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FERTILITEDE SPERM METILASYON DEGISIKLIKLERININ ONEMI
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Infertil ¢iftlerin yaklasik %70’inde sperme ait bir sorun
bulundugu gorillmektedir(l). Bu sorun erkegin tireme
organlarindaki gelisim bozukluguna bagli olabilecegi
gibi, sperm uretim bozukluguna da bagl olabilir.
Aslinda spermin oositi fertilize ederek embriyoyu
olugturabilmesi i¢in, bir yandan genlerinin saglikli
bicimde eksprese olabilmesi gerekirken, diger yandan
da bazi genlerinin inhibisyonu gerekir. Genin inhibe
edilmesi dnemlidir, ¢ciinkl o gen eger caligirsa urettigi
faktor belki de spermatogenezde bazi basamaklari
baskilayacaktir (imprinting). Iste bir genin ekspres-
yonunun inhibe olabilmesi, bu genin sitozin bazina
“metil grubunun” baglanmasi ile gerceklesir.

Daha agik olarak izah etmek gerekirse, normalde anne
ve babadan gelen genler birlikte ¢ocukta bir 6zelligin
ortaya ¢cikmasim saglarlar. Oysa bazi genler vardir ki,
sorumlu olduklarn 6zelligin ortaya ¢ikabilmesi icin sadece
anne ya da babadan gelmis olmasi, diger allelinin ise
inhibe olmug olmas: gerekir. Iste bu olaya “genomik
imprinting” adi verilir(®), Omegin, IGF2 (insulin-like
growth factor-2)’yi kodlayan genin babadan gelen
allelinin aktif, anneden gelen allelinin ise inaktif, yani
imprinting sonucu inhibe edilmig olmasi gerekir. Eger
her iki allelde de eksprese edilirlerse, 6rnegin sadece
babanin genomunun kullanildig1 klonlama caligma-
larinda oldugu gibi ya da annedeki genlerde bir imprinting

bozuklugu olmugsa, cocukta Wilm’s timoru geligir®).
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Sekil 1: Klonlama ¢alismalarinda anne ya da baba genomundan

partogenetik embriyo iiretilmesinin sonuglari.

Bunu bagka orneklerle de desteklemek muimkiundir.
Klonlama ¢aligmalarinda acik¢a gosterildigi gibi, eger
sadece anneye ait pronukleuslar kullanilirsa, bundan
gelisecek embriyo kismen normal olurken, plasentas:
gelisememektedir. Diger yandan, eger sadece erkege
ait pronukleuslar kullanilirsa, plasenta gelisecek ama
embriyo gelisemeyecektir (sekil 1). Cuinktl baz1 genlerin
ekspresyonlari anne ya da baba genomunda baskilanmag
olup, kargiliklarinin diger genomdan alinmas: gerekir
(imprinting). Bunun eksikliginde normal embriyo
gelisimi gerceklesemez (4,5,6). Iste imprinting, yani
metilasyon, saglikli bir embriyo gelismesinde boyle
rol oynamaktadir. Allellerden birisi imprinte oldugunda,
o genin fonksiyonu normal olacak iken, bu imprinting
olmazsa genin normal fonksiyonu da bozulur (sekil
2).
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Sekil 2: Normalde anne ya da babadan gelen allellerden birinin
baskilanmast gerekirken (a), bu baskilanma ortadan kalkarsa o

genin ekspresyonu da bozulur (b).

Gunumiuzde kabul edilen goriig hiicrenin genomunun
islevini gorebilmesi i¢in major epigenetik
duzenleyicinin DNA’nin metilasyonu oldugudur.
Gergekten de, bazi genlerin fonksiyonlarini yerine
getirebilmesi ile DNA’sinin metilasyon durumu arasinda
siki bir iligki mevcuttur. DNA metilasyonu erkekte
ureme organlarinin gelisiminde, spermatogenezde ve

sekstiel davraniglar izerinde kanitlanmig etkiye sahiptir.
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Dolayistyla, metilasyondaki bozukluklar beraberinde
anormal seksuiel gelisim ve tireme bozukluklarim da
getirecektir.

Metilasyonun aksi ise “demetilasyon”, yani sitozine
baglanmis olan metil grubunun kalkarak, o genin tekrar
fonksiyonuna baglayabilmesidir. Iste DNA uizerindeki
genler metile ve demetile olarak, o hiicrenin gorevini
yerine getirmesini saglarlar. Bu metilasyon-
demetilasyon durumu daha primodial germ huicreleri
(PGH) evresindeyken islemeye baglar, spermatogenez
surecinde devam ederek, fertilizasyonu takiben embriyo
gelisimini ve sonugta erigkin organogenezini ayarlar.
Sperm genomunda DNA metilasyonu spermatozoanin
maturasyonunda son derece donemli bir reaksiyondur
(7). Spermatogenez sirasinda gorillen DNA metilasyo-
nuna ait olaylar eksperimental caligmalarda agikca
gosterilmistir®. Bu konuda en ¢ok 5-azacytidine adli
ilacla yapilan ¢aligmalar yardimci olmugtur. 5-
azacytidine germ hucreleri ¢cogalirken, replikasyon
sirasinda DNA’nin yapisma girerek metilasyonunu
onler®, Iste bunun sonucunda, kondanse olmus
spermatid ve spermatozoa sayilarinda azalma,
preimplantasyon donem embriyolarinda da gelisim
bozukluklari gelistigi ortaya konmugtur(19), Demek ki
erkekte germ hiicre genomunun metilasyonu, gerek
spermatogenezin normal devam etmesinde gerekse
fertilizasyonu takiben embriyo gelisiminde 6nemli role
sahiptir. Genom imprinting bozukluklarimin hiposper-
matogeneze yol agtig1 ve oligozoospermik erkeklerin
bu imprinting defektlerini ¢ocuklarina da gecirdikleri
gozlenmigtir(1D),

Dogacak ¢ocuga genetik materyalin saglikli bicimde
gecebilmesinde sperm DNA’sinin butunlugu esastir.
Genomik imprinting sayesinde embriyoda anne ya da
babadan gelen kromozom allellerinden birinin
inhibisyona ugramasi neticesi sadece diger allel faaliyete
gecer . Embriyo gelisirken 3. haftasinda daha yeni
PGH olusurken, bu embriyonik germ hiicrelerindeki
tum imprinte olmug genler serbestlesir, yani imprinting-
ler ortadan kalkar. Embriyonun erkek yada kiz yoniinde
gelisimine bagli olarak gametler gelisirken bir suire
sonra ya da fertilizasyonu takiben imprinting olay1
yeniden baglar. Eger bu sirada imprinting eksik kalirsa
fetusun gelisimi de anormal olur, hatta malin hastaliklar
ortaya ¢ikabilir12), Ornegin ICSI sonrasinda Angelman
sendromu ya da Beckwith-Wiedemann sendromu gibi
hastaliklarin ortaya ¢ikigi, embriyoda anneden gelen

allelde imprinting igleminin eksik kalmasi, yani bu

genin metilasyona ugrayamamasina baglanmaktadir.
Benzer durum babaya ait alleldeki metilasyon eksikligi
neticesi bagka sendromlar seklinde de gorulebilir.

Gametogenez

Gametogenezde germ hiicreleri Once proliferasyon,
arkasindan huicre siklusunda bir miiddet duraklama ve
devaminda huicre farklilagmasi olaylar pesisira birbirini
izler(13), Erkek fare embriyonunda ilk PGH koitten
sonraki 7.5 gunde (dpc) gorulur. Bunlar bir yandan
gonadlara go¢ ederlerken ayni zamanda hizla
cogalmalarini da surdururler. Fotal Sertoli hiicreleri
ile ¢cevrelenmesini takiben PGH’ne gonosit ya da
prospermatogonia adi verilir. 13.5-15 dpc’den doguma
kadar gonositlerin ¢ogalmasit durur. Dogumdan sonra
yeniden ¢ogalma baslayarak, spermatogonial stem
cell’leri olusturur ve bunlar arasinda da bazilar1 10.
gunden itibaren aktifleserek farklilagir ve mayoza girer
(19, Insanda da temelde benzer bir siireg islemektedir.

DNA metilasyon

seviyesi

O

Somatik Hucreler

Germ Hicreleri

PGH Zigot Blastosist Gastrula

Sekil 3: Gametogenez sirasinda farkli evrelerde gametlerin DNA sinin

metilasyona ugrama dereceleri de degigir.

Primordial germ hiicrelerinde metilasyon

PGH’leri gonadal kabartiya goc ederlerken genis capta
bir demetilasyona ugrarlar, yani baskilanmis genler
uzerindeki baski kalkar, ve aileden gelen imprinting
silinerek hiuicre farklilagmasina olanak saglanir. PGH
DNA’sinda metilasyon ¢ok azdir. Gercekten de,
immiinositolojik aragtirmalarda, bu donemde DNA
uzerindeki metile olmug sitozin rezidu sayilarmin son
derece azaldig1 ortaya konmustur(!5). Bu donemde
aileden gelen imprinte olmusg, yani baskilanmig
ozellikler silinerek ortadan kalkmaktadir. Detayl
caligmalar, PGC’lerin gonadal kabartilara go¢ ettikleri
10.5 ve 12.5 dpc arasinda DNA’larinda metilasyonlarin
ortadan kalktigim (demetilasyon) gostermistir(10), 12.5-

13.5 dpc arasinda artik erkek ve disi germ hiicrelerinin



genomlari aileden gelen imprinte olmusg lokuslar: da
kapsayacak sekilde, kuvvetli bir hipometilasyon duru-

mundadirlar(17).

Spermatogenezde DNA metilasyon degisiklikleri
Yukarida da belirtildigi gibi, erkek farelerde PGH’leri
geligirlerken DNA’larinda demetilasyonun goruldugu
bir donem gelisir (sekil 3). Hemen bunun arkasindan
ise germ hiucreleri cogalmalarina ara verirler ve bu
sirada nukleuslarinda kuvvetli bir DNA metilasyonu
baglar(18), Bu hipermetilasyon durumu germ hiicre-
lerinin yeniden ¢cogalmaya bagladiklart doguma kadar
surer. Metilasyona ugrayan sekanslar artik trans-
kripsiyon yapamaz duruma ge¢mislerdir, yani sentez
fonksiyonlar1 inhibe olmustur. Yine de bazi sekanslarda
gen aktivitesinin devam ettiginin gosterilmis olmasz,
bu tur sekanslarin aktivitelerinin DNA metilasyonu
diginda bagka faktorerden de etkileniyor oldugunu ya
da metilasyonun hiicreden huicreye farklilik gosterdigini
dustindurmektedir(19),

Her ne olursa olsun, dogumdan sonra DNA’daki
hipermetilasyon durumu hiicre bolundukce azalmaya
baglar(20),

Eriskin testisinde metilasyon

Testise spesifik genlerin buyiik kismu testiste demetile
olup eksprese edilirlerken, ekspresyon yapmayan
somatik dokularda metilasyona ugramis durumdadirlar.
Bu da gostermektedir ki, DNA'nin metilasyon durumu
genlerin ekspresyonlarinda rol oynar (21). Erigkin
erkekte spermatogoniumlar gelisirken, DNA replikas-
yonunu tamamlayip mayoza girdiginde genleri ya
metile olur ya da metilasyonu ortadan kalkar. Ancak,
anne ve babadan gelen allellerin metilasyona ugrama
zamanlar farklidir. Babadan gelen allelin metilasyonu
mayoz baglamadan once olurken, anneden gelen allel
mayoz sirasinda metile olur(22), Spermatogenez sirasin-
da DNA’nin global metilasyon derecesi degisir. Ornegin
erigkin testisinin spesifik antikorlarla incelenmesiyle
butiin huicrelerde metile olmus sitozinler gosterilirken,
bu metilasyon spermatositlerde goriilmemektedir(23).
Farelerde primitif A tip spermatogoniumlarda DNA az
metilasyona ugrarken, pakiten spermatositlerde,
yuvarlak spermatidlerde ve epididmal spermlerde
DNA’nin metilasyonu fazla olur. Germ hucreler
gelisirlerken ge¢c donemlerde de yeni metilasyonlar
goriilebilir. Ornegin bazi genler sadece epididimden

gecerken metilasyona ugrarlar?4), Bu da gostermektedir

Fertilitede sperm metilasyon degisikliklerinin 6nemi

ki, spermatozoanin maturasyonunu tamamlamasi igin

bazi genlerde DNA’nin metilasyonu gerekir.

Fertilizasyonda metilasyon

Insanda erkek ve kadindan gelen iki farkli kromatin
seti birleserek tek hiuicreli bir embriyo olugturur.
Erkekten gelen spermdeki kromatin icerdigi protaminler
nedeniyle olduk¢a kondanse durumdayken, oositin
kromozomlar ise ikinci mayozun metafazinda
duraklamig halde olup, nukleozomu normal bir yap1
gosterir. Iste iki taraftan gelen boyle farkl yapidaki
kromatin setleri dort-hiicreli embriyo olusana kadar
farkliligini surdurir ve ancak bundan sonra aralarindaki
fark kaybolmaya baglar(2>),

Bilindigi gibi, sperm ve oosit fertilizasyon sirasinda
metilasyona ugramalari nedeniyle transkripsiyon
yapamazlar. Oysa diploid olduktan sonra embriyonun
somatik gelisimi suirdirebilmesi icin kromatin DNA’s1
metilasyon durumunda degisiklik yaparak yeniden
sekillenir. Bunun i¢in erken embriyo devresinde
babadan gelen genom fertilizasyonun ilk birkag saati
icerisinde demetilasyon gecirirken, anneden gelen
genom iki-hiicreli embriyo donemini takiben sadece
pasif bir demetilasyon suireci izler. Morula ve blastosist
gelistikten sonra ise artik her iki genom da esit metil
kaybina ugramglardir ve daha sonra yeni metilasyonlar
olugur(26),

Mevcut veriler tim genomun, tek tek kromozomlarin
ve spesifik genlerin metilasyonunun normal bir embriyo
gelisiminde esas oldugunu gostermektedir?7), Nuklear
transfer yapilan klonlama ¢aligmalarinda sadece %0.1-
3 arasinda embriyolarin normal gelisim gosteriyor
olmasi, bunlarda anne genomu ve baba genomu farklili-
gmin olmamasiyla izah edilmektedir(?®), Cunku
klonlamada normal fertilizasyondan farkli olarak iki
degisik genom bulunmadig: icin, bunlardaki allellere
ait farkli metilasyon ozellikleri de ortadan kalkmig
olacaktir. Bunlari metilasyon durumlari, ayni farklilag-
masint tamamlamig diploid somatik hiicrelerindeki
gibidir(??), Yani tek esli embriyo fertilize olduktan
sonra artik transplante edilen pronukleusun metilasyon
durumunu degistirememektedir(30), Belki de partoge-
netik Uremenin bagarili olamama nedeni boyle bir
metilasyon yetmezliginden kaynaklanmaktadir.
Yukarida tanimlanan fizyolojik olaylarin klinige
yorumlanmas: onemli sonuglar ortaya koyar. Sperm
sadece babadan gelen genleri tagiyan bir haploid

genoma sahiptir. Ebeveynlerden gelen imprinting erken
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evre embriyoda tamamen silindigi i¢in, sperm sadece
babada gelisecek yeniden metilasyon ozelliklerini
embriyoya tagir. Dolayisiyla, erkekte metilasyonu
etkileyecek herhangi bir olay, dogrudan embriyo
gelisimine de yansiyacaktir. 5 methyl-cytosine ile
immiinboyama yapildig1 zaman, astenozoospermik ve
teratozoospermik erkeklerde spermin global metilasyon
indeksi dusuk olarak bulunmugtur. Metilasyon
bozukluklar1 IVF/ICSI sonrast fertilizasyon ile negatif
korelasyon verirken, metilasyonun arttig1 olgularda
gebelik bagarisinin da arttig1 gosterilmistirGD,
Sperm uretiminin bozuldugu oligozoospermik
erkeklerde H19 geninin, ki bu genin spermatogenez
sirasinda premayotik evrede babadan gelen allelinin
metilasyona ugrayarak imprinte olmasi ve bunun da
bir supresor geni baskilamasi neticesi IGF2’nin eksprese
olmas: gerekir, metilasyonunun yetersiz oldugu
gosterilmistir32). Normalde babadan gelen IGF2 geni
bu mekanizma ile eksprese olurken, anneden gelen
kromozomdaki IGF2 geni, supresor geni metilasyona
ugramadig i¢in, inhibe durumda kalir. Oysa babaya
ait allel yeteri kadar imprinte olamamugsa, yani supresor
gen baskilanamamigsa, IGF2 de yeteri kadar eksprese
olamayacaktir. Bu durumda hem anneden hem de
babadan gelen kromozomlarda IGF2 eksprese
olamayacagindan, spermatogenez de normal igleme-
yecek ve neticede oligozoospermi gelisecektir. Boyle
bir spermatozoadan gelisecek embriyoda da her iki
ebeveynden gelen IGF2 genleri eksprese olamaya-
cagindan embriyo gelisiminin de saglikli olmasi
beklenemez. Daha kotusi, eger her iki ebeveynden
gelen IGF2 de eksprese olsaydi cocukta Wilms tumoril
gelisecektir. Demek ki, spermde imprinting bozukluklart
embriyoya gecerek, embriyonun normal geligimini
etkileyebilmektedir. Bu konuda veriler ¢eligkilidir.
Bazi1 calismalar spermatogenezdeki imprinting
bozukluklarinin tek bagina embriyo gelisiminden
sorumlu olmadig1 yoniindedir33),

Sonug olarak, sperm sayisinda azalma ile beliren
anormal spermatogenez durumunda, bazi genlerin
yetersiz metilasyonu sorumlu olabilir. Erkek ureme
sisteminin geligiminde ve spermatogenezi etkileyebilen
genlerin ekspresyonunda DNA metilasyonunun roli,
metilasyon bozukluklarinin infertilitedeki dnemine
dikkat ¢cekmektedir.
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