerinin yanlis eslesme bolgesine baglanmasiyla baslar.
MutS heterodimerleri yapilarindaki ATPaz aktif bolgesi
sayesinde yanlis eslesmeye baglandiginda DNA boyunca
hareket edebilen bir kelepce yapist olusturur. MutS hetero-
dimeri daha sonra MutL komplekslerinden biri tarafindan
taninir.’2 MLH1’in ortak oldugu {i¢ MutL heterodimeri
tanimlanmigti. MLH1 ve PMS2’nin heterodimeri olan
MutLa, insan hiicrelerindeki primer MutL aktivitesidir. (31]
MMR’in minér yolagini olusturan ve daha ¢ok tek niikle-
otidlik ID onariminda rol oynayan MutLy heterodimeri
(MLH1 ve MLH3) ¢ogunlukla mayozda gérev alir. MutLp
heterodimerinin (MLH1 ve PMS1) ise yanlis eslesme ona-
rimina dahil oldugu gosterilmemistir.?#2°1 MutL ile MutS
etkilesimini takiben replikasyonda gorev alan bagka bir bi-
lesen olan proliferatif hiicre niikleer antijeni (PCNA), yeni
olusan ipligi ATP’ye bagli bir sekilde kesmek icin MutLy1
aktive eder. Hatali dizi ekzonukleaz I ya da replikatif poli-
meraz ile kesip ¢ikarilir ve sonra DNA dizisi tekrar sentez-

lenerek ligasyonla baglanir.[*

MMR, normal bazlarin yanlis eslesmelerinin yani sira ok-
sidasyonla ya da alkilasyonla olusan hasarli bazlari iceren
yanlis eslesmelerin onariminda da gérev alir, 6rnegin rep-
likasyon sirasinda oksidatif hasar sonucu olusan 7,8-dihid-
ro-8-okso-guaninin (8-oxoG) karsisina yanlis yerlestirilen
adenini ortadan kaldirarak mutasyonlarin 6nlenmesine
katkida bulunur.?4 Bu sekilde replikasyonun dogrulugunu
arttirmast ve mikrosatellit kararliligini korumasinin yant
sira. MMR ayrica mayotik rekombinasyon, DNA hasari
sinyalizasyonu, hiicre déngiisiiniin durdurulmasi ve/veya
apoptoz, immiinglobulin lokuslarinda sinif degistirme ve
somatik hipermutasyon ve tiglii tekrar genislemesi dahil
olmak {izere cesitli hiicresel siireclerde rol oynar.[282024
Ayrica, MMR  genlerindeki germ hatti mutasyonlari,
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kolon ve yumurtalik kanserleri ile birlikte bir dizi baska
kansere de ailesel bir duyarlilik olarak ortaya ¢ikan Lynch
sendromuna (kalitsal polipozis olmayan kolorektal kanser,
HNPCC) neden olur.B

SPERMATOGENEZDE MMR
PROTEINLERININ GOREVLERI

MMR proteinlerinin mayozdaki rolii ilk olarak model
hayvan caligmalarindaki nakavt hayvanlarin bir¢ogunun
fertilite problemleri gostermesiyle fark edilmistir.?*l MMR
proteinleri, birinci mayotik béliinme sirasinda uygun kro-
mozom segregasyonunu saglamak icin homologlar arasin-
daki krosover olusumunda énemli roller iistlenmektedirler.
Bu siirecteki bozukluklar, infertiliteye ve ilk mayotik bo-
linmede meydana gelen kromozomal segregasyon hatala-
rindan kaynaklanan anéploidilere (6rnegin, Down, Turner
sendromlari) neden olabilmektedir.?]

Homolog kromozomlar arasindaki rekombinasyon siire-
ci, profaz I'de genom boyunca dagilmis yaklasik 150-200
programlanmis ¢ift zincir kinginin (double strand bre-
aks, DSB’ler) olusumu ile baglar. DSB’ler kesip ¢ikarilir,
DNA sarmalinin 3’ucu tek zincir baglayici protein olan
replikasyon protein A (RPA) ile kaplanir. Krosover olu-
sumundan sorumlu siire¢ olan homolog rekombinasyon
icin mitkemmele yakin homolojiyle DNA kalibinin ona-
rimi gerekmektedir. Eger her iki zinciri de farkli homolog
kromozomlardan olusan heterodubleks DNA, cok sayida
eslesmemis niikleotid iceriyorsa MMR tarafindan baski-
lanarak, krosover esnasinda DSB onariminin dogrulugu
saglanir.*>*¢l Heterodubleks DNA daha sonra ya krosover
olmayan iriinler olusturur ya da Holliday baglanusi (dHJ)
ile sonuglanir.?’)l MSH4 ve MSH5’in dahil oldugu ZMM
(Zip1-4-Spo16, Mer3 ve Msh4,5) protein ailesi tarafin-
dan stabilize edilen dHJ’ler krosover iiriinler olusturur.
(6] MSH4-MSH5 ve MLH1-MLH3 kompleksleri, sper-
matogenezin anahtar asamast olan profaz I'deki krosover
oncesi kromozomlarin dogru segregasyonu icin gereklidir.
(9] Ayrica heterodubleks DNAdaki yanlis eslesmeleri tani-
mada ve ardindan gen doniisiimii ve heterodubleks reddi
mekanizmalarinda énemli rol oynarlar.?l MSH4-MSH5
heterodimeri homolog kromozomlar: saran kayan bir ke-
lepge olusturmak igin dHJ'ye baglanir.?) Immunolojik
boyalarla boyanmis spermatositlerde zigoten evresinin
baglarinda ortaya cikarak pakiten evresinin bagslarinda
kayboldugu belirlenen MSH4 proteininin, homolog kro-
mozomlar arasinda DNA dizi degisimini baslatugs bilinen
proteinlerle fiziksel olarak etkilesime girdigi gozlemlenmis-
tir.P¥l MSH4-MSHS5 kayan kelepgenin olusumunun ar-
dindan pakiten agamasinin baglarinda MLH3 6nce MSH4
ile birlikte lokalize olur, ardindan MLH1’in orta pakitende
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lokalizasyonu meydana gelir. MLH1 odaklarinin mayotik
kromozomlar tizerindeki lokalizasyonu, MLH3 varligina
baglidir.®l MLH’in, orta ve geg pakitendeki spermatosit-
lerde krosover odaklarinda bulunmasi, hem hayvan hem de
insan calismalarinda mayotik rekombinasyonun arastiril-
masinda 6nemli bir protein haline gelmesine yol agmisur.
Spermatogenezin pakiten asamasina iliskin mayotik ¢alis-
malar, nonobstriiktif infertil erkeklerde kromozom sinap-
sisinde bozulma, rekombinasyon sikliginda azalma ve re-
kombinasyon bélgelerinden tamamen yoksun kromozom

sikliginda arug bildirilmistir. 2527

MMR’NIiN ERKEK iNFERTILITESINDEKI
ROLU

MMR eksikligi, model hayvanlarda ve spermatogenik bo-
zukluk gosteren erkeklerde infertiliteyle iligskilendirilmistir
(Tablo 1). Bu durum, MMR proteinlerinin DNA onari-
mindan mayoza kadar ¢ok ¢esitli yolaklarda gorev alma-
styla ilgili olabilmektedir. Mayoz boliinme sirasinda bir¢cok
MMR proteini uygun kromozom eslesmesi, homolog kro-
mozomlarin rekombinasyonu ve dogru segregasyon icin
gereklidir. MMR proteinlerinin spermatogenezdeki rol-
lerini belirleyebilmek icin bircok model hayvan calismast
yapilmistir. B34 Mfshg /- erkek farelerin 12 aya kadar
herhangi bir ayirt edilebilir hastalik fenotipi olmaksizin
normal olarak gelismekle birlikte infertil oldugu, Msh4 +/+
ve Msh4 +/- erkek farelerin ise fertil olduklari gézlenmistir.
41 Msh4 -I- yetiskin erkeklerin testis agirliklarinin kontrol-
lerin yaklagik yarisi kadar oldugu ve epididimis veya testis-
lerin seminifer tiibiil limeninde hi¢ spermatozoa olmadigt
belirlenmistir. Spermatogonial olgunlagsmanin basarisizligs,
profaz I'in zigoten fazi sirasinda anormal kromozom esles-
mesi ile iligkili gibi gortinmektedir. Msh4 nakavt farelerin
germ hiicrelerinde yapilan kromozom analizleri, kromo-
zom eslesmesinin diisiik seviyede oldugunu ve ¢ogunlukla
homolog olmayan kromozomlar arasinda gerceklestigini
belirlemistir.*l Cift mutant Msh4 -/-/ Msh5 /- erkek fare-
ler de infertildir ve bu hayvanlarin spermatositlerinde ma-
yoz | sirasindaki kromozomal eslesme derecesinin, Msh5
-/- farelerinde goriilene benzer sekilde ve Msh4 nakavtlara
kiyasla ise daha az oldugu goézlemlenmistir. Msh4 -/- ve
Msh5 -/- fareler karsilastirildiginda, MSHS5 eksikliginin
MSH4 eksikligine gore daha agir bir mayotik fenotipe ne-
den oldugu, bununla beraber her iki proteinin de kromo-
zomlarin sinapsisi igin gerekli oldugu bildirilmektedir.[*']
MLH1-MLH3 kompleksi, MSH4-MSHS5 kompleksinden
daha sonraki bir asamada pakiten sirasinda sinaps bélgeleri
iizerinde lokalize olur. Bu sebeple M/h1 ve MIh3 nakavt
farelerdeki mayoz kusuru Msh4 ve Msh5 nakavt farelerde
oldugundan daha sonra ortaya g¢ikar. M/h3 -/- farelerin

Hekim m DNA yanlis eslesme onarimi ve erkek infertilitesi

49



Tablo 1. Hayvan modelleri ve insan ¢alismalarinda infertiliteyle iliskilendirilmis MMR genleri ve proteinleri

Gen/protein Nakavt model hayvanlardaki fenotip Spermatogenik defektli hastalarda fenotip Kaynak
MLH1 Diplotende tam spermatosit kaybi idiyopatik agir oligozoospermi hastalarinin
Krosover ve homolog kromozom sperm DNA’sinda promotor metilasyonu
sinapsisinde hatalar artis
Ma"yotil.< a_xrrest NOA'da anormal.ekspresyon . (25,33, 42, 45-48, 51, 55]
Andploidi Uzamis spermatidlerin sayisi ile ekspresyon
infertilite iliskisi
Azospermi, oligozoospermi ve sperm DNA
hasari artisi ile iliskilendirilmis varyantlar
MLH3 Testis boyutunda azalma NOA’da anormal ekspresyon
Spermatosit sayisinda azalma ve Seminifer tiibll capiyla ve uzamig
apoptoz artigi spermatidlerin sayisi ile ekspresyon iligkisi [22, 24, 25, 42, 43, 46,
Segregasyon hatalari ve anoploidi Azospermi ve oligozoospermi ile 48, 54, 56]
Kan-testis bariyerini gecen makrofajlar iliskilendirilmis varyantlar
infertilite
MSH2 MIh3’ln sentromerlerde birikiminde idiyopatik OAT hastalarinin sperm DNA’sinda
azalma hafif promotor metilasyonu artisi ve sperm
Germ hicrelerinin kaybiyla SCO tibdl sayisi ile negatif korelasyon . (44, 59, 62, 63]
olusumu SCOS hastalarinda mRNA ve protein
Apoptotik germ hticrelerinde artis ekspresyonlarinin azalmasi
Fertil
MSH3 Fertil Azospermi ile iliskilendirilmis varyantlar [42, 55]
MSH4 Profaz | zigotende arrest XY cisimciginin olusturulamamasi ve metafaz
Testis agirliklarinda azalma arrestle iliskilendirilmis varyantlar
Homolog olmayan kromozomlar arasi NOA’da anormal ekspresyon [23, 25, 41, 46]
eslesme Seminifer tibul capiyla ve uzamis
infertilite spermatidlerin sayisi ile ekspresyon iligkisi
MSH5 Profaz I'de arrest NOA’da anormal ekspresyon
Msh4 nakavtlardan daha disiik Seminifer tiibll capiyla ve uzamig
kromozomal eslesme orani spermatidlerin sayisi ile ekspresyon iligkisi [25, 41, 46, 51, 56]
infertilite Azospermi ve oligozoospermi ile
iliskilendirilmis varyantlar
PMS2 Bazi suslarda infertilite MA ve HS hastalarinda ekspresyonda hafif

azalma

Uzamig spermatidlerin sayisi ile ekspresyon

iliskisi

[25, 40, 51, 62]

Azospermi, oligozoospermi ve sperm DNA
hasari artii ile iliskilendirilmis varyantlar

SCOS, Sertoli cell only sendromu; NOA, nonobstriktif azospermi; OAT, oligoastenoteratozoo

saglikli olduklar: ve yasamin ilk 9 ayinda morbid kansere
duyarlilik gostermedikleri ancak hem erkek hem de disi-
lerin infertil olduklari gézlenmistir.* M/h3 -/- farelerin
testisleri, normal farelerin testislerinden daha kiiciiktiir ve
bu farelerde azospermi gozlenmistir. M/h3 -/- erkeklerin
testislerindeki spermatositlerin sayisinin azalmakla birlikte
cogu hiicrenin metafaz agamasina ulasabildigi bildirilmis-
tir. Sinaps normal sekilde gdzlenmis, Rpa lokalizasyonu
da gerceklesmistir, ancak normal tip spermatositlerde, orta
pakiten agamasinda Mlh3 odaklari gozlenirken nakavtlar-
da Mlh1 odaklari gozlemlenmemistir.?*#2l Bu da mayotik
kromozomlara 6nce Rpa'nin sonra Mlh3’iin ve ardindan
MIhT’in baglandigini ortaya koymustur. Metafazda ise
segregasyon hatalari ve bu hatalara bagli olarak ¢cogunlukla
sinaptik esi olmayan univalent kromozomlar ve anoploi-

di gozlenmistir, bu durum da apoptoza sebep olmaktadir.

spermi; MA, maturasyon arresti; HS, hipospermatogenez

Mih1 ve MIh3 nakavt fareler mayoz agisindan ¢ok benzer
fenotiplere sahip olmakla birlikce M1h1 eksikligi biraz daha
agir bir fenotip olusturuyor gibi goriinmektedir.*? Mlh1
-/- farelerde, diplotende tam spermatosit kayb: gozlenir-
ken Mlh3 -I- farelerde ¢ok sayida spermatosit, metafaz I'e

ilerler.l4Z

Dizileme calismalari erkek infertilitesi ile iliskili MMR
genlerindeki nadir varyantlart ortaya ¢ikarmada yardimc
olabilir. Nitekim 2020 yilinda aile 6ykiisii olan ve testikii-
ler sperm ekstraksiyonunda canli sperm elde edilemeyen
130 idiyopatik nonobstriiktif azospermi (NOA) hastasi-
na tiim ekzom dizileme ve testis dokusunda ekspresyon
analizi yapilan ¢ok merkezli bir galisma yayinlanmistir. ]
Sonug olarak komplet spermatositik arrest tespit edilen

iki hastanin MSH4 geninde iki homozigot yanlis anlamli
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varyant tespit edilmistir (c.1913C> T; p., Pro638Leu ve
c.2261C> T p. Ser754Leu). Calismada i silico olarak bu
varyantlarin olduk¢a korunmusg amino asitleri etkiledigi ve
patojenik olduklari belirlenmistir.1?®l A/SH4 mutasyonlari
bu hastalarda XY cisimciginin olusturulamamasi, sper-
matositlerde belirlenen onarilmamis DSB’ler ile birlikte
metafazda arrest ile sonuclanmustr.??l ASH4 varyant ta-
styicilarinda, fare modellerine kiyasla daha ileri bir evrede
arrest gozlemlenmistir.*l Son zamanlarda yayinlanan, Cin
kokenli cok merkezden toplanan ve akraba olmayan 314
hastanin ve 400 fertil kontroliin dahil edildigi baska bir
ekzom dizileme calismasi da MLH3 genindeki nadir bir
varyantin NOA igin aday gen olabilecegini gostermistir.[**]
Bu caligmada maturasyon arrestli (MA) bir hastada, MLH3
geninde tespit edilen, yiiksek oranda korunmus bir MutL
bolgesini etkileyen ve daha dnce erkek farelerde azospermi-
ye neden oldugu belirtilen homozigot bir islev kayb: var-
yanti (c.615delA, p.Asp206Thrfs*18) tespit edilmistir.[**]

Spermatogenezde yer alan MutS ve MutL homologlarinda
mRNA ve protein ekspresyon seviyesindeki degisiklikler
bircok calismada erkek infertilitesiyle iliskilendirilmistir.
MMR ailesi iiyeleri, memeli testis dokusunda &zellikle
mayotik rekombinasyonun gerceklestigi spermatositlerde

[25.44] Vazektomi prosediirii uy-

yiksek oranda ifade edilir.
gulanmis ve fertil yirmi saglikli erkek ve Sertoli cell only
sendromu (SCOS) olan dort infertil hastanin testis biyop-
silerinde kantitatif gen ckspresyon analizi yapilan bir ¢a-
lismada SCOS hastalarinda MLH1 ve MLH3 genlerinin
ekspresyon seviyesinin, fertil gruba kiyasla daha disiik
oldugu belirlenmistir.[**] Fertil grupta ifade edildigi tespit
edilen MSH4 ve MSHS5 iin ise SCOS hastalarinda hic ifade
edilmedigi saptanmistir.**l MA veya hipospermatogenez
(HS) gozlenen infertil erkeklerde MLHI, MLH3, PMS2,
MSH4 ve MSHS5 gen ekspresyonlarinin spermatogenezi
devam eden obstriiktif azospermili (OA) hastalarla kiyas-
landigt baska bir ¢alismada ise benzer sekilde bu genlerin
mRNA diizeyindeki ekspresyonlarinin hastalar ve kontrol-
ler arasinda 6nemli farkliliklar gosterdigi belirlenmistir. 2]
Ekspresyondaki azalmanin MA fenotipinde daha belirgin
oldugu, kontrollere kiyasla ekspresyonun, MA hastalarin-
da PMS2 icin %24, MSH4 icin %60 ve HS hastalarin-
da PMS2 icin %11, MSH4 icin %34 degisiklik gosterdigi
bildirilmistir. MA alt grubu ile kontroller arasindaki eks-
presyonlar karsilastirildiginda, MLH1, MLH3, MSH4 ve
MSHS5 i¢in anlamli farkliliklar ve PMS2 icin istatistiksel an-
lamlilig1 olmayan farkliliklar gozlenmistir. HS alt grubu ile
kontroller arasindaki ekspresyonlarin ise MSH4 ve MSH5
igin farkli oldugu bulunmustur.?! Calismada ayn1 zaman-
da seminifer tiibillerin capryla MLH3, MSH4 ve MSH5

ekspresyonunun iliskili oldugu gosterilmistir. Ilaveten,
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uzamis spermatidlerin saysi ile bu genlerin transkripsiyon
seviyeleri arasinda anlamli pozitif korelasyon bulunmustur,
ozellikle MSH4 icin korelasyon katsayist dikkat ¢ekicidir.
Bu durum uzamis spermatid varligiyla ilgili olarak MSH4
transkriptlerinin bir esik seviyesi olabilecegini diistindiir-
mektedir.?®l 2018 yilinda yapilan bir pilot alismada ise
idiyopatik agir oligozoospermik erkeklerin spermlerinde
MLHT’in promotor bélgesinin normozoospermik kontrol-
lere kiyasla daha fazla metile oldugu bildirilmistir.*! Elde
edilen bu sonug infertil hasta grubunda MLHI’in ekspres-
yon seviyesinin daha az oldugunu diisiindiirmektedir.

Testisteki gen ekspresyon profillerini incelerken testis doku-
sunun hiicresel karmagikligi goz niine alinmalidir. Doku
seviyesinde gen ckspresyon degisiklikleri, belirli bir hiicre
tipinde mRNA'nin transkripsiyonundaki degisiklikleri be-
lirtebildigi gibi hiicre tipi veya sayisindaki degisiklikleri de
yansitabilir. Spermatogenik defektli hastalarda MMR gen
ekspresyonunun azalmasi, bu bireylerde MMR genlerini
cksprese eden germ hiicrelerinin sayisinin azalmastyla kis-
men agiklanabilir. Yapilan bir ¢calismada, OA ve NOAl1 16
hastanin testis dokusunda MLH1 ekspresyonunun mRNA
ve protein diizeyinde saglikli kontrollere kiyasla artig goster-
digi es zamanli PCR, western blot ve immiinhistokimyasal
boyama ile tespit edilmistir. Calismada MLH1 ekspresyo-
nu, NOA grubu ile OA grubu arasinda istatistiksel bir fark
gostermemistir.*”] Daha 6nceki alismalarda spermatoge-
nez bozuklugu olan hastalarin testis dokularinda MMR gen
ekspresyonunun azaldig belirtilmistir.?**1 Bu galisma da
ise, MLH]I ekspresyonunun mRNA ve protein diizeyinde
azospermi hastalarinda, kontrollere kiyasla 6nemli dl¢iide
daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismaya paralel ge-
kilde MA teshisi alan hastalarin dahil edildigi bir ¢aligmada
baz1 hastalarin testis dokularinda MLH3 ve MLHI’in asir1
ekspresyonu gozlenmistir.*8] Hem MLH3't hem MLHTI’i
asirt eksprese eden bir hastanin MLH3 geninde 2531C/T
(P844 L) yanlis anlamli mutasyonu ile birlikte intronik
varyant IVS9+66G/A saptanmustir. Ayni ekibin daha on-
ceki bir calismasinda, IVS9+66G/A ile kombine 2531C/T
(P844L)’nin yalnizca idiyopatik primer spermatogenik ar-
restli vakalarda tespit edildigi bildirilmistir.[*#*] MLH3 ve
PMS2 proteinleri C-terminal bélgelerinde bulunan ortak
amino asit dizileri yoluyla MLH1 ile etkilesime girerler.[5]
Fare calismalari Pms2’nin eksikliginin, Mlh1-Mlh3 odak-
larinin sayisinda bir degisiklige neden olabilecegini goster-
mistir.[*4 Bununla birlikte farelerle yapilan yeni calismalar,
MIh1 etkilesim alani bolgesinde herhangi bir bozulmaya
neden olmayan Pms2 nakavt erkek farelerin fertiliteleri-
nin etkilenmedigini gostermektedir.l Bu calismalar goz
oniine alindiginda, MutL proteinlerinin artan ekspresyon-
larinin MutLa ya da MutLy’nin baskin olmasina yol acip
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diger heterodimerin sayisinda dengesizlik olusturabilecegi
distintilebilir. Heterodimerlerin ekspresyon dengesindeki
bu degisikligin spermatogenez sirasinda basarisizliga yol

acabildigi 6ne siiriilmektedir.[*#]

Erkek infertilitesinin heterojenligini ortadan kaldirmak icin
fare modelleriyle gerceklestirilen tek hiicre-RNA dizileme
caligmalari arasuricilara MMR eksikliginin etkilerini agik-
lamak adina daha genis molekiiler veriler sunabilmektedir.
Normal ve nakavt farelerin testislerinden 57,600 hiicre veri
setinin analiz edildigi bir calismada, M/h3 -/- fare spermato-
sitlerinde kontrol noktast proteinleri araciligiyla apoptozun
tetiklenebilecegi bulunmustur.? Bu galigmada ayrica ilging
bir sekilde, M3 -/- farelerin makrofajlarinin diger nakavt
suslara ve normal irka kiyasla amiloid bilesikleri agisindan
bir zenginlesme gosterdikleri belirlenmistir.?? Bu ¢alisma-
da Mih3 nakavtlarda gozlenen amiloid bilesikleri tiretimi,
bu mutantlarda daha énce bildirilmemistir ve bu durumun
olast fizyolojik rolii agik degildir. Apolipoprotein E (APOE)
proteini igin yapilan immiinfloresan boyama normal irklar-
da interstisyel boglukla sinirli bir bolgede ve distik seviyeler-
de gozlenirken, M/h3 -/- hiicreler daha yogun boyanmis ve
daha fazla APOE porzitif interstisyel hiicre gozlemlenmistir.
Bu APOE poxzitif hiicreler, normal germ hiicreleri ve Sertoli
hiicrelerinden farkli bir morfoloji sergilemistir ve tiibiillerin
disindaki APOE pozitif hiicrelerine daha ¢ok benzer olduk-
lari tespit edilmistir. Calismada yapilan ileri boyamalar M/h3
nakavtlarda bu bagisiklik hiicrelerinin kan-testis bariyerini
gecebilecegini ve immiin ayricalikli olarak kabul edilen
bu alana girebileceklerini one siirmektedir.[?? Intratiibiiler
makrofajlarin testis kusurlari acisindan nasil bir etkide bu-
lundugu aydinlaulmay: beklemektedir.

MMR genlerindeki polimorfizmlerin aragurildigs calisma-
lar belirli topluluklardaki idiyopatik erkek infertilitesinin
etiyolojisinin aydinlatilmasina yardimer olabilir. MMR
genlerindeki mutasyonlar, cesitli kanserler icin potansiyel
risk fakeorleri olarak kabul edilmekle birlikte MMR gen-
lerindeki polimorfizmlerin erkek infertilitesi tizerindeki
potansiyel rolii hakkinda yalnizca sinirli veri mevcuttur.
Cin popiilasyonunda, 1292 idiyopatik infertil ve 480 fer-
til erkekle yapilan bir ¢alismada MLHI'de bir intronik tek
niikleotid polimorfizmi (single nucleotide polymorphism,
SNP) (rs4647269), PMS2de MLH1 ve PMS2 arasindaki
etkilesimi 6nemli 6l¢tide etkileyebilecegi belirlenen bir var-
yant (rs1059060, Ser775Asn) ve MSH5'teki MSH4-MSH5
etkilesim alani icinde yer alan bir SNP’in (rs2075789,
Pro29Ser) azospermi veya oligozoospermi gelisimi icin risk
fakeorleri olabilecegi bildirilmistir.5 PA/S2 rs1059060
polimorfizminin normozoospermik erkeklerde infertili-
te riskine olast bir katkisi da gozlemlenmistir.! MLH1
154647269 ve PMS2 1s1059060, normal sperm sayisina

sahip infertil hastalar arasinda sperm DNA hasarinin arust
ile iliskilendirilmistir.5"l Destekleyici kanitlar iceren baska
iliskilendirme ¢aligmalart da yapidmisur. Cinde baska bir
boélgede 614 fertil kontrol ve 244 azospermili ve 72 oli-
gozoospermili infertil erkek ile yapilan bir ¢aligmada daha
onceden bazi tiimorlerle iliskili olduklar: bildirilen MLH1
rs1800734 ve MLH3 rs175080 SNP’leri aragtirimistir.
(52531 Sonugta MLH3 15175080 varyant alel tastyicilarinin
frekanslari, azospermik grup ve fertil kontroller arasinda
anlamli farkliik gdstermis ve rs175080 varyant genotip-
leri, normal homozigot genotipine kiyasla 1,86 kat infer-
tilite riski artist ile iliskilendirilmistir. MLH3 rs175080 ve
MLH]I rs1800734 ile kombine MLH3 rs175080 polimor-
fizmlerinin dagilimlart infertil ve fertil gruplar arasinda
farkli bulunmustur. Hem rs1800734 hem de rs175080
varyant genotiplerini tastyan erkeklerin azospermi riskinde
yaklagik iki kat artis gostermeleri, iki lokus arasinda 6nemli
bir etkilesime isaret etmektedir.** Son yillarda daha kii-
citk bir Cin popiilasyonunda yapilan baska bir arastirmada
MLH1 rs1800734 ve MLH]I rs4647269 varyant alellerinin
dagilimlarinin idiyopatik agir oligozoospermik hastalar ve
fertil kontroller arasinda farklilik gésterdigi bulunmustur.
1551 Benzer bir sonug yine Cin'in Hunan kentinde yapilan
bir calismada da gdsterilmistir, MLH3 C2531T varyant
alel tagtyicilarinin idiyopatik azoospermi veya agir oligo-
zoospermi agisindan 1,98 kat risk arugi gosterdigi belir-
lenmistir.*¢] Calismada ayni zamanda MSHS5 rs2075789
varyant alel tagtyicilarinin da riskinin 2,51 kat artugy ayrica
hem MSH5 hem de MLH3 varyant alel iceren genotipleri
tastyan erkekler icin bu riskin ¢arpimsal bir etkiden daha
fazla oranda 6,78 kata cikugi belirlenmistir.*¢! MLH3
rs175080 polimorfizminin, yardimei tireme teknikleri uy-
gulanan 122 kontrol ve 178 infertil erkekte degerlendiril-
digi bagka bir ¢alismada ise bu SNP’in oligozoospermiyle
iliskili olabilecegi one siiriilmiistiir.??l Varyant homozi-
got tastyicilarinin oligozoospermik erkeklerde daha fazla,
normal tip genotipin ise daha az gozlendigi belirtilmistir.
Homozigot varyant genotip tastyicilarinin ayrica diger iki
genotipe kiyasla daha diisitk progresif motilite degerleri-
ne sahip oldugu belirtilmistir.?l Bu sonuglar, arastiricilar:
MLH3 rs175080 polimorfizminin embriyo kalitesi {ize-
rine etkisi olup olmadig sorusuna yoneltmistir. 2017°de
yapilan bir ¢alismada intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu
ve embriyo transferi tedavisi goren ciftlerde embriyolojik
sonuglarla MLH3 rs175080 polimorfizmi arasindaki olasi
iliskiler arasurilmistir. Erkek partnerleri homozigot varyant
genotip tastyicilarin olusturdugu grupta 6nceki calismalar-
la paralel sekilde diger iki gruba kiyasla 6nemli 6l¢iide daha
diisitk sperm konsantrasyonu ve progresif motilite gozlen-
mistir.’”] Ancak ilging sekilde normal homozigotlarin bu-

lundugu gruba kiyasla diger iki grupta (homozigot varyant
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ve heterozigot) embriyo kalitesinin ve klinik gebelik oran-
larinin daha yiiksek oldugu bulunmustur. Bu ¢aligma ile
varyant genotipin sperm kalitesi tizerindeki etkisinin in
vitro fertilizasyon sonrasi embriyo gelisimini etkilemedigi
onerilmistir.’”] Diskordant sonuglar gen-gen etkilesimleri,
bireysel ve etnik farkliliklar ve secilen hasta gruplarinin he-

terojenliginin aluni ¢izmekeedir.

Spermatogenez sirasinda homolog rekombinasyon, krosover
ve kromozomal sinapsta 6nemli gorevleri olan MMR prote-
inlerine ek olarak, temel olarak onarimda gérev alan MMR
proteinlerin de fertilite {izerine etkileri arastirilmistir. Germ
hiicreleri, spermatogenez sirasinda son derece yiiksek diizey-
de proliferatif aktivite sergiler ve bu nedenle diger hiicrelere
kiyasla DNA hasarina karst daha duyarlidir.['"¥ Testis hiic-
relerinde yiiksek dogruluktaki DNA onarimi, gelisen germ
hiicrelerinin genomik biitiinltigiinii ve kalitesini korumak
icin vazgecilmez mekanizmalardan biridir ve MSH2 hete-
rodimerleri bu asamada 6nemli rol oynamaktadir. Farelerde
Msh2 geninin, mitotik olarak ¢ogalan spermatogoniada ve
leptoten ve zigoten spermatositlerde yiiksek oranda eksprese
edildigi gozlenmistir.*8] M52 mRNA ve protein ekspres-
yonlart daha sonra, erken ve orta pakiten spermatositlerde
azalmis ve postmayotik spermatidlerde ise ok daha az sevi-
yeye gelmistir. Msh3 ekspresyonu ise, pakiten spermatosit-
lerde en yiiksek seviyede bulunmustur.*8 MLH3 ile birlikte
MSH2-MSH3 heterodimerinin yanlis eslesmeye ve geno-
mik kararsizliga duyarli olan sentromerik DNAdaki ve Y
kromozomu tizerindeki gibi ardisik tekrar bolgelerine loka-
lize oldugu belirlenmis ve Msh2 nakavt farelerde, M1h3’iin
sentromerlerde birikiminde 6nemli bir azalma oldugu gos-
terilmistir.[**?] Tekrar dizilerinin yanlis hizalanmalarinin
bir sonucu olarak DNA {izerinde ortaya ¢ikan ikincil yapilar
MSH2-MSH3 igin substratlardir. MSH2-MSH3 komplek-
si, MSH4-MSHS5 tarafindan yénlendirilen kargilikli rekom-
binasyondaki bir islevden ziyade, bu ardisik tekrar birimle-
rindeki krosover olmayan ve/veya onarim olaylarindaki bir
islevi destekler gibi goritnmektedir. MutSP’nin spermatoge-
nezdeki rolii tekrar dizilerinde olusabilecek bu ikincil yapila-
rin stabilizasyonu yoluyla veya kromozomal translokasyon-
lara, genislemis tekrar dizilerine ve diger sitogenetik hatalara
neden olabilecek ikincil yapilardan kaynakli DSB’lerin basti-
rilmast yoluyla gibi goriinmektedir.*] Kuzeybati Cin bolge-
sinde yapilan bir ¢alismada AMSH3 1526279 un varyant alel
iceren genotipleri, homozigot normal tipe kiyasla idiyopatik
azospermi agisindan 2,62 kata kadar artan risk ile iligkilen-
dirilmistir.1 MSH3 rs26279 varyant alel tastyicilarinin
daha 6nceki ¢aligmalarda tiglii tekrar dizilerinin genisleme-
si ve kanser riski artigt ile iliskili oldugu belirtilmistir.[°57]
Msh2 -/- erkek farelerin testislerinde bazi seminifer tiibtiller-

de daha az sayida germ hiicresi gozlenirken, bazi tiibiillerin
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SCO oldugu bildirilmistir.*! AMsh2 +/- fareler, normal yav-
rularla benzer fenotiplere sahiptir ancak Msh2 -/- hayvanla-
rin testislerinde, germ hiicre komplemanindaki degisiklikler,
kontrollere kiyasla seminifer tiibiil ¢aplarinda azalmaya yol
agmistir. Msh2 -/- erigkinlerinde apoptotik hiicrelerde artis
gozlenmemistir ancak daha gen¢ farelerden alinan testisler
incelendiginde apoptotik germ hiicrelerinin sayisinda az bir
arus tespit edilmistir. Germ hiicresi kayb1 gozlenmesine rag-
men, Msh2 -/- fareleri fertil olarak raporlanm1§t1r.[44] 2019
yilinda yapilan bir ¢alismada NOA'l erkeklerin testis doku-
larindan gergeklestirilen ekspresyon ve immiinhistokimya
analizleri ile MSH2 transkriptlerinin ve protein ekspresyo-
nunun, spermatogenezi devam eden OA kontrollere kiyasla,
SCOS numunelerinde en az seviyede oldugu belirlenmistir.
621 Ayni ¢alismada kaspaz-3 immiin boyama, DNA onari-
mu kaybinin, hastalarin testislerinde apoptozun artmasi ile
iligkili oldugunu gostermistir. Bu ¢aligmalar MSH2 ekspres-
yonunun, onarim ile ilgili gérevlerine bagli olarak, 6zellikle
SCOS gelisimine katkida bulunma olasiligini vurgulamak-
tadir. Kiigiik bir grup tizerinde yapugimiz calismada ise idi-
yopatik oligoastenoteratozoospermi teshisi almis erkeklerin
sperm DNAsinda MSH2 promotor metilasyonunun ista-
tistiksel anlamlilik kazanmamakla birlikte, hasta grubunda
fertil/normozoospermik gruba kiyasla daha yiiksek oldugu
belirledik.l®*l Calismamizda ayni zamanda MSH2 promotor
metilasyonunun sperm konsantrasyonu ve toplam sperm sa-
yist ile negatif korelasyonlu oldugu bulundu.[®®l MSH2 ve
MSH3teki hatalarin semen parametreleri ve erkek fertilitesi
tizerindeki etkilerini daha iyi anlayabilmemiz icin daha bii-

yiik kohortlu ¢alismalara gereksinim duyulmaktadr.

SONUC

Bu derlemede, mayotik rekombinasyon ve DNA onari-
minda énemli gorevleri olan MMR genleri ve hedef pro-
teinlerinin erkek fertilitesi iizerine etkileri tartistlmigtir.
Erkek infertilitesi multifaktdriyel etiyolojili bir tireme
sistemi hastaligidir. Bununla birlikte, erkek infertilite va-
kalarinin nemli bir kismi idiyopatiktir.!l Nakavt model
hayvanlar ve insanlarla yapilan caligmalar, mayozda ve
yanlis eslesme onariminda yer alan genlerin mutasyonla-
r1, epigenetik degisiklikleri ve anormal ekspresyonlarinin
infertiliteyle sonuglanabilecek spermatogenez hatalarina
yol acabildigini gostermektedir. Bu hatalar SCOS, ma-
yotik arrest veya hipospermatogenezle azospermiye veya
oligozoospermiye yol agarak infertiliteye veya gametlerde
andploidinin artmasina yol agan farkli sekillerde kendini
gosterebilmektedir. Rekombinasyonun molekiiler meka-
nizmalari ve MMR proteinlerinin infertilicedeki roliinii
aydinlacmak icin yapilan calismalar ozellikle idiyopatik
infertil erkekler i¢in infertilitenin altinda yatan nedenlerle
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ilgili anlayisimizi artarabilir. Derlenen bilgilerin is1ginda

gelecekte yardimer tireme teknikleri ile ¢ocuk sahibi ol-

mak isteyen infertil erkeklere 6ncesinde mayotik rekom-

binasyon ve yanlis eslesme onariminda gérev alan protein-

lerdeki ve bunlarin genlerindeki mutasyon, polimorfizm

ve epigenetik degisikliklerin taranmalarina odaklanilmasi-

na ihtiyac olacag: diisiintilmektedir. Bununla birlikte hala

MMR mekanizmasinin erkek fertilitesi iizerine etkilerine

iliskin bilgimizi arttirmaya yardimer olmak i¢in daha fazla

calismaya ihtiyac vardir.
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