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OZET

Spermin epigenetik anomalileri, erkek infertilitesiyle iliskilidir ve tedavinin basarisini
etkilemektedir. DNA metilasyonu, kromatin diizenlemeleri ve kodlanmayan RNA’lar sperm
epigenomunu olusturur. Calismamizda erkek infertilitesinde MEST, MESTIT1, CEP41,
GNAS, IGF2 ve H19 genlerinin transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel epigenetik
degisimlerin arastirilmasi1 amaglanmigtir. Fertil erkeklerin (n=30) spermlerindeki DNA
metilasyonu ve gen ifadelenmesi, oligospermik (n=30) ve normospermik (n=30) infertil
gruplarla karsilagtirilmigtir. Paternal ifadelenen GNAS-AS geninin 1. 3. ve 5. CpG
diniikleotidlerinin hipometilasyonu, oligospermi grubunda (%33,3*; %26,7**; %26,7*)
fertil gruptan (%66,7*; %66,7**; %60*) daha diisiiktiir (*p<0,05, **p<0,01). imprint gen
olmayan CEP41’in 3. CpG diniikleotidinin hipometilasyonu, normospermi grubunda
(%53,3) fertil gruptan (%83,3) disiiktir (p<0,05). Tim gruplarda MESTIT1 geninin
ifadelenmesi, MEST ve CEP41 genlerinin ifadelenmeleri ile korelasyon gostermektedir
(p<0.05). Tim gruplarda, IGF2 transkriptinin seviyesinin, H19 transkriptinin seviyesi ile
korelasyon gosterdigi bulunmustur (p<0.01). Bu ¢alisma ile ilk defa, GNAS-AS ve CEP41
genlerinin metilasyon anomalilerinin yani sira, DNA metilasyonu ve gen ifadelenmesinin
birbirleriyle olan iligkilerinin bozulmasinin erkek infertilitesinde etkili oldugu gosterilmistir.
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ABSTRACT

Epigenetic anomalies of sperm are associated with male infertility and affect the success of
treatment. DNA methylation, chromatin rearrangements and non-coding RNAs constitute
the sperm epigenome. Our study aimed to investigate transcriptional and post-transcriptional
epigenetic changes of MEST, MESTIT1, CEP41, GNAS, IGF2, and H19 genes in male
infertility. DNA methylation and gene expression in the sperm of fertile men (n=30) were
compared with oligospermic (n=30) and normospermic (n=30) infertile groups. The
hypomethylated 1%, 3 and 5" CpG dinucleotides of the paternally expressed GNAS-AS
gene were higher in the oligospermia group (33.3%%*, 26.7%**, 26.7%*) than in the fertile
group (66.7%*, 66.7%**, 60%%*) (*p<0.05, ** p<0.01). The hypomethylated 3" CpG
dinucleotide of CEP41, which is not an imprinted gene, was lower in the normospermia
group (53.3%) than in the fertile group (83.3%) (p<0.05). In all groups, MESTIT1
expression correlated with MEST and CEP41 expressions (p<0.05). In all groups, IGF2
expression correlated with H19 expression (p<0.01). As a result, it has been shown for the
first time that methylation anomalies of the GNAS-AS and CEP41 genes, as well as
disruption of the relationships between DNA methylation and gene expression, are effective
in male infertility.
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1. GIRIS

Infertilite, ¢iftlerin bir y1l korunmasiz cinsel iliskiye karsin ¢ocuk sahibi olamamasi olarak
tanimlanmaktadir ve diinya genelinde ciftlerin %15-20’sini etkilemektedir. Vakalarin
yaklagik yarisinda erkek faktor etkisi goriilmektedir [1]. Erkek infertilitesinin etiyolojisinde
konjenital ya da kazanilmis nedenler bulunmaktadir. Bunlarin yan1 sira mekanizmalar1 tam
olarak bilinmeyen c¢evresel ajanlar, stres, ilag kullanimi, sigara gibi faktorler de erkek
infertilitesiyle iliskilidir. Biitiin bu nedenler sonucunda spermin say1, sekil, hareketlilik gibi

ozelliklerinde bozulma goriiliir [2].

Epigenetik, DNA dizisinde degisiklige neden olmaksizin gen ifadesini degistirdigi icin
infertilite etiyolojisinde epigenetik degisimler arastirilmaktadir. Sperm epigenomu,
fertilizasyon, embriyo gelisimi, implantasyon gibi iireme sagligiyla dogrudan iliskisinin

yaninda sonraki nesle aktarilmasi nedeniyle 6nemlidir [3].

Sperm epigenomu; DNA metilasyonu, kromatin diizenlemeleri, kodlanmayan RNA’lar1 ve
RNA modifikasyonlarini igerir [4-8]. DNA metilasyonu oOzellikle imprint genlerin
diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Imprint genlerdeki DNA metilasyon anomalilerinin
erkek infertilitesinde risk artisina neden oldugunu gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir [9].
Kromozom lokuslarinda -7,11,20- bulunan imprint genlerin ifadelenmesindeki degisimler
cesitli kanserler, sendromlar ve sistemik hastaliklarla iligkilidir. Bu genlerin ifadelenmesinde
DNA metilasyonunun yaninda, iligkili genlerin iriinleri olan kodlanmayan RNA’larin
transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel etkilerinin de bulunmasi, epigenetik

diizenlemelerin karmasik isleyisini géstermektedir [5].

Erkek infertilitesinde; MEST (7932.2), MESTIT1 (7g32.2), CEP41 (7g32.2), IGF2
(11p15.5), H19 (7932.2), GNAS (20913.32) genlerinin transkripsiyonel ve post-

transkripsiyonel degisimleri gostermek bu tez ¢alismasinin amacini olusturmaktadir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Erkek Ureme Saghg ve Infertilite

Bir yi1l korunmasiz cinsel iliski sonrasinda ¢ocuk sahibi olamayan c¢iftler infertil olarak
degerlendirilmektedir [1]. Ciftlerin yaklasik yarisinda erkek faktor etkisi goriilmektedir
[10]. Infertilite prevalansini iizerine yapilan calismalar erkek infertilitesinin sikligmin

arttigin1 gostermektedir [11].
2.1.1. Erkek infertilitesi nedenleri

Erkek infertilitesinin nedenleri farkli bagliklar altinda degerlendirilebilir. Agarwal ve

arkadaslarini yaptig1 siniflamaya gore nedenler ve risk faktorleri su sekilde sunulmustur [2]:
e Konjenital etmenler

o Anorsi (testisin yoklugu)

o Vas deferensin konjenital yoklugu
o Kriptoorsidizm

o Y kromozomu mikrodelesyonlari

o Kromozomal ya da genetik anomaliler

» Kleinefelter sendromu ve varyantlar1 (47,XXY; 46,XY/47,XXY mozaisizmi)
= Kallman sendromu
» Robertson translokasyonu

» Hafif androjen duyarsizlik sendromu

o Genetik endokrinopati

o Konjenital obstriksiyon
e Kazanilmis etmenler

o Varikosel

o Testikiiler travma



o Testis torsiyonu

o Germ hiicresi tiimorleri

o Kazanilmis hipogonadotropik hipogonadizm

o Tekrarlayan iirogenital enfeksiyonlar (Prostatit, prostatovezikiilit)
o Postinflamatuvar durumlar (epididimit, kabakulak orsiti)

o Urogenital kanal tikaniklig1

o Ekzojen etmenler (kemoterapi, ilaglar, radyasyon, 1s1)

o Sistemik hastaliklar (karaciger sirozu, bobrek yetmezligi)

o Testis damarlarin etkileyen cerrahiler

o Sekstiel disfonksiyon (erektil ya da ejakiilatuar disfonksiyon)

e Idiopatik etmenler

o Sigara kullanimi

o Alkol kullanim1

o Keyif verici maddeler
o Obezite

o Psikolojik stres

o lleri paternal yas

o Diyet etmenleri

o Cevresel ya da mesleki toksinlere maruz kalma

Diinyanin pek ¢ok yerinde, ilk dogumda paternal ve maternal yasin ileri yaslara kaymasi
sonucunda, subfertilite artmaktadir [11]. Kiiresellesmenin sonuglarindan olan ¢evre kirliligi
de infertilite ile iligkilidir. Endokrin bozucu kimyasallarin (Endocrine Disrupting Chemicals,
EDC) treme sagligi iizerine olumsuz etkileri pek ¢ok insan ve hayvan c¢alismasinda
gosterilmistir [12]. Plasenta ve anne siitiinden geg¢is gosteren bazi kimyasallarin epigenetik
mekanizmalarla erkek infertilitesini etkileyebildigi gosterilmistir [13]. Erkek tireme sagligi
lizerinde cevresel, genetik ve epigenetik etkilerin degerlendirilmesi icin izlenmesi gereken

adimlar belirlenmistir.



2.1.2. Erkek iireme saghginin degerlendirilmesi

Erkek iireme sagligi; kapsamli Oykii, detayli fizik muayene, laboratuvar ve goriintiileme
testleriyle degerlendirilmektedir [11]. Her ne kadar bir erkegin fertil oldugunu dogrulayan
bir test yontemi bulunmasa da hastalarin degerlendirilmesi ve tedavilerinin planlanmasi igin

bagvurulacak ileri tani testleri de kullanilmaktadir [14].

Ovkii ve fizik muayene

Ciftin ne kadar siiredir ¢ocuk sahibi olmaya calistiklari, gegmiste kullanilan dogum kontrol
yontemleri, erektil veya ejakiilatuar disfonksiyon, hipogonadizm, cinsel yolla bulagan
hastaliklar, gecirilmis testikiiler cerrahiler, sistemik hastaliklar, kullanilan ilaglar,
radyoterapi, akraba evliligi, bilinen genetik hastaliklar 6ykii alimi sirasinda sorgulanmalidir
[14]. Ciftin, bireylerin ve aile 6ykiisiiniin dikkatli alinmasiyla kriptoorsidizm gibi ¢ocukluk
cag1 hastaliklari, X e bagh infertilite gibi etiyolojiye yonelik ileri degerlendirmelerin daha
hizli yapilmasini saglayacaktir [2, 14].

Fizik muayene ile genel goriiniim ve jinekomasti degerlendirilmesinin yaninda, boy, agirlik
ve kan basinct Olgiliir. Erkek genital sistem muayenesinde penis anatomisinin

degerlendirilmesi, skrotum, prostat ve seminal vezikiil muayenesi 6nemlidir [2, 14].

Semen analizi

Diinya Saglik Orgiitii (DSO), semen degerlendirmesinin nasil yapilmasi gerektigini el
kitabiyla agiklamistir [15]. En giinceli olan altinci baskida temel semen analizi; semen
hacmi, sperm hareketliligi, konsantrasyonu, morfolojisi ve canlilik degerlendirmesini
icermektedir. Genisletilmis semen analizi ise sperm antikorlari, 16kosit veya immatiir sperm
hiicrelerinin saptanmasi, sperm anoploidi, ya da DNA kiriklarinin degerlendirilmesi seklinde
Ozetlenebilir. Reaktif oksijen tiirlerinin belirlenmesi, bilgisayar-yardimli sperm analizi
(computer-assisted sperm analysis, CASA), akrozom reaksiyonu ve membran iyon
kanallariin degerlendirilmesi ise ileri analizlere 6rnektir. Temel semen analizi i¢in referans
degerler 5 kitada, 12 iilkeden yaklasik 3500 fertil erkekten alinan verilere gore belirlenmistir
(Cizelge 2.1.) [16].



Cizelge 2.1. Temel semen analizi degerlendirme parametreleri ve 5. persentil degerleri

Parametreler 5.persentil degeri
Semen hacmi (ml) 1,4

Sperm konsantrasyonu (milyon/ml) 16

Toplam say1 (milyon) 39

Toplam hareketli sperm yiizdesi 42

Ileri hareketli sperm yiizdesi 30

Kat1 kriterlere gore normal morfolojideki sperm ytiizdesi 4

Hormonal degerlendirme

Erkek infertilitesinde sperm sayist diisiik olmasi ya da endokrinopati siiphesiyle hormonal
degerlendirme yapilabilir [2]. Folikiil stimiilan hormon (FSH), liiteinizan hormon (LH), total
ve serbest testosteron ve seks steroid baglayici globulin (SHBG) ol¢imi 6zellikle

hipogonadizm ayirici tanisinda 6nemli rol alir [17].

Goruntuleme tetkikleri

Erkek infertilitesinde goriintiileme yontemlerine bagvuru hastanin ihtiyacina gore yapilir.
Skrotal ultrasonografi, giivenli ve ucuz olmasi1 nedeniyle en sik basvurulan goriintiileme
yontemidir. Transrektal ultrasonografi ve kranial MRG (Manyetik Rezonans Goriintiileme)

gerektiginde bagvurulan se¢eneklerdir [2].

Genetik testler

Erkek infertilitesinde vakalarin yaklasik %15°1 genetik nedenlidir. Sadece spermatogenezle
ilgili 2300°den fazla gen olmasi, fertilitenin karmasik mekanizmasini ve genetik etkilerin
heterojenligini diisiindiirmektedir. Son yillarda erkek infertilitesinde molekiiler nedenlerin
arastirilmasi, agiklanmayan infertilite grubundaki hastalarin tan1 almasimi saglayabilecegi

icin umut vericidir [18].



2.1.3. Erkek infertilitesi ve tedavi yaklasimlari

Uremeye yardimci tedavi yontemlerinin gelismesiyle infertil ciftlerin ¢ocuk sahibi olmasi
miimkiin olmaktadir. Intrauterin inseminasyon (IUl), in-vitro fertilizasyon (IVF) ve
intrasitoplazmik sperm injeksiyonu (ICSI) yontemlerinden ¢ifte uygun olan segilerek
uygulanmaktadir [19]. Bu yontemlerde fertilizasyon sansi en yiiksek spermlerle oositin
dollenmesi amaglanmaktadir. Uremeye yardimci yontemlerde fizyolojik yollarm cogu
atlandig1 i¢in sperm se¢imindeki dogal mekanizmalar taklit edilmeye ¢alisiimaktadir. Ancak
bu mekanizmalara ait veriler kisitli oldugu igin, molekiiler ¢alismalara ihtiya¢ devam
etmektedir [20]. Erkek infertilitesinde cerrahi yontemlerle testisten ya da genital kanallardan
elde edilen spermlerle de canli dogum saglanabilmektedir. Bunun yan1 sira hipotalamus-

hipofiz-gonad aksinda etkili ilaglarla medikal tedavi se¢enekleri de gelistirilmektedir [19].

Biyomedikal alanindaki ¢aligmalar erkek infertilitesinin tedavisinde umut verici gelismeleri
saglamistir. Yiiksek c¢ozliniirliikli 3 boyutlu cerrahi mikroskoplarmin kullanilmasi,
molekiiler mekanizmalarin anlasilmasi, yapay zeka ve makine 6grenme algoritmalarinin
gelistirilmesi  gibi gelismelerin sperm se¢me yoOntemlerinin basarisin1  arttiracagi
ongoriilmektedir. Yakin gelecekte, canli dogum oranlarinin artmasi ve nesiller aras1 hastalik

gecisinin engellenmesi beklenmektedir [19].
2.2. Epigenetik ve Erkek Infertilitesi

Epigenetik; “genetigin listiinde” anlamina gelir ve DNA dizisini degistirmeden genlerin
ifadelenmesini diizenler [21]. Epigenetik degisiklikler; DNA metilasyonu, histon
modifikasyonlari, kromatin yeniden modellemesi, kodlanmayan RNA’lar, RNA

diizenlemeleri gibi farkl sekillerde gergeklesebilir [22].
2.2.1. DNA metilasyonu

DNA metilasyonu, sitozin (C) niikleotidin 5. karbonuna metil grubu (-CHzs) eklenerek 5-
metil sitozine doniistiiriilmesidir. DNA metiltransferazlar (DNMT) metil grubunu eklerken,
ten-eleven translocase (TET) enzimleri metil grubunu uzaklastirir [23, 24]. DNMT1 DNA
metilasyonunun siiriidiiriilmesi i¢in kullanilirken, DNMT3A ve DNMT3B de novo



metilasyonu saglar [25]. DNA metilasyonu CpG adalarinda bulunan sitozin-guanin
diniikleotidlerinde (CpG) goriiliir (Sekil 2.1.) [23, 24].

Metil grup!an/.
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Sekil 2.1. DNA metilasyonu ile gen ifadelenmesinin baskilanmasi
2.2.2. DNA metilasyonu ve genomik imprinting

Genomik imprinting, anneden ya da babadan gelen allelin segilerek monoallelik gen
ifadelenmesidir. Imprint genlerde farkli seviyelerde metillenmis &zel bolgeler (DMR,
differentially methylated region) bulunur. Metillenmis alleldeki gen, “imprint gen”
(baskilanmig, damgalanmig) olarak adlandirilir. Gen ifadelenmesi i¢in demetile allel
kullanilir. Sperm, paternal genleri tasidigi i¢in paternal imprint genler hipermetile, maternal
imprint genler ise hipometile durumdadir. Fertilizasyondan sonra zigotun kromozomlarinda,
sperm ve oositten gelen genlerin imprintlenmesi, takip eden hiicre boliinmelerinde yagam
boyunca korunur. Ancak monoallelik ifadelenmenin seviyesi doku tipi ve gelisim
basamaklarina goére zaman iginde degistirilebilir [4, 5]. Imprint genlerin bazilar1 ortak
DMRlerle kontrol edilebilir. Imprint genlerin komsulugunda biallelik ifadelenen genler de
mevcuttur [4]. Imprint genlerdeki normal metilasyon semasi degistiginde; fertilitede azalma

ve sonraki nesillere epigenetik hastaliklarin aktarilmasi s6z konusudur [5].

2.2.3. Histon modifikasyonlari

Histon proteinleri, arjinin ve lizin gibi bazik aminoasitlerden zengin proteinlerdir. Histon
proteinleri, bazik amino asitleri sayesinde DNA nin pozitif yiiklii fosfat gruplariyla bir araya
gelerek DNA-histon komplekslerini olusturur. Histon proteinin “kuyruk” olarak adlandirilan

amino ucu; metilasyon, asetilasyon, fosforilasyon, ubikitinasyon ve karbonilasyon



modifikasyonlari ile diizenlenir. Bu diizenlemelerle DNA sarmalinin histon proteinleriyle

kurdugu iligki degistirilerek, gen ifadelenmesi kontrol edilir [25].

2.2.4. Kromatin diizenlemeleri

Kromatin diizenlemeleri, DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlarindan farkli olarak
kovalent baglarla diizenlenmez. ATP-bagimli kromatin yeniden diizenleme kompleksleri

niikleozomlarin yerini veya yapisini degistirerek gen ifadelenmesini kontrol eder [6].

Kromatin diizenlemelerine bir diger 6rnek sperm protaminasyonudur. Sperm hiicrelerine
0zgl bir epigenetik diizenleme olan protaminasyon tam olarak ac¢iklanamamis bir dizi olayla
gerceklesmektedir. Spermatogenez sirasinda histon proteinlerinin biiyiik bir kisminin 6nce
histon varyantlariyla, ardindan da protaminlerle yer degistirmesi kromatin kondensasyonu
olarak tanimlanir. Protaminasyon sonucunda DNA’nin %5-10 gibi bir oranda histon

proteinleriyle bagli kaldigi bilinmektedir [7].

2.2.5. Kodlanmayan RNA’lar

Kodlanmayan RNAlar, hiicrelerde iglevlerini translasyona ugramadan yiiriiten, son {irtinleri
protein olmayan RNA dizileridir. Boyutlarina gore siniflandirilirlar. 200 baz ¢iftinden uzun
olanlar “uzun kodlanmayan RNA (long non-coding RNA, IncRNA)”, kisa olanlar ise “kiigiik
kodlanmayan RNA (small non-coding RNA, sncRNA)”. Kiigiik kodlanmayan RNA’lar,
mikroRNA (miRNA), kiiciik interferans RNA(siRNA) ve Piwi-iliskili RNA (piRNA) gibi
alt gruplara ayrilir [8]. Erkek infertilitesinde sncRNA’larin translasyonun arttirilmasi ya da
baskilanmasi, transkriptlerin kesimlenmesi, transpozonlarin susturulmasi gibi farkl etkileri
goriilmiistiir. Apoptoz ve hiicre dongiistinde duraklama sonucunda sperm sayisinda azalma,

sekil bozukluklar1 ve hareketli spermlerin azalmasi gibi belirtiler goriiliir [26].

LncRNA transkripsiyonu RNA polimeraz II ile yapilir, bazen mRNAlar gibi 5’baslik,
kesimlenme ve poliadenillenme gibi modifikasyonlar goriilebilir. LncRNAlar genomdaki
konumlarina gore intergenik, dogal antisense, pseudogen, intronik, promotor- iliskili ve
enhanser transkriptler olarak bes gruba ayrilir. Gen ifadelenmesinin diizenlenmesinde ise
farkl1 yollar iizerinden etki gosterirler. DNA metilasyonu ve kromatin modifikasyonlarin

kontrol ederek gen ifadelenemesini transkripsiyonel diizeyde diizenlerler. Post-
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transkripyonel etkilerini miRNA’lar ve alternatif kesimleme iizerinden gosterirken;

translasyonel ve post-translasyonel diizeyde de etkileri goriilmistiir [8, 26].

2.2.6. Epigenetik mekanizmalarin erkek infertilitesi iizerinde etkileri

Gonad gelisimi, hipotalamus-hipofiz gonad arki, spermatogenez ve sperm maturasyonu
izerinde etkili olan epigenetik diizenlemeler erkek infertilitesi, implantasyon basarisizligi ve

tekrarlayan gebelik kaybui ile iligkileri arastirmalarla gosterilmektedir [5].

Spermatogenez, spermatogonyumdan mitoz ve mayoz boliinmelerle sperm olusmasidir.
Testiste, seminifer tiibiillerde gerceklesir (Sekil 2.2). Seminifer tiibiillerin disinda bulunan
Leydig hiicreleri, peritiibiiler miyoid hiicreler, kapiller endotelleri ve makrofajlar
spermatogenezi dolayli olarak etkileyen testikiiler somatik hiicrelerdir. Seminifer tiibiil
epitelinin pargasi olan Sertoli hiicreleri, spermatogenik seri hiicrelerine metabolik ve yapisal
destek saglarlar. Primordiyal germ hiicreleri (PGC) erken embryonik donemde gonositlere,
gonositler de dogum sonrasinda spermatogonial kok hiicrelere farklilasir. Spermatogenez
sirasinda, spermatogonyumlar primer spermatositlere farklilagir. Mayoz boliinme sonrasi
spermatositlerden spermatidler olusur. Yuvarlak spermatidler flajella uzamasi ile elonge
spermatidlere doniisiir. Elonge spermatidler yapisal farklilagmalarini tamamladiktan sonra
spermatozoon olarak liimene birakilir. Sperm maturasyonu ise epididimiste tamamlanir [27].

Spermin tasidig1 epigenetik bilgi dogrudan veya dolayli olarak bu siirecte etkilenmektedir.
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Sekil 2.2. Seminifer tiibiiliin histolojik yapisi [27]

Sperm epigenomu, spermin yapisini, islevini ve sayisini etkilemektedir. Klinikte tan1 ve
tedavide yeni epigenetik belirteglerin saptanmasi konusunda aragtirmalar yayginlagsmaktadir
[28]. Epigenomun yas ve ¢evresel faktorlerle degismesi géz oniinde bulundurulmasi gereken
bir diger noktadir. insan dokularinin ¢ogunda epigenetik saat; DNA metilasyonu yas
biyobelirteci olarak kullanilmaktadir. Stres faktorlerinin dokulardaki yaslanmay:1 farkl
hizlarda etkilemesi, stres faktorlerinin yaglanma ivmesini degistirmesi gibi etkiler

epigenomun karmasik mekanizmalarini géstermektedir [29].

Spermatogenez sirasinda primordiyal germ hiicrelerinde DNA demetilasyonu iki adimda
gerceklesir. Bunlardan ilki metillenmis sitozinde genel bir azalma, ikincisi ise imprint
kontrol bolgelerinin (ICR: Imprinting Control Region) ve mayoz boliinmeyle iliskili genlerin
demetilasyonudur. Bu hiicrelerde 11.haftada metilasyon seviyesi %7 civarinda iken, 19.
haftada de novo metilasyonla tekrar metilasyon baslar. Primatlarda yapilan ¢alismalar bu
siirecin dogum sonrasinda da devam ettigini gostermektedir. PGC’lerde bu siiregte olusan

hatalarin spermlere yansidigi diigiiniilmektedir. [30]

“Human mesoderm-specific transcript (MEST)”, 7q32.2 bolgesinde bulunan imprint bir

gendir. Paternal alleli ifadelenen bu gen “Paternally expressed gene-1 (PEG1)” olarak da
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isimlendirilir. MEST geninin son iiriinii o/p-hidrolaz ailesinden bir enzimdir. [31]. MEST
izoform 1 paternal ifadelenirken, MEST izoform 2 fetal plasenta, bobrek ve lenfoblastoid
hiicre hattinda paternal ifadelenirken, diger dokularda her iki allelden ifadelenir.
Spermatogenez sirasinda MEST metillenmis bolgeler fetal spermatogoniyal evreden once
silinir ve olgun spermatozoada demetile haldedir [32]. Silver-Russell Sendromu’nda (SRS)
aday imprint genlerden biri olan MEST ile ayn1 kromozomda bulunan diger imprint genlerin
arastirtlmas1 sirasinda bagka bir transkript kesfedilmistir. MEST intronik transkript 1
(MESTIT1), paternal ifadelenen kodlanmayan antisense RNA’dir [33]. SRS, dogum agirligi
diisiik, kisa boylu, ekstremite ve bas anomalilerinin goriildiigii bir sendromdur. 7.
Kromozomda bulunan MESTIT1 geninin transkriptlerinin  MEST ifadelenmesini
diizenleyerek SRS fenotipine neden oldugu gosterilmistir [34]. Meme kanseri [35] ve
servikal neoplazi [36] gibi hastaliklarla da iliskisi arastiritlmaktadir. MESTIT1 transkriptinin
testis ve olgun spermde fazla miktarda bulunmasi, sperm fizyolojisi ve fertilizasyonda 6nemi
oldugunu disiindiirmektedir [37]. 7. kromozomun uzun kolunda “otizm duyarlilik lokusu”
olarak degerlendirilen bolgede, MEST ’in komsulugunda testis-spesifik gen Al4 (TSGA14)
bulunur [38, 39]. TSGA14 geni sentrozomal mikrotiibiil baglayici bir protein kodlamasi
nedeniyle sentrozomal protein 41(CEP41) olarak da adlandirilir [40]. TSGA14 (CEP41) her
iki allelden ifadelendigi i¢in imprint gen degildir ve insan fetal testis ve beyin dokusunda
yiiksek diizeyde ifadelenmektedir [38, 41]. CEP41 primer silyada bulunan ve post-
translasyonal modifikasyonlarda islevsel rolii bulunan bir proteindir [42]. CEP41 genindeki
degisikliklerin klinik etkileri; bir ¢esit siliyopati olan Joubert Sendromunda [43], kolorektal
kanserde [44], in vitro anjiogenez deneylerinde [45], Otizm Spektrum Bozuklugu’nda (ASD,
Autism Spectrum Disorder) [46], kalitsal sendromik retinopatilerde [47] gortilmiistiir.
CEPA41 geninin insan ve primat serebral kortekslerinde hipometile oldugu gosterilmistir.
2017 yilinda yaymlanan bir meta-analizde, MEST geninin DMR metilasyonunun infertil
erkeklerde fertil erkeklere gore istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek oldugu
bulunmustur. Ancak bu ¢alismada MEST DMR’lerinde anormal metilasyonun istatistiksel
olarak anlamli bir risk artisina neden olmadigi belirtilmistir [9]. MEST geni DNA
metilasyonunun erkek infertilitesi {izerine etkilerinin inceleyen c¢aligmalar devam
etmektedir. Bu genin komsulugunda bulunan ve testiste ifadelenen MESTIT1 ve CEP41
genlerinin metilasyonu ile erkek infertilitesi arasindaki iliskilere dair ¢alismalar kisithdir

(Sekil 2.3.).
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Sekil 2.3. 7.kromozomun uzun kolunda bulunan MEST, MESTIT1 ve CEP41 genleri [48]

LncRNA HI19, Okaryotlarda ilk imprint gen olarak tanimlanmistir ve insanda 11.
kromozomun kisa kolunda bulunur. Maternal allelden ifadelenen H19 baska bir imprint gen
olan Insiilin- benzeri biiyiime faktédrii-2 (IGF2) geniyle ayn1 kromozomda bulunur (Sekil
2.4). IGF2 paternal ifadelenen ve protein kodlayan bir gendir. H19 ifadelenmesinin kontrolii
bir promotor ve ICR olarak da adlandirilan DMR’den kontrol edilir. IGF2 ve H19 ayni
dokuda farkli allelden ifadelenmesi bir ¢inko- parmak proteini olan CCCTC baglayici faktor
(CTCF) tarafindan diizenlenmektedir. Paternal allelde ICR metilasyonu CTCF baglanmasini
engelledigi i¢in H19 ifadelenmesi baskilanir. IGF2’nin 5’ ucundaki DMR1’in metilasyonu
sonrasinda ifadelenmesi azalir. IGF2’nin artiric1 6zellikteki DMR2 bolgesi metilasyonla
aktif hale gelir ve IGF2 ifadelenir. Maternal allelde ise ICR demetiledir. CTCF baglanabilir
ve H19 ifadelenir. 3” ugtaki arttiricinin IGF2 tizerindeki etkisi baskilanir (Sekil 2.5.). H19’un
1. ekzonu kesimlenerek mir-675 elde edilir [49]. H19 ifadelenmesi embriyo gelisimi
sirasinda  yiiksek seviyedeyken, dogum sonrasinda kisa siirede azalir [50]. H19
transkriptlerinin plasentanin gelismesini ve islevini diizenledigi gosterilmistir [51]. H19
RNA’larmin kesimlenerek mir-675’in olusturulmasi H19 transkriptlerinin azaltilmasinin
yant sira, miRNA’nin ¢esitli diizenleyici etkileri bulunmaktadir [50]. mir-675’in farkli
dokularda, histon deasetilaz ifadelenmesinin baskilanmasi ya da IGF2 geninin baskilanmasi
gibi farkli etkileri gosterilmistir [52]. H19 geninin mikrodelesyonu ve maternal
hipermetilasyonu; konjenital asir1 biiyiime ve embriyonik tiimorlerin goriildiigi Beckwith-
Wideman sendromuyla iligkilidir [53]. Insulin benzeri biiyiime faktérii 2 antisense (IGF2AS)
IGF2 geninin tamamlayict DNA zincirinden transkipsiyona ugrar. LncRNA IGF2AS, ilk
olarak Wilms tiimoriinde paternal ifadelenen imprint gen olarak tanimlanmistir. Erken
gebelik kaybinda, plasental villuslarin IGF2AS promotdr metilasyonu artmis ve genin

ifadelenmesi azalmig olarak bulunmustur [54].
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Sekil 2.4. 11. Kromozomda bulunan H19, IGF2 ve IGF2-AS, mir-675 genleri [55]
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Sekil 2.5. IGF2 ve H19 genlerinin ifadelenmesinin kontrolii [49, 51, 56]

GNAS, 20. kromozomdan ifadelenen ¢ok sayida gen iceren bir bolgedir (Sekil 2.6.). Uyarici
Guanin niikleotid- baglayici proteininin alfa alt birimi (Gsa), ekstra-biiylik Gsa (XLas),
noroendokrin salgilayici protein (NESP55), A/B transkript ve GNAS-AS1 olmak iizere
farkli transkriptleri farkli allellerden ifadelenir. GNAS-AS psddohipoparatiroidizm tip Ib
hastaligiyla iligkili bir gendir [57]. GNAS lokusundaki genlerin ifadelenmesinin

diizenlenmesi IGF/H19 lokusunun karsilikli diizenlenmesine benzerlikler géstermektedir
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[58]. GNAS DMR’leri genellikle genlerin promotdr bolgelerinde bulunur. Bu bélgelerin
metillenmesi genlerin susturulmasiyla sonuglanir. XLas, A/B ve GNAS-AS1 paternal
ifadelenirken, NESP55 maternal ifadelenir [59]. DNA metilasyonu ile olusmus 5-
metilsitozin, TET proteinleri ile okside oldugunda 5-hidroksimetilsitozin olusur. Anormal
morfolojiye sahip spermlerde GNAS genindeki 5-hidroksimetilsitozin paterni, normal
morfolojideki spermlere gore farklidir. GNAS metilasyon paternindeki degisimler sperm
fenotipini etkileyerek infertiliteye neden oldugu disiiniilmektedir [60]. Yardimci tireme
tedavilerinde GNAS metilasyonundaki degisimlerin 6nemi, gobek kordonu kani kullanilarak
arastirtlmigtir.  Yardimci ireme teknikleriyle dogan erkeklerde GNAS-NESP DMR
hipermetile, GNAS-XL DMR hipometile bulunmustur. Kizlarda ise GNAS-NESP, GNAS-XL,
GNAS-A/B imprint kontrol bolgeleri hipometile bulunmustur. GNAS-AS1 DMR metilasyonu

ise her iki cinsiyette yardimci tireme tekniklerinden etkilenmemistir [61].
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Sekil 2.6. 20.kromozomda bulunan GNAS ve GNAS-AS genleri [62]

Giliniimiizde spermin sadece genetik degil epigenetik bilgiyi de sonraki nesle aktardigi
bilinmektedir. Ancak bu aktarimin ger¢eklesmesi icin fertilizasyon, implantasyon, gebelik
ve canli dogum gerekmektedir. Infertilite tedavilerinin giiniimiizde geldigi nokta
kisisellestirilmis tip uygulamalarindan uzaktir. Canli dogum ve saglikli bireyler i¢in sperm
epigenomunun anlasilmasi tedavilerin kisisellesmesine yardimei olacaktir. [3]. Spermde
imprint genlerde anormal DNA metilasyonun erkek infertilitesiyle iliskisi gosterilmistir. [9,
63]. Yardimer iireme teknikleriyle dogan ¢ocuklarda klinik énemi ortaya konulamasa da
basta imprint genler olmak iizere DNA metilasyon anomalileri saptanmaktadir [57]. DNA
metilasyonunun erkek infertilitesinde etkililerini gosteren caligmalar, bu genlerinin

transkriptlerinin degisimini gostermemektedirler. Literatiirdeki bu ihtiyactan yola ¢ikarak bu
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tez calismasinda, MEST, MESTIT1, CEP41, IGF2, H19, GNAS genlerinin transkripsiyonel

ve post-transkripsiyonel epigenetik degisimlerin gosterilmesi amaglanmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Gazi Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’'ndan alman izinle
(Tarih:25.02.2021, Say1: 04) ve Gazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projesi destegi (TDK-
2021-7023) ile yiiriitiildii. Gazi Universitesi Hastanesi Uremeye Yardimc1 Tedavi Merkezine
basvuran infertil ¢iftlerden ve kontrol grubu olarak fertil erkeklerden ¢aligmaya katilmaya
onam verenler c¢alismaya dahil edildi. Katilimcilardan yas, boy, agirlik bilgileri,
partnerlerinin yasi, cinsel perhiz siireleri bilgileri alindi. Ardindan semen Ornekleri
alindiktan sonra deneylerin yapilmasi i¢in Gazi Universitesi T1p Fakiiltesi T1bbi Biyoloji ve
Genetik Arastirma Laboratuvarlarina gotiiriildii. Deneyler, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyoloji ve Genetik Arastirma Laboratuvarlar1 ve Histoloji ve Embriyoloji Arastirma

Laboratuvarlarinda yapildi.
3.1. Cahisma Gruplarinin Olusturulmasi

Calismada kontrol grubu (Grupl) fertil erkeklerden, deney gruplar1 ise Gazi Universitesi
Uremeye Yardimci Tedavi Merkezine basvuran erkeklerden sperm sayisi az olanlardan

(oligospermi, Grup2) ve sperm sayisi normal olanlardan (normospermi, Grup3) olusturuldu.
Goniilliileri dahil etme kriterleri:
Grupl (Kontrol Grubu, fertil, n=30)

18 yas lstii tireme ¢agindaki erkekler

+ Son iki y1l iginde esinin kendiliginden gebe kalmig olmasi/ ¢ocuk sahibi olmasi
Grup2 (Oligospermi Grubu, n=30)

* 18 yas tistli iireme ¢agindaki erkekler
+ Infertilite sikayetinin olmasi

* Sperm konsantrasyon degerinin 16milyon/ml’den az olmasi [15]
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Grup3 (Normospermi Grubu, n=30)

* 18 yas listii tireme ¢agindaki erkekler
» Infertilite sikayetinin olmasi

* Sperm konsantrasyon degerinin 16milyon/ml ve iizerinde olmasi [15]

Goniilliileri dislama kriterleri:

Erkek infertilitesi ile ilgili bilinen bir neden olmasi

Goniilliilerin aragtirmadan ¢ikarilma kriterleri:

Sperm konsantrasyonunun RNA ve DNA izolasyonu yapmaya yeterli olmadigi durumlarda

goniilliiler arastirmadan ¢ikarildi.

3.2. Gerecler

3.2.1. Cihazlar

* Buzdolabi (Argelik)

+ Derin dondurucu, -86°C (Sanyo)
 Hassas terazi (Precisa)

* Isitic1 blok (Biosan)

» Karbondioksitli etiiv (Sanyo)

+ Kurabo Quick Gene Mini-80 Niikleik Asit Izolasyon Sistemi
+ LEICA DM4000 Gériintiileme Sistemi

» Mikropipetler (Dragonlab, Isotherm)

* pHmetre (Isolab)

» Pyromark Q24 (Qiagen)

 Santrifiij (Hettich Mikro 22R)

» SenseQuest Termal Dongii Cihazi

* Sogutmali santrifiij (Hettich Mikro 22R)
« Spin vorteks (Biosan)

* Tshaker (Euro Clone)



 ABI 7500 FAST
 ABI Veriti 96

3.2.2. Sarf malzemeleri

Costar plate

Lamlar
Mikrosantrifiij tiipleri (2ml, 1,5ml, 0,2ml)

* Pastor pipetler (1,5ml, 3ml)
* Pipet uglar
» Pyromark Q24 plakasi

Santrifiij tiipleri (15ml)
 Kapatici (Sealing) filmler

3.2.3. Kimyasallar ve kitler

» Pirosekans i¢in kullanilan malzemeler:

o Annealing Tamponu (Annealing Buffer)
o Baglama Tamponu (Binding Buffer)

o Denatiirasyon Soliisyonu

o PCR ve Sekans Primerleri

o Pyrosekans Gold Reagent

o Pyrosekans PCR Kiti

o Pyrosekans Q24 Plaklar

o Yikama Tamponu

+ Dietil Pirokarbonat Suyu (DEPC)
» DNA izolasyon kiti (FujiFilm):

o Doku lizis tamponu: MDT
o Eliisyon tamponu

Lizis tamponu: LDT

(@]

ProteinazK

(@]

Yikama tamponu: WDT

o
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+ Etanol

» EZ DNA Methylation-GoldTM Kit (Zymo Research)
+ Fosfat Tamponlu Tuz (Phosphate Buffered Saline, PBS)
» {zopropranolol

 Kloroform

+ Sensifast cDNA Kit (Bioline,UK)

* Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

* TRIzol

 Triton-X

+ SpermacStain

 SensiFAST™ SYBR No-ROX Kit

3.3. Semen Degerlendirmesi

Goniilliillerden alinan semen ornekleri 37°C’de 30 dakika likefiye edildikten sonra semen
hacmi dl¢tildii. Makler sayim kamerasinda 10pul semen drneginde sperm sayisi ve hareketli
sperm ylizdesi degerlendirildi. 10pul semen temiz bir lama yayilarak kurutuldu. Spermac
boyama basamaklarina uygun sekilde boyandi. Morfoloji degerlendirildi. Spermac yontemi

boyama basamaklar1 su sekildedir:

1. Havada kurutulan yaymalar formaldehit iceren fiksatif ¢ozeltisi ile tespit edildi.

2. Akar suyun altinda yikandi.

3. A soliisyonunda 1 dakika bekletildi.

4. Akar suyun altinda yikandi.

5.B soliisyonunda 1 dakika bekletildi.

6. Akar suyun altinda yikandi.

7.C soliisyonunda 1 dakika bekletildi.

8. Akar suyun altinda yikandi.

9.Kurutulan yaymalar 100x objektif altinda immersiyon yagi kullanilarak incelendi.
Leica DM4000 Goriintiileme Sistemi (Almanya) ile 200 sperm sayilarak normal

morfolojiye sahip sperm ylizdesi belirlendi.
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3.4. Semenden Sperm Hiicrelerinin Elde Edilmesi

Semen degerlendirmesinin ardindan, sperm hiicrelerinin elde edilmesi ve varsa somatik
hiicrelerin temizlenmesi amaciyla kalan semen sperm konsantrasyonu 10 milyon/ml’den az
olacak sekilde 15ml’lik tiipe aktarildi [64]. 2000g 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatant
atildi. Pelletin iizerine 1ml PBS eklendi. 1600g 10 dakika santrifiij yapildi. Siipernatant
atildi. Pelletin iizerine 1ml somatik hiicre lizis tamponu (SCLB) (%0.5 Tritonx-100, %0.1
SDS) eklenerek karistirildi. SCLB eklenerek 13ml’ye tamamlandi. Buz i¢inde 30 dakika
bekletildi. 1600g 15 dakika santrifiij edildi. Stipernatant atildi. Pelletin iizerine 600ul PBS
eklenerek karistirildi. Makler sayim kamarasiyla sayim yapildi. Karisimdan 1 milyon sperm
hiicresi igeren miktarlar RNA ve DNA izolasyonu yapmak i¢in ayrildi. Kalan kisim -80°C’de

saklandi.

3.5. Real Time Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-gPCR) ile Gen

Ekspresyonlarinin Degerlendirilmesi

Spermlerden RNA izolasyonu yapildi. RNA konsantrasyonu olgiimii yapildiktan sonra
cDNA sentezi yapildi ve cDNA’lar RT-qPCR isleminde kullanilarak hedef genlerin

ifadelenmeleri degerlendirildi.

3.5.1. Spermden RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in ayrilan Orneklere sirasiyla iiretici Onerilerine uygun sekilde su

basamaklar uygulandi:

Iml TRIzol eklenerek karistirildi.
* 5 dakika oda sicakliginda bekletildi.

200ul kloroform eklenerek 15sn vorteksle karigtirildi.
2 dakika oda sicakliginda bekletildi.
12000g +4°C 15 dakika santrifiij edildi.

Ust fazdan 500pl yeni tiipe aktarild.
* 0,5ml isopropanol eklendikten sonra hafifce alt {ist yapildi

-20 °C gece boyunca bekletildi.
12000g +4°C 10 dakika santrifiij edildi.
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* Supernatant atild1.

1Iml %75 etanol eklendi.

7500g +4°C 5 dakika santrifiij edildi.

Etanol atildiktan sonra 5 dakika kurutuldu.

* Isitilmis DEPC water eklenerek 56°C 10 dakika RNA ¢oziildii.

» NanoDrop ile RNA saflig1 ve miktar1 6lgiildiikten sonra -80 °C dondurucuda saklandi.

3.5.2. cDNA eldesi

Elde edilen ve saklanan RNA’lardan Sensifast (Bioline) cDNA Kit bilesenleri belirtilen
oranlarda karistirilarak (Cizelge 3.1) asagidaki basamaklar uygulandi.

Cizelge 3.1. cDNA Reverse transkriptaz kiti bilesenleri ve miktarlari

Bilesenler Miktar

Total RNA Degisken

5Xx TransAmp tamponu 4ul

Reverse Transkriptaz 1ul

Niikleaz icermeyen su 20pl *ye tamamlandi.

Buz iizerinde karisim hazirlandiktan sonra termal dongii cihazi ile asagidaki protokol izlendi:

* 25°C’de 10 dakika primer baglandi.
* 42 °C’de 15 dakika reverse transkripsiyon islemi gergeklestirildi.
+ 85 °C’de 5 dakika enzim inaktivasyonu yapildiktan sonra elde edilen cDNA f{iriinleri -

20 °C’de saklanda.
3.5.3. gPCR analizi

Elde edilen cDNA’lardan segilen genler i¢in SensiFAST™ SYBR No-ROX Kit bilesenleri
belirtilen oranlarda karistirildi (Cizelge 3.2.). incelenen genlerin primer dizileri ve RT-
gPCR basamak bilgileri Cizelge 3.3. ve Cizelge 3.4.’te sunuldugu sekilde uygulandi.

Reaksiyonlar ii¢ kez tekrar edildi. Reaksiyon sonrasi 1s1ma grafiklerinden tespit edilen dongt
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esik (CT,cycle treshold) degerlerinden Livak metodu ile gen ifadelenmeleri degerlendirildi

[65].

Cizelge 3.2. RT-gqPCR kit bilesenleri ve miktarlari

Bilesenler Derisim Miktar 1X
2x SensiFAST SYBR® No-ROX Mix 2x Mastermix (1,5) buffer 10 pl
MRNA MixB (Primer) Forward ve Reverse 5ul
cDNA 10-50 ng 5ul

Cizelge 3.3. Calismada incelenen genlere ait ileri ve geri primer dizileri, annealing
sicakliklar

Primer Ad1 Sekans (5'->3) Uzunluk Tm °C
MESTIT-hsa-F ACAACACAGGCCAGAAACAC 20 65 °C
MESTIT-hsa-R TCCAGTCTGCCCACTTGAT 19

MEST-hsa-F TGTCAAATGGAGGTATCTTT 20 65 °C
MEST-hsa-R AAGTTCATCAGTCGTGTG 18

GNAS-hsa-R GAGATGAGTTTCTGAGGAT 19 62,5 °C
GNAS-hsa-R CAGGTGAAATGAGGGTAG 18

TSGAL4-hsa-F GATCATCCAAGTTGCTTCC 19 57 °C
TSGA14-hsa-R GCAGAATCATTGTCTTCCA 19

H19-hsa-F CCTTCCTGAACACCTTAG 18 59 °C
H19-hsa-R GTAGCACCATTTCTTTCAT 19

IGF2-hsa-R GAAACAGCACTCCTCAAC 18 61 °C
IGF2-hsa-R CAGACACCAATGGGAATC 18

ACTB-hsa-F TGAAGATCAAGATCATTGCT 20 59 °C
ACTB-hsa-R ATACTCCTGCTTGCTGAT 18
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Cizelge 3.4. RT-qPCR iglem basamaklar1

PCR Asamasi Islem Sicaklik/Derece Tekrar
Baslangi¢ Denatiirasyon 95°C-5dk 1
PCR Aplikasyon Denatiirasyon 95°C-10sn 40
Baglanma 57-65°C-30sn(Okuma)
Sonlandirma Erime 95°C-10sn 1
65°C-5sn 1
95°C-5sn 1

3.6. DNA Metilasyonunun Degerlendirilmesi

Spermlerden elde edilen DNA, bisiilfit modifikasyonu yapildiktan sonra PCR reaksiyonu ile
cogaltildi. Pirosekans yontemiyle hedef CpG diniikleotidlerinde metilasyon yiizdeleri
belirlendi [66].

3.6.1. Spermden DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in QuickGene DNA izolasyon kiti (FujiFilm) kullanilarak orneklere

sirastyla iiretici Onerilerine uygun sekilde su basamaklar uygulandi:

+  Ornege 180ul MDT soliisyonu eklenerek karistirild.

* 20ul proteinaz K eklenerek 15 saniye vortekslendi.

* 56 °C 1 saat inkiibe edildi.

« 180ul LDT soliisyonu eklenerek vortekslendi.

* 70 °C 10 dakika inkiibe edildi.

s 240ul %100 etanol ile karigtirildi.

* Karisim Kurabo QuickGene Mini80 cihazinda filtreye aktarildi. Cihaz ¢alistirilarak
karigim filtrelendi.

» Lizat atik tiipline tamamen aktiktan sonra filtreye yikama tamponu WDT 750ul
eklendi. Cihaz calistirilarak filtre yikandi. Yikama islemi ayni sekilde 2 kez daha

tekrarlandi.
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* Yikanan filtrede bulunan DNA, 50ul eliisyon tamponu eklenerek 10 dakika inkiibe
edildi. Cihaz galistirarak DNA toplandi.
* NanoDrop ile DNA saflig1 ve miktar1 6l¢iildiikten sonra -80°C dondurucuda saklandi.

3.6.2. DNA bisiilfit modifikasyonunun yapilmasi

EZ DNA Methylation-GoldTM Kit (Zymo Research), kullanilarak asagidaki protokol
adimlart takip edilerek bistilfit modifikasyonu yapildi.

» CT Doniisiim Reaktifi oda sicakliginda hazirlandi. (Cizelge 3.5)

Cizelge 3.5. CT Doniistim Reaktifi hazirlanist

Bilesenler Miktar
M-Seyreltme Tamponu 300ul
M-Dissolving Buffer 50ul

CT Doniisiim Reaktifi Tiim igerik
Su 900ul

e 130ul CT Doniisiim Reaktifi ve 20ul DNA PCR tiiplinde karistirildi. DNA miktari
200- 300ng olacak sekilde hesaplandi.

* Termal dongii cihazinda asagidaki reaksiyonlar gergeklestirildi:

o 98°C’de 10 dakika
o 64°C’de 2,5 saat

o 4°C de 20 saate kadar saklama

*  Zymo-Spin™ IC kolonuna 600ul M-Baglanma Tanponu eklendi.

» PCR tiipiindeki karisim kolona aktarildi.

+ 10000g 30 sn santrifiij edildi.

* 100pl M-Yikama tamponu kolona eklendi ve 10000g 30 sn santrifiij edildi.

* 200ul M-Desiilfanosyon tamponu kolona eklendi ve oda sicakliginda 15 dk inkiibe
edildi. 10000G 30 sn santrifiij edildi.

¢ 200pl M-Yikama tamponu kolona eklendi ve 10000G 30 sn santrifiij edildi. Bu
basamak 2 kez tekrarlandi.
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* Kolon 1,5ml’lik mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. 15ul eliisyon tamponu kolona
eklendi. 10000G 30sn santrifiij edildi.
* Bisiilfit modifikasyonu yapilan DNA’lar -20 °C’de saklandi.

3.6.3. Pirosekans analizin yapilmasi

flgili genlerin belirlenmis bélgelerindeki CpG diniikleotidlerinin metilasyonun dlgiilmesi
icin oncelikle PCR ile hedef bolgeler cogaltildi. Ardindan PyroMark Q24 cihazi (Resim 3.1)

ile pirosekans yapildi.

PCR asamasi

Ik olarak bisiilfit modifikasyonu yapilmis DNA 6rnekleri, hedef primerler (Cizelge 3.6.)
kullanilarak PCR ile ¢ogaltildi (Cizelge 3.7., Cizelge 3.8.). PCR {iriinleri -20 °C’de sakland.

Resim 3.1. Pyromark Q24 ¢alisma istasyonu. A: Sekans iinitesi, B: Vakum motoru, C: El
probu, D: Yikama tinitesi, E: Atik tinitesi [67]
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Cizelge 3.6. Pirosekans icin tasarlanan ve hazir kitlerin bilgileri

Bolge Diziler
MESTIT1  Tasarim gene ait bilgiler:
Forward pcr primer dizisi: GGTGTGTTATAAAGTTGGTT
Reverse pcr primer dizisi: CTAATTCCCTACTATAAATTCTTA
Sekans primer dizisi: GACGGCTTTCGCAAGCACGGAGGCTCAGGGCCGCGT
Analiz dizisi:
GACGGCTTTCGAAGCACCGGAGGCTCAGGGCCGCGTGTTTGGGGAAAACGGTT
AGTCCTGAGCCGGC
Analiz edilecek bisiilfitlenmis dizi:
GAYGGTTTTYGTAAAGTATGGAGGTTAGGGTYGYGTGT
Dagitim dizisi: TGATCGTCGTCAGATATCATGTAGTCGTCG
MEST Chromosome 7. bp 130125034 - 130127233 QIAGEN
PMOOLZ6735
B-PMOOL26749
5' - 3
: PMOBL26742
L t t t t t H 130127233
bp 130125200 130125600 130126000 130126400 130126800 130127200
Hs MEST 04 PM PyroMark CpG assay GeneGlobeld:PM00126742 Katalog Numarasi:
978746
Amplikon uzunlugu: 199 bp
Sekans dizisi: sense
Biotin Modifikasyonu: reverse PCR primer
Kromozom bdlgesi: 7, BP 1301261XX-1301261XX
Analiz edilecek sekans: AGCGCATGCGCAACCGGTTCTCCGA
Bisiilfitlenmis sekans: AGYGTATGYGTAATYGGTTTTTYGA
CpG sayist: 4
Niikleotid dagitimu:
TAGTCGTCAGTGTCGATATCGTTCG
GNAS_AS Chromosome 20, bp 57414721 - 57416964 QIAGEMN
5' 3
PMOOOBLI03D
— : : : : : 157416964
bp 57414800 57415200 57415600 57416000 57416400 57416800

Hs_GNASAS _02_PM PyroMark CpG assay GeneGlobeld:PM00081039 Katalog Numaras:
978746

Amplikon uzunlugu: 243 bp

Sekans dizisi: sense

Biotin Modifikasyonu: reverse PCR primer

Kromozom boélgesi: 20, BP 574158XX-574158 XX

Analiz edilecek sekans: CGGCGTCGCTGCAAGCCAAAGAAGCCCACCCGCCGT
Bisiilfitlenmis sekans:YGGYGTYGTTGTAAGTTAAAGAAGTTTATTYGTYGT

CpG sayist:5

Niikleotid dagitimi:GTCGTCGTCGTCTAGATAGTAAGAGTAGTCGTCG
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Cizelge 3.6. (devam) Pirosekans i¢in tasarlanan ve hazir kitlerin bilgileri

CEP41 Chromosome 7, bp 130079696 - 130081874 QIAGEMN
(TSGA14)
5 3
4100126728
Hs_TSGA14 01 PM PyroMark CpG assay GeneGlobeld:PM00126728 Katalog
Numarasi: 978746
Amplikon uzunlugu: 178 bp
Sekans dizisi: antisense
Biotin Modifikasyonu: reverse PCR primer
Kromozom bolgesi: 7, BP 1300808 XX-1300808 XX
Analiz edilecek sekans:CCGTGAGGCTAGAACCCCGAACGTGGTCGGT
Bisiilfitlenmis sekans:
TYGTGAGGTTAGAATTTYGAAYGTGGTYGGT
CpG sayisi: 4
Niikleotid dagitimi: ATCGTGATGTCTGAGATTCGATCGATGTCG
hsa-mir- Chromosome 11, bp 2016411 - 2018521 QIAGEN
675 C———
H19 T - ’
¥MO0046830
bp

Hs_hsa-mir-675_02_PM PyroMark CpG assay GeneGlobeld:PM00046830 Katalog
Numarasi: 978746

Amplikon uzunlugu: 110 bp

Sekans dizisi: sense

Biotin Modifikasyonu: reverse PCR primer

Kromozom bélgesi: 11, BP 20174XX-20174XX

Analiz edilecek sekans: TGGCSCGSCRGGGCGGTCTGGGCAGGGCCGCGT
Bisiilfitlenmis sekans:TGGTKYGKTRGGGYGGTTTGGGTAGGGTYGYGT
CpG sayisi: 4

Niikleotid dagitimi:ATGTGTCGTTAGGTCGTCTGTATGTCGTCG
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Cizelge 3.6. (devam) Pirosekans i¢in tasarlanan ve hazir kitlerin bilgileri

IGF2AS Chromesome 11, bp 2160315 - 2162528 QIAGEN
PMO0046018
5' : 3
o P2
bp I 2=160400 EIIGDSDO ;lﬁlEDD 2=161600 EIIGEDDO 2Ilﬁ2i§;62528
Hs_IGF2AS 01 PM PyroMark CpG assay GeneGlobeld:PM00046011 Katalog
Numarasi: 978746
Amplikon uzunlugu: 213 bp
Sekans dizisi: sense
Biotin Modifikasyonu: reverse PCR primer
Kromozom bolgesi: 11, BP 21615XX-21614XX
Analiz edilecek sekans: CGCGAGTTCGGTCTCGGGGGCCACCACGA
Bisiilfitlenmis sekans:YGYGAGTTYGGTTTYGGGGGTTATTAYGA
CpG sayist: 5
Niikleotid dagitimi:GTCGTCGAGATCGTTCGGTATATCG
Cizelge 3.7. PyroMark PCR reaksiyonu bilesenleri ve miktarlari
Bilesenler Miktar
PyroMark PCR Temel karisimi 12,5u1
Derisik CoralLoad 2,5ul
PyroMark PCR primeri 5,5ul
Bistilfit modifikasyonu yapilmis DNA 2ul
Cizelge 3.8. PyroMark PCR asamalari
Asamalar Siire Sicaklik
Baglangig 15 dk 95°C
Denatiirasyon 30sn 94 °C
Baglanma 45 dongii 30 sn 55°C
Uzatma 30 sn 72°C

Son Uzatma 10 dk 72 °C
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Pirosekans asamasi

PyroMarkQ24 cihazi ile pirosekans islemi yapildu.

PyroMarkQ24 yazilimi ile her islem i¢in reaksiyon tasarlandi. Tasariya uygun olacak
sekilde pirosekans yapildi.

Pirosekans i¢in her bir kuyucuk i¢in sefaroz bilyeleri igeren karigim hazirlandi
(Cizelge 3.9.) 24 kuyucuklu PCR plakasinin her bir kuyusuna 70ul karisim ve

incelenecek PCR iirliniinden 10ul eklendi.

Cizelge 3.9. Pirosekans karisim hazirlanist

Bilesenler Miktar
Streptavidin Sefaroz bilyeler 2ul
Baglayici tampon 40ul
Distile su 28ul

10 dakika oda sicakliginda 1400rpm’de c¢alkalanarak PCR iiriiniiniin sefaroz
bilyelere baglanmasi saglandi.

PyroMark Q24 plakasinin kuyularina tasariya uygun sekilde 2,5ul sekans primeri ve
22.5ul annealing tamponu karistirildi.

Sefaroz bilyelere bagli amplikonlar vakumlu el probu ile 15sn ¢ekildi.

%70 etanol ile 5sn yikama yapildi.

Denatiirasyon soliisyonunda 5sn bekletildi.

Yikama tamponu ile 10sn bekletildi.

El tinitesi dikey bigimde 90°’y1 gegkin bir agiyla 5 sn tutarak sivi uzaklastirildi.

El iinitesi Q24 plakasina konularak 10sn ¢alkalandi.

70ml su ile problar yikandi.

Q24 plakas1 6nceden 80°C’de 2 dk 1sitildi.

Q24 plakas1 5dk oda sicakliginda bekletildi.

Tasarima gore niikleotid, enzim ve substrat iceren kartus hazirlanarak Q24 cihazina
yiiklendi.

Q24 plakas1 PyroMark Q24 cihazina yerlestirildikten tasariya uygun pirosekans
islemininin gergeklestirilmesi i¢in cihaz ¢alistirildi.

Programda sonuglarin analizi yapildi. Metilasyon yiizdeleri belirlendi.
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3.7. Istatistiksel Analizlerin Yapilmasi

Verilerin istatistiksel analizleri SPSS 26.0 (IBM) programu ile yapildi. Gruplar arasi farklar
Shapiro Wilk testi ile belirlenen veri dagiliminin 6zelligine gére ANOVA ya da Kruskal
Wallis testi ile belirlendi. DNA metilasyon degerleri icin ROC analizi yapilarak esik degerler
belirlendi. Post hoc analizler Bonferroni ve Tamhane testleriyle yapildi. Parametreler
arasindaki iliski veri dagilimina uygun korelasyon testleriyle belirlendi. p<0,05 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calisma Mart 2021- Mart 2022 arasinda arastirmaya dahil olma kriterlerini karsilayan 90
kisi katildi. Yas ve viicut kitle indeksi verileri Cizelge 4.1°’de verilmistir. Yas ortalamasi
fertil grupta (37,63) diger gruplardan daha yiiksektir (oligo-:35,26; normo-: 34,43) fakat bu
fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,119). Viicut kitle indeksi ortalamasi
oligospermi grubunda (26,03) diger gruplardan (fertil: 25,81; normo-: 25,70) yiiksek

olmakla birlikte, istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p=0,803).

Cizelge 4.1. Gruplarin yas ve viicut kitle indeksi verileri (ortalamatstandart sapma) ve p

degerleri
Grup 1 Grup 2 Grup 3 p degeri
(fertil) (oligo-) (normo-)
Yas (y1l) 37,63+4,72 35,26+7,26 34,43+6,21 0,119
Viicut Kitle Indeksi (kg/m?) 25,81+1,68 26,03+2,07 25,70+2,17 0,803

4.1. Semen Analizi Bulgular:

Semen analizi ile semen hacmi, sperm konsantrasyonu, toplam sperm sayisi, sperm
hareketliligi ve sperm morfolojisi degerlendirilmistir. Semen hacmi gruplar arasinda anlamli
degisim gostermemektedir (p=0,118). Sperm konsantrasyonu ve toplam sperm sayisi
oligozoospermi grubunda (10,5 milyon/ml, 27,5 milyon), normozospermi grubundan (50
milyon/ml, 130,25 milyon) ve fertil gruptan (35,5 milyon/ml, 101,5 milyon) anlaml1 olarak
diistik bulunmustur (p=0,0001). Normozoospermi ve fertil gruplari arasindaki farklar
anlamli degildir (p=0,232, p=0,150). Sperm hareketliligi normozoospermi grubunda (%64)
fertil (%55, p=0,003) ve oligozoospermi (%56, p=0,037) gruplarindan anlamli olarak yiiksek
bulunmustur. Tiim gruplarda ortalama sperm hareketliligi DSO’{in referans degerinden
(%42) ytiksektir. Fertil ve oligozoospermi gruplarinda sperm hareketliligi agisindan anlamli
fark goriilmemistir (p=0,367). Fertil grupta normal morfolojideki sperm yiizdesi (%)5),
oligozoospermi (%0), ve normozoospermi (%0) gruplarindan anlamli olarak ytksektir
(p=0,0001), infertil gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p= 0,232).
Semen analizi bulgular1 Cizelge 4.2°de, Spermac boyamasiyla incelenen sperm

morfolojisine iliskin mikrograf 6rnegi Resim 4.1’de sunulmustur.
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Cizelge 4.2. Semen hacmi (ml), sperm konsantrasyonu (%), hareketliligi (%) ve normal
morfoloji (%) verileri ve p degerleri

Grup
(fertil)

1 Grup

(oligo-)

2 Grup

(normo-)

3 pdegeri

Semen hacmi (ml)

3(1)

3(1,38)

3(2)

0,118

Sperm konsantrasyonu (milyon/ml)

35,5 (33,75)

10,5 (10)

50 (15)

0,0001*
0,0001(p1)
0,0001(p2)
0,232(p3)

Toplam sperm sayis1 (milyon)

1015
(112,38)

275
(35,38)

130,25
(87,63)

0,0001*
0,0001(p1)
0,0001(p2)
0,150(p3)

Sperm hareketliligi (%)

55 (9,75)

56 (10)

64(15)

0,000%

0,367(pl)
0,037(p2)
0,003(p3)

Normal morfoloji (%)

5(2)

0(0,75)

0(2)

0,0001*
0,0001(p1)
0,232(p2)

0,0001(p3)

*pl: Grupl ve grup2’nin karsilagtirilmasi, p2: Grup2 ve grup3’iin karsilastirilmasi, p3: Grup3 ve

grupl’in karsilagtirilmast

Veriler ortanca (¢eyrekler arasi fark) olarak sunulmustur.
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Resim 4.1. Spermac boyasiyla boyanmis sperm yaymasi mikrograflari. 1,2,3,4 ve 6: Bas ve
boyun anomalisi. 5: Normal. 7,8: Akrozom anomalisi
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4.2. Gen ifadelenmesi

Oligozoospermi ve normozoospermi gruplarinda MESTIT1, MEST, GNAS, CEP41, H19 ve
IGF2 genlerinin ifadelenmesi fertil grupla karsilastirilarak sonucu kat degisimleri (fold
change, FC) bulunmustur. Veriler Cizelge 4.3. ve Sekil 4.1.°de sunulmustur.
Oligozoospermi grubunda MESTIT1(1,1 FC) ve H19 (1.8) genlerinin ifadelenmesi fertil
gruba gore artarken, MEST (0,5 FC), GNAS (0,2 FC), CEP41 (0,6 FC) ve IGF2 (0,7 FC)
genlerinin ifadelenmesi azalmistir. Normozoospermi grubunda MESTIT1 (0,9 FC), MEST
(0,4 FC), CEP41 (0,3 FC), GNAS (0,3 FC), H19 (0,9 FC) ve IGF2 (0,4 FC) genlerinin
ifadelenmeleri fertil gruba gore azalmistir. Gen ifadelenmelerinin gruplar arasindaki farklar

istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (p>0.05).

Cizelge 4.3. Gen ifadelenmelerinin gruplar arasinda karsilastirilmasi

Grup 1 (fertil) Grup 2 (oligo-) Grup 3 (normo-)

MESTIT1 FC 1 1,1 0,9 0,766
ortalama+SS 1.16+1,18 0,87+0,36 0,934(p1)
0,097(p2)
0,454(p3)

MEST FC 1 0,5 0,4 0,119
ortalama+SS 1,54+3,54 2,9+0,36 0,724 (p1)
0,869(p2)
1,000(p3)

GNAS FC 1 0,2 0,3 0,129
ortalama+SS 3,01+1,08 2,1+5,89 0,245(p1)
0,999(p2)
0,281(p3)

CEP41 FC 1 0,6 0,3 0,139
ortalama+SS 3,18+5,43 1,07+£2,31 0,403(p1)
0,114(p2)
0,058(p3)

H19 FC 1 1,8 0,9 0,251
ortalama+tSS 2,74+6,06 2,46+6,22 0,181(p1)
0,253(p2)
0,993(p3)

IGF2 FC 1 0,7 0,4 0,257
ortalama+SS 2,68+5,79 1,07+2,12 0,981(p1)
0,058(p2)
0,322(p3)

Kat degisimi (Fold change, FC), SS: Standart Sapma pl: Grupl ve grup2’nin karsilastirilmasi, p2:
Grup2 ve grup3’iin karsilastirilmasi, p3: Grup3 ve grup1’in karsilastirilmasi
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Sekil 4.1. Fertil, oligospermi ve normospermi gruplarinda gen ifadelenmelerinin logaritmik
degisimlerini gosteren kutu grafigi

4.3. DNA Metilasyonu

PyroMarkQ24 yazilimi ile her CpG diniikleotidinin metilasyon seviyeleri bulunmustur
(Sekil 4.2.). Fertil grupla infertil gruplar toplu olarak karsilastirilarak her gen igin ROC
egrileriyle esik metilasyon degerleri belirlenmistir (Sekil 4.3., Cizelge 4.4.).
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Sekil 4.2. PyroMarkQ24 yaziliminin yaptig1 metilasyon analizinin 6rnegi
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Sekil 4.3. Metilasyon yiizdelerinde esik degerleri belirlemek i¢in ¢izilen ROC egrileri

Cizelge 4.4. Metilasyon esik degerleri

Esik metilasyon degeri ~ Hassasiyet Ozgiilliik p
MESTIT1 14,5 0,560 0,533 0,027
MEST 4,5 0,567 0,492 0,039
GNAS-AS 6,5 0,617 0,54 0,002
CEP41 3,5 0,642 0,483 0,003
H19 87,5 0,543 0,513 0,044
IGF2AS 55 0,623 0,507 0,005

Her CpG belirlenen esik degerden fazla metillenmis ise hipermetile, az metillenmisler ise
hipometile olarak simiflandirilmistir.  Gruplarda her CpG i¢in hipermetilasyon,
hipometilasyon yiizdeleri belirlenmistir. Fertil grupta MESTIT1 hipermetilasyon yiizdeleri
strastyla %43,3 (CpG1), %73,3(CpG2), %80 (CpG3), %70 (CpG4), %23,3 (CpGS), %16,7
(CpG6), %40 (CpG7) olarak bulunmustur. Oligospermi grubunda MESTIT1 hipermetilasyon
ylizdeleri sirasiyla %56,7 (CpGl), %60 (CpG2), %83,3 (CpG3), %80 (CpG4), %30 (CpGS),
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%20 (CpGo6), %53,3 (CpG7) olarak bulunmustur. Normospermi grubunda MESTIT1
hipermetilasyon yiizdeleri sirasiyla %53 (CpGl), %63,3 (CpG2), %83,3 (CpG3), %73,3
(CpG4), %30 (CpGS), %23,3 (CpG6), %56,7 (CpG7) olarak bulunmustur. Gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamaistir (p>0,05).

Fertil grupta MEST hipermetilasyon yiizdeleri sirasiyla %33,3 (CpG1), %43,3 (CpG2), %70
(CpG3), %56,7 (CpG4) olarak bulunmustur. Oligospermi grubunda MEST hipermetilasyon
ylizdeleri sirastyla %43,3 (CpG1), %43,3 (CpG2), %63,3 (CpG3), %63,3 (CpG4) olarak
bulunmusgtur. Normospermi grubunda MEST hipermetilasyon yiizdeleri sirasiyla %43,3
(CpG1l), %53,3 (CpG2), %70 (CpG3), %73,3 (CpG4) olarak bulunmustur. Gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamustir (p>0,05).

Fertil grupta CEP41 hipermetilasyon ylizdeleri sirasiyla %76,7 (CpGl), %76,7 (CpG2),
%16,7 (CpG3), %33,3 (CpG4) bulunmustur. Oligospermi grubunda CEP41 hipermetilasyon
yiizdeleri sirastyla %73,3 (CpGl), %53,3 (CpG2), %26,7 (CpG3), %53,3 (CpG4) olarak
bulunmustur. Normospermi grubunda CEP41 hipermetilasyon yiizdeleri sirastyla %43,3
(CpGl), %80 (CpG2), %46,7 (CpG3), %63,3 (CpG4) olarak bulunmustur. Normospermi
grubunun 3.CpG’sindeki hipermetilasyon siklig1 fertil gruptakinden istatistiksel olarak
anlamli sekilde fazladir (p=0,036). Diger farklar istatistiksel olarak anlamli degildir
(p>0,05).

Fertil grupta GNAS-AS hipermetilasyon yiizdeleri sirasiyla %33,3 (CpGl), %33.3 (CpG2),
%33,3 (CpG3), %90 (CpG4), %40 (CpGS) bulunmustur. Oligospermi grubunda GNAS-AS
hipermetilasyon yliizdeleri sirasiyla %66,7 (CpGl), %53,3 (CpG2), %73,3 (CpG3), %90
(CpG4), %73,3 (CpGS5) bulunmustur. Normospermi grubunda GNAS-AS hipermetilasyon
yiizdeleri sirastyla %43,3 (CpGl), %40 (CpG2), %43,3 (CpG3), %83,3 (CpG4), %50
(CpGS5) bulunmustur. Oligospermi grubunun 1. 3. ve 5. CpG’lerinde hipermetilasyon siklig1
fertil gruptan anlamli olarak fazladir (p=0,028, p=0,005, p=0,026). Diger farklar istatistiksel
olarak anlamli degildir (p>0,05).

Fertil grupta IGF2AS hipermetilasyon yiizdeleri sirasiyla %30 (CpGl), %36,7 (CpG2),
%36,7 (CpG3), %63,3 (CpG4), %80 (CpGS) bulunmustur. Oligospermi grubunda IGF2AS
hipermetilasyon yiizdeleri sirasiyla %40 (CpGl), %40 (CpG2), %46,7 (CpG3), %73,3
(CpG4), %83,3 (CpG5) bulunmustur. Normospermi grubunda IGF2AS hipermetilasyon
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yiizdeleri sirastyla %56,7 (CpGl), %56,7 (CpG2), %56,7 (CpG3), %80 (CpG4), %90
(CpG5) bulunmustur. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamuistir

(p>0,05).

Fertil grupta H19 hipermetilasyon yiizdeleri sirasiyla %83,3 (CpG1), %26,7 (CpG2), %43,3
(CpG3), %90 (CpG4), %0 (CpGS) bulunmustur. Oligospermi grubunda H19
hipermetilasyon yiizdeleri sirasiyla %93,3 (CpG1), %26,7 (CpG2), %46,7 (CpG3), %96,7
(CpG4), %0 (CpGS) bulunmustur. Normospermi grubunda H19 hipermetilasyon yiizdeleri
sirastyla %93,3 (CpGl), %33,3 (CpG2), %63,3 (CpG3), %90 (CpG4), %0 (CpGS)

bulunmustur. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriilmemistir (p>0,05).

Metilasyon verilerine ait grafikler Sekil 4.4’te ve istatistiksel veriler Cizelge 4.5°te

sunulmustur.
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Sekil 4.4. Gruplara goére hipometile (agik renkli) ve hipermetile (koyu renkli) CpG
diniikleotid frekanslarini (%) gosteren grafikler (Fertil grup mavi, oligospermi
grubu turuncu ve normospermi grubu yesil renkle gdsterilmistir)
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Cizelge 4.5. Gruplarda hipometilasyon ve hipermetilasyon yiizdelerinin karsilastiriimasi

Grup 1 (fertil) Grup 2 (oligo-) Grup 3 (normo-) p
MESTITL 1 Hipometile % 56,7 43,3 47 0,565
Hipermetile % 43,3 56,7 53
Hipometile % 26,7 40 36,7
MESTITL_2 . . 0,531
Hipermetile % 73,3 60 63,3
MESTIT1 3 Hipometile % 20 16,7 16,7 0,928
Hipermetile % 80 83,3 83,3
Hipometile % 30 20 26,7
MESTIT1_4 . . 0,667
Hipermetile % 70 80 73,3
MESTITL 5 Hipometile % 76,7 70 70 0,803
Hipermetile % 23,3 30 30
Hipometile % 83,3 80 76,7
MESTIT1_6 . . 0,814
Hipermetile % 16,7 20 23,3
Hipometile % 60 46,7 43,3
MESTIT1_7 0,397
- Hipermetile % 40 53,3 56,7
Hipometile % 66,7 56,7 56,7
MEST_1 0,662
- Hipermetile % 33,3 43,3 43,3
Hipometile % 56,7 56,7 46,7
MEST_2 . . 0,672
Hipermetile % 43,3 43,3 53,3
Hipometile % 30 36,7 30
MEST_3 . ] 0,818
Hipermetile % 70 63,3 70
Hipometile % 43,3 36,7 26,7
MEST_4 . ] 0,402
Hipermetile % 56,7 63,3 73,3
Hipometile % 23,3 26,7 56,7
CEP41_1 . . 0,942
Hipermetile % 76,7 73,3 43,3
Hipometile % 23,3 46,7 20
CEP41_2 ) ) 0,789
Hipermetile % 76,7 53,3 80
Hipometile % 83,3 73,3 53,3 0,037*
CEP41_3 0,733(pl)
: . 0,299(p2)
Hipermetile % 16,7 26,7 46,7 0,036(p3)
Hipometile % 66,7 46,7 36,7
CEP41 4 ) ) 0,063
Hipermetile % 33,3 53,3 63,3
Hipometile % 66,7 33,3 56,7 0,031*
GNASAS_1 0,028 (p1)
. . 0,199 (p2)
Hipermetile % 33,3 66,7 43,3

0,819 (p3)
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Cizelge 4.5. (devam) Gruplarda hipometilasyon ve hipermetilasyon yiizdelerinin

karsilastirilmasi
Grup 1 (fertil)  Grup 2 (oligo-)  Grup 3 (normo-) p
Hipometile % 66,7 46,7 60
GNASAS_2 tpomett 0.283
Hipermetile % 33,3 53,3 40
: : 0,006*
0 ’
GNASAS_3 Hipometile % 66,7 26,7 56,7 0,005 (p1)
; ; 0,053 (p2)
Hipermetile % 33,3 73,3 43,3
P ° 0,819 (p3)
Hipometile % 10 10 16,7
GNASAS_4 . . 0,664
Hipermetile % 90 90 83,3
; ; 0,030*
H tile % 26,7 :
GNASAS_5 pometile % 60 5. 50 0,026 (p1)
. . 0,182 (p2)
H le% 4 7
ipermetile % 0 3,3 50 0.829 (p3)
Hipometile % 16,7 6,7 6,7
H19 1 ] ] 0,333
Hipermetile % 83,3 93,3 93,3
Hipometile % 73,3 73,3 66,7
H19 2 . ) 0,807
Hipermetile % 26,7 26,7 33,3
Hipometile % 56,7 53,3 36,7
H19 3 . ) 0,256
Hipermetile % 43,3 46,7 63,3
Hipometile % 10 3,3 10
H19 4 ) _ 0,542
Hipermetile % 90 96,7 90
Hipometile % 100 100 100
H19 5 ] ] 1
Hipermetile% 0 0 0
Hipometile % 70 60 43,3
IGF2AS_1 . . 011
Hipermetile % 30 40 56,7
Hipometile % 63,3 60 43,3
IGF2AS_2 ] ] 0,252
Hipermetile % 36,7 40 56,7
Hipometile % 63,3 53,3 43,3
IGF2AS_3 ) ) 0,304
Hipermetile % 36,7 46,7 56,7
Hipometile % 36,7 26,7 20
IGF2AS_4 'POmERie %5 0,353
- Hipermetile % 63,3 73,3 80
Hipometile % 20 16,7 10
IGF2AS_5 ] ] 0,557
Hipermetile % 80 83,3 90

* pl: Grupl ve grup2’nin karsilastirilmasi, p2: Grup2 ve grup3’iin karsilastirilmasi, p3: Grup3 ve
grup1’in karsilagtirilmasi

Fertil, oligospermi ve normospermi gruplarinda, parametrelerin birbirleriyle olan iligkileri
Spearman korelasyon testiyle gosterildi. Parametreler arasindaki iliskiler Cizelge 4.6.’da ve

ayrintili olarak Ek-2’de sunulmustur. Her gen i¢in incelenen CpGlerin genel ve tekli

hipermetilasyon karsilastirmalar1 yapilmistir.
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Fertil ve oligospermi gruplarinda toplam sperm sayisi fazla olan erkeklerde CEP41
metilasyonunun arttig1 goriilmiistiir. Ancak fertil grupta bu iligki istatistiksel olarak anlaml1
degilken (p=0,414), oligospermi grubunda anlamli bulunmustur (p=0,046). Normospermi
grubunda ise toplam sperm sayisi fazla olan erkeklerde CEP41 metilasyonu azalmasina
karsin bu iliski istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,642). CEP41 metilasyonu ile
ifadelenmesi arasinda fertil grupta istatistiksel olarak anlamli olmayan ters iliski goriilmiistiir
(p>0,05). infertil gruplarda metilasyonun artt131 spermlerde ifadelenmede artis goriilmiistiir.
Normospermi grubunda bu iliski istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,044). CEP41
CpG’lerinin metilasyonu teker teker incelenmesiyle ile CEP41 ifadelenmesi arasinda
anlamli iliski gériilmemistir (p>0,05). CEP41 ifadelenmesi ile toplam sperm sayis1 ve sperm
hareketliligi arasinda fertil, oligospermi, normospermi gruplarinda anlamli iliski

goriilmemistir (p>0,05).

Fertil ve oligospermi gruplarinda sperm hareketliligi yiiksek olan erkeklerin spermlerinde
MEST metilasyonunun azaldigi bulunmustur. Fertil grupta bu iligki istatistiksel olarak
anlamli iken (p=0,025), oligospermi grubunda anlamli degildir (p=0,456). Normospermi
grubunda ise sperm hareketliliginin arttif1 erkeklerde MEST metilasyonunun azaldigi

goriilmiistiir, ancak istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (p=0,251).

Fertil grupta, MEST metilasyonun arttig1 spermlerde MEST ifadelenmesi fazla olmasina
karsin bu iliski istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p=0,448). Oligospermi (p=0,019)
ve normospermi (p=0,001) gruplarinda ise, MEST metilasyonu artarken ifadelenmesinin
anlamli olarak azaldig1 goriilmustiir. MEST CpG’leri ile ifadelenme iliskisine bakildiginda
normospermi grubunda 1. ve 2. CpG’lerle anlamli iliski goriilmustiir (p<0,01) Diger

CpGlerle ve diger gruplarda anlamli iliski goriillmemistir (p>0,05).

Fertil ve normospermi gruplarinda yash erkeklerde MESTIT1 metilasyonunun arttigi,
oligospermi grubunda ise azaldig1 goriilmistiir. Ancak fertil grupta bu iliski istatistiksel
olarak anlamli degilken (p=0,679), oligospermi (p=0,024) ve normospermi gruplarinda

(p=0,003) istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Viicut kitle indeksinin arttig1 fertil erkeklerde MESTIT1 metilasyonunun anlamli olarak

azaldig1 (p=0,00) ancak, oligospermi grubunda bu iliskinin anlamli olmadig1 (p=0,07),
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normospermi grubunda ise istatistiksel olarak anlamli olmayan zit iligki goriilmiistiir

(p=0,11).

Sperm konsantrasyonu fazla olan oligospermik erkeklerde MESTIT1 metilasyonunun
anlaml olarak artti§1 goriiliirken (p=0,021), fertil (p=0,981) ve normospermik (p=0,448)

erkeklerde bu iliski tersine donmiistiir ve istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Normal morfoloji yiizdesi fazla olan fertil erkeklerde MESTIT1 metilasyonunun artist
istatistiksel olarak anlamli degilken (p=0,238), oligospermi (p=0,032) ve normospermi

(p=0,047) gruplarinda bu iliski anlaml1 olarak tersine donmiistiir.

MESTIT1 metilasyonunun arttigr spermlerde MESTIT1 ifadelenmesinin azalmasi fertil
grupta anlamli degilken (p=0,308), normospermi grubunda anlamhidir (p=0,045),
oligospermi grubunda ise bu iligki istatistiksel olarak anlamli olmayan sekilde tersine
donmiistiir (p=0,524). MESTIT1 CpGleri tek tek incelendiginde ifadelenme ile anlamli iliski
goriilmemistir (p>0,05). Fertil grupta yash erkeklerde MESTIT1 ifadelenmesinin anlamli
olarak azaldig1 gdsterilmistir (p=0,014). Infertil gruplarda goriilen zit iliski ise istatistiksel
olarak anlamli degildir (p>0,05).

Fertil grupta H19 metilasyonun artigi spermlerde hareketliligin anlamli sekilde arttigi
(p=0,007), H19 ifadelenmesinin ise anlamli sekilde azaldigi gorilmistir (p=0,045).
Oligospermi grubunda H19 metilasyonun arttig1 spermlerde hareketliligin azaldigi, H19
ifadelenmesinin arttig1 goriilmistiir ancak bu iligkiler istatistiksel olarak anlaml
bulunmamaistir (p>0,05). Normospermi grubunda ise H19 metilasyonunun arttig1 spermlerde
hareketin ve gen ifadelenmesinin azaldigr goriilmiistiir, ancak iliskiler anlamh
bulunmamstir (p>0,05). H19 CpG’lerinin metilasyonlarinin gen ifadelenmesi ile iliskisi ayr1
ayr1 incelendiginde higbir grupta anlamli iligki goriillmemistir (p>0.05). H19 ifadelenmesinin
artt1g1 oligospermik erkeklerde toplam sperm sayis1 azalmaktadir (p=0,019). Fertil grupta ve

normospermi grubunda ise anlaml iligki goriilmemistir (p>0,05).

Fertil grupta yasl bireylerin spermlerinde IGF2AS metilasyonunun anlamli sekilde azaldigi
(p<0,001), oligospermi grubunda anlaml1 sekilde arttig1 (p=0,044), normospermi grubunda

goriilen azalmanin ise anlamli olmadigi (p=0,374) bulunmustur.
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Fertil grupta IGF2AS metilasyonunun arttig1 bireylerde sperm konsantrasyonu, toplam sayisi
anlamli sekilde azalirken (p<0,01), IGF2 ifadelenmesinin anlamli olarak arttig1 goriilmiistiir
(p<0,05). infertil gruplarda IGF2AS metilasyonu ile sperm konsantrasyonu ve toplam sperm
sayis1 arasindaki iliski anlamli bulunmamustir (p>0,05). Oligospermi grubunda IGF2AS
metilasyonunun arttig1 spermlerde IGF2 ifadelenmesi anlamli artig gosterirken (p<0,01),
normospermi grubunda anlamli olmayan ters iliski gorilmistir (p=0,107). IGF2
ifadelenmesi ile H19 ve IGF2AS CpG adalarinin metilasyonu arasindaki iliski tek tek
incelenmistir. IGF2AS geninin 2. CpG bolgesinde metilasyonun arttigr spermlerde 1GF2
transkripti anlamli olarak artmis bulunmustur (p<0.05), diger CpG’lerin metilasyonu ile
anlaml iliski gériilmemistir (p>0,05). Infertil gruplarda da anlamli iliski bulunmamigtir
(p>0,05). IGF2 ile ifadelenmesinin arttig1 fertil erkeklerde H19 geninin 1.*,2.* ve 4.** CpG
metilasyonunun anlamli olarak azaldig1 goriilmiistiir (*p<0,05, **p<0,01), diger CpG’lerde

ve infertil erkeklerde anlamli iliski bulunmamaistir (p>0,05).

Fertil grupta GNAS-AS metilasyonunun yiiksek oldugu bireylerin daha yasli oldugu,
oligospermi grubunda ise daha geng¢ oldugu goriilmiistiir. Ancak bu iligkiler istatistiksel
olarak anlamli degildir (p>0,05). Normospermi grubunda ise yasl bireylerde GNAS-AS

metilasyonunun anlamli sekilde az oldugu goriilmiistiir (p=0,001).

Fertil grupta ve normospermi grubunda GNAS-AS metilasyonunun arttig1 6rneklerde artmis
GNAS ifadelenmesi anlamli bulunmamisken (p>0,05), oligospermi grubunda anlamlidir
(p=0,012). CpG metilasyonlar1 tek tek incelendiginde ifadelenme ile anlaml iliski
goriilmemistir (p>0,05).

MESTIT1, MEST ve CEP41 ifadelenmeleri tiim gruplarda anlamli pozitif iligki
gostermektedir (p<0,05). H19 ve IGF2 ifadelenmeleri de tiim gruplarda anlamli pozitif iliski
gostermektedir (p<0,05).
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Grupl Grup2 Grup3

(fertil) (oligo-) (normo-)
CEP41 metilasyonu Toplam Sperm Sayisi 0,075 0,182* -0,043
CEP41 metilasyonu CEPA41 ifadelenmesi -0,007 0,046 0,184"
CEPA41 ifadelenmesi CEP41_CpG1 metilasyonu 0,222 0,048 0,351
CEPA41 ifadelenmesi CEP41_ CpG2 metilasyonu 0,179 -0,153 0,154
CEPA41 ifadelenmesi CEP41_ CpG3 metilasyonu -0,164 0,028 0,27
CEPA41 ifadelenmesi CEP41_CpG4 metilasyonu -0,232 0,256 0,036
CEPA41 ifadelenmesi Toplam Sperm Sayisi 0,194 -0,234 0,242
CEP41 ifadelenmesi  Sperm hareketliligi (%) -0,136 0,052 -0,097
MEST metilasyonu Sperm hareketliligi (%) -0,205* -0,069 0,105
MEST metilasyonu MEST ifadelenmesi 0,074 -0,226* -0,296**
MEST ifadelenmesi MEST_ CpG1 metilasyonu 0,172 -0,326 -,509™
MEST ifadelenmesi MEST _ CpG2 metilasyonu -0,029 -0,187 -,506™
MEST ifadelenmesi MEST _ CpG3 metilasyonu 0,172 -0,207 -0,076
MEST ifadelenmesi MEST _ CpG4 metilasyonu 0,005 -0,207 -0,091
MESTIT1 metilasyonu  Yas (y1l) 0,029 -0,156*  0,206**
MESTIT1 metilasyonu VKI -0,254**  -0,125 0,111
MESTIT1 metilasyonu  Sperm konsantrasyonu -0,002 0,159* -0,053
MESTIT1 metilasyonu  Normal Morfoloji (%) 0,082 -0,153* -0,137*
MESTIT1 metilasyonu MESTIT1 ifadelenmesi -0,072 0,044 -0,139*
MESTIT1 ifadelenmesi MESTIT1_ CpG1 metilasyonu -0,167 0,043 -0,301
MESTIT1 ifadelenmesi MESTIT1 _ CpG2 metilasyonu 0,032 0,063 -0,316
MESTIT1 ifadelenmesi MESTTIT1 _ CpG3 metilasyonu -0,041 -0,031 -0,227
MESTIT1 ifadelenmesi MESTIT1 _ CpG4 metilasyonu  -0,321 -0,058 -0,179
MESTIT1 ifadelenmesi MESTIT1 _ CpG5 metilasyonu -0,056 0,004 0,122
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Cizelge 4.6. (devam) Korelasyonlar (r: Korelasyon katsayisi, ¥*p<0.05, **p<0.01)

Grupl Grup2 Grup3

(fertil) (oligo-) (normo-)
MESTIT1 ifadelenmesi MESTTIT1 _ CpG6 metilasyonu 0,132 0,087 0,077
MESTIT1 ifadelenmesi MESTIT1 _ CpG7 metilasyonu -0,085 0,201 -0,214
MESTIT1 ifadelenmesi  Yas (y1l) -0,467* 0,021 0,072
H19 metilasyonu Sperm hareketliligi (%) 0,219** -0,087 -0,011
H19 metilasyonu H19 ifadelenmesi -0,167* 0,051 -0,088
H19 ifadelenmesi H19_CpG1 metilasyonu -0,273 -0,081 -0,195
H19 ifadelenmesi H19 CpG2 metilasyonu -0,24 0,304 -0,195
H19 ifadelenmesi H19_CpG3 metilasyonu -0,218 0,008 -0,187
H19 ifadelenmesi H19 CpG4 metilasyonu -0,284 0,023 -0,095
H19 ifadelenmesi Toplam Sperm Sayis1 0,32 -0,433* -0,224
IGF2AS metilasyonu  Yas (y1l) -0,331** 0,165* -0,073
IGF2AS metilasyonu  Sperm konsantrasyonu (%) -0,229** 0,036 0,038
IGF2AS metilasyonu Toplam Sperm Sayisi -0,219** -0,014 0,063
IGF2AS metilasyonu IGF2 ifadelenmesi 0,194* 0,212** -0,135
IGF2 ifadelenmesi IGF2AS_ CpG1 metilasyonu 0,092 0,236 -0,192
IGF2 ifadelenmesi IGF2AS_ CpG2 metilasyonu 0.399*  0.189 -0.293
IGF2 ifadelenmesi IGF2AS_ CpG3 metilasyonu 0,26 0,324 -0,126
IGF2 ifadelenmesi IGF2AS_ CpG4 metilasyonu 0,195 0,122 -0,02
IGF2 ifadelenmesi IGF2AS_ CpG5 metilasyonu 0,092 0,253 0,014
IGF2 ifadelenmesi H19 CpG1 metilasyonu -0.371* -0.185 -0.228
IGF2 ifadelenmesi H19 CpG2 metilasyonu -0.378*  0.157 -0.260
IGF2 ifadelenmesi H19 CpG3 metilasyonu -0,335 -0,046 -0,187
IGF2 ifadelenmesi H19 CpG4 metilasyonu -0.474** -0,011 -0.149
GNAS-AS metilasyonu  Yas (y1l) 0,155 -0,033 -0,272**
GNAS-AS metilasyonu  Sperm konsantrasyonu -0,153 -0,045 -0,015
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Cizelge 4.6. (devam) Korelasyonlar (r: Korelasyon katsayisi, *p<0.05, **p<0.01)

Grupl Grup2 Grup3

(fertil) (oligo-) (normo-)
GNAS-AS metilasyonu  GNAS ifadelenmesi 0,078 0,216" 0,029
GNAS ifadelenmesi GNASAS_ CpG1 metilasyonu  0.160 0.197 0.237
GNAS ifadelenmesi GNASAS_CpG2 metilasyonu  0.160 0.352 0.126
GNAS ifadelenmesi GNASAS_ CpG3 metilasyonu  0.160 0.163 -0.058
GNAS ifadelenmesi GNASAS_ CpG4 metilasyonu  0.027 0.036 0.005
GNAS ifadelenmesi GNASAS_CpG5 metilasyonu  -0.093 0.304 -0.166
MESTIT1 ifadelenmesi MEST ifadelenmesi 0,437* 0,817** 0,702**
MESTIT1 ifadelenmesi CEP41 ifadelenmesi 0,483* 0,582** 0,407*
CEPA41 ifadelenmesi MEST ifadelenmesi 0,864** 0,754** 0.494**
H19 ifadelenmesi IGF2 ifadelenmesi 0,610** 0,856**  0,547**
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5. TARTISMA

Erkek infertilitesinde transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel degisimleri inceledigimiz bu
caligmada; aralarinda kodlanmayan RNA’larin da bulundugu hedef genlerden infertil

PN

gruplarda DNA metilasyonunun anlamli olarak degistigi genler tespit edilmistir.

El Hajj ve arkadaslari, infertil erkeklerin spermlerinde GNAS-AS metilasyonunun kontrol
grubundan yiiksek olmasina karsin bu artisi istatistiksel olarak anlamli bulmamislardir [68].
Calismamizda GNAS-AS geninin 1.,3. ve 5. CpG diniikleotidlerinde hipermetilasyonun
oligospermi grubunda, fertil gruptan fazla oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Calismamizin, El
Hajj ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismadan [68] farkli sonuglar gostermesi farkli nedenlere
bagl olabilir. Oncelikle El Hajj ve arkadaslari kontrol grubunu; infertilite sikdyeti olan
ciftlerden, tekrarlayan semen analizinde normal sonuglar1 olan ve kadin faktorii
tanimlananlardan olusturmustur. Bizim ¢alismamizda ise fertil erkekler kontrol grubu olarak
kullanilmistir. Ayrica ¢alismamizda hipermetilasyonun oligospermi grubunda normospermi
grubundan yiiksek bulmamiz (p>0,05), El Hajj ve arkadaslarinin bulgulariyla benzerlik
gostermektedir [68]. El Hajj ve arkadaslari, oligospermi sinir1 20 milyon/ml olarak
belirlemisken [68], bizim ¢alismamizda simir 16 milyon/ml’dir. El Hajj ve arkadaslari,
metilasyon ylizdesi degerlendirmistir. Caligmamizda metilasyon degerleri ROC egrisiyle
saptanan esik degere gore hipometile ve hipermetile olarak siniflandirilmistir. Fertil kontrol

kullanmamiz esik degerleri bulmamizi saglamistir.

Zhang ve arkadaglari, alkol kullanan kisilerde GNAS metilasyonunun azaldigini,
metilasyonun ve sperm konsantrasyonu ile ters iligkili oldugunu belirtmislerdir [69].
Calismamizda tiim gruplarda GNAS-AS metilasyonu ile sperm konsantrasyonu ters iliskili
bulunmustur(p>0,05). Calismamizda GNAS geninin 4. CpG diniikleotidinin tiim gruplarda
hipermetile bulunmasi bu iligkinin anlamli olmasini etkilemis olabilir. Zhang ve arkadaslari,
nikotin ve alkol tiikketenlerde de GNAS metilasyonunun azaldigini géstermislerdir, ancak bu
grupta metilasyon ve sperm konsantrasyonu arasinda anlamli iliski gosterememislerdir.
Alkol ve nikotin tliketen grup 63 kisiden olusurken, sadece alkol tiiketenler 16 kisiyle
smirlidir. Kalabalik gruplarda metilasyon ve sperm konsantrasyonu arasindaki iligkinin,

verilerin heterojenligine bagl olarak bozuldugunu diistindiirmiistiir [69].
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Becker ve arkadaslari, oligoastenospermik spermlerde miRNA-23a-3p’nin normospermik
spermlerden daha fazla oldugunu gostermislerdir. Bu grupta CEP41 ifadelenmesinin
azalmasi, miRNA-23a-3p’nin CEP41 ifadelenmesini kontrol ettigini diisiindiirmiistiir [70,
71]. Calismamizda fertil grupta CEP41 gen ifadelenmesi artarken, infertil gruplarda
azalmistir. Ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Fertil grupta CEP41
ifadelenmesi ¢ok yiiksek olan orneklerin varlig1 bu farka sebep olmus olabilir. Becker ve
arkadaslari, CEP41 ifadelenmesinin sperm sayist ve hareketliligi ile dogrusal iliskili
oldugunu gostermislerdir [70]. Calismamizda fertil grupta CEP41 ifadelenmesi ile toplam
sperm sayisi arasinda dogrusal iligki goriilmiistiir. Ancak bu iligki istatistiksel olarak anlamli
degildir. Fertil grupta, sperm sayis1 ve CEP41 ifadelenmesi arasinda ters iliski bulunmustur.
Ancak bu iligki istatistiksel olarak anlamli degildir. Normospermi grubunda, CEP41
metilasyonu ile sperm sayist ve hareketliligi arasindaki iliski fertil gruptakine benzerdir,
oligospermi grubunda ise tersine donmiistiir. Ancak bu iliskiler istatistiksel olarak anlamli
degildir. Calismamizda istatistiksel olarak anlamli iligkiler bulamamamiz, Becker ve
arkadaslarinin daha geng ve fazla sayida 6rnekte arastirma yapmalarina bagli olabilir [70].
Becker ve arkadaslariin ¢alismasinda, mikroRNA’larin gen ifadelenmesi iizerine etkisi
gosterilmisken, calismamizda DNA metilasyonunun etkisi incelenmistir. Incelenen 4 CpG
dintikleotidinden {igiinciisiinde hipometile CpG diniikleotidi yiizdesi fertil grupta
normospermi grubundan istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksektir. Bu bulgular CEP41
metilasyonunun sperm islevini etkileyen mekanizmalarda arastirilmasi gerekliligini
diigiindiirmiistiir. CEP41 metilasyonu ile sperm sayisi arasindaki dogrusal iligki oligospermi
grubunda, istatistiksel olarak anlamli bulunurken (p=0,046); fertil grupta anlamli
bulunmamistir (p=0,414). Ancak, bu iliski normospermi grubunda ters orantili olup,
istatistiksel olarak anlamli bulunmamaigstir. Normospermik spermlerin ICSI i¢in se¢iliminde
hareket ve morfoloji ozelliklerine bagli kalinmaktadir. Normospermi grubunda CEP41
geninin metilasyonunu farkli bulmamiz ve metilasyondaki degisimin spermin 6zellikleriyle
anlamli 1iliski goéremememiz bu spermlerin ICSI i¢in secilme riskinin oldugunu
diistindiirmiistiir. Otizm bozukluklariyla iliskili oldugu diisiiniilen CEP41 geni ile ilgili
verilemiz, yardimci lireme tedavileri ile ASD iliskilerinin aydinlatilmast ic¢in yeni

caligmalara ihtiya¢ duyuldugunu diistindiirmektedir.

Marques ve arkadaslari, normospermik ve oligospermik erkeklerin spermlerinde MEST

geninin CpG dintikleotidlerinde; maternal imprintin basarili bir sekilde silindigini
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gostermislerdir [72]. Bir baska calismada, mayoz boliinme tamamlandiktan sonra MEST
DMR’leri hipometile halde kalmaya devam ettigi gosterilmistir [73]. Hammoud ve
arkadaslari, oligospermi grubunda fertil kontrollere gore MEST genini 2. CpG
diniikletoidinin metilasyonunda anlamli artis tespit etmelerine karsin, incelenen diger MEST
CpG diniikleotitlerinde metilasyon farki saptamamislardir [74]. Montjean ve arkadaslari,
oligospermi grubunda MEST metilasyonunda artis saptamislardir [75]. Amjadian ve
arkadaslar1 da benzer sekilde; oligospermi grubunda MEST metilasyonunun arttigini
gostermislerdir. Tiim Ornekler iizerinden yaptiklari korelasyon analizinde ise; sperm
konsantrasyonu, sperm sayisl, ileri hareketli sperm yiizdesi, normal morfolojiye sahip sperm
ylizdesi gibi parametrelerin MEST metilasyonu ile negatif korelasyon gosterdigini
bulmuslardir [31]. Xu ve arkadaslari infertil erkekleri astenospermi ve kontrol grubu olarak
incelediklerinde, astenospermi grubunda MEST metilasyonunun kontrol grubundan diisiik
bulmuslardir [76]. Yayinlanan meta-analiz ¢alismasinda infertil erkeklerde MEST DMR
metilasyonunun infertil erkeklerde fertil erkeklerden daha yiiksek oldugunu gostermistir,
ancak goreceli riski anlamli bulunmamistir [9]. Cannarella ve arkadaslarinin yaptigi meta-
analiz ise; MEST metilasyonunun infertil erkeklerde arttigi ancak yas ve sperm
konsantrasyonundan bagimsiz oldugunu bulmuslardir. Uremeye yardimci tedavilerinin
epigenetik risklerin degerlendirilmesi igin kullanilabilecegini 6nermislerdir [77].
Calismamizda MEST hipermetilasyonu hem CpG diniikleotidlerinde, hem de gruplar
arasinda farkliliklar gostermektedir. Incelenen CpG diniikleotidlerinden 1.,2. ve 4.’siinde
hipometile yiizdesi fertil grupta infertil gruplardan yiiksek olmakla birlikte istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir. Calismamizda DSO’niin son kriterlerini kullanmamiz ve
saytya bagl smiflandirma yapmamiz, MEST metilasyonunda anlamli fark bulamamizi

aciklayabilir.

Marques ve arkadaglari, spermatogenik seride ilerlemenin durdugu hastalarin
biyopsilerinden izole ettikleri spermatositlerde MEST hipermetilasyonu bulunan vakalar
gostermislerdir [78]. Minor ve arkadaslari; azospermik hastalarin testikiiler spermlerinde
MEST metilasyonunun fertil grupla karsilagtirldiginda anlamli fark gostermedigini
belirtmiglerdir [79]. Paraplejik hastalardan elektroejakiilasyonla alinan sperm 6rneklerinde
MEST hipermetile bulunmustur. Ancak bu hastalar hipermetilasyonun patofizyolojik
stireglerle iliskisi ortaya konulamamistir [53]. DNA metilasyonu, ilaglardan da

etkilenmektedir. Temozolomide, evre 4 astrositom ve malign melanom tedavisinde
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kullanilan alkilleyici bir ajandir. Anaplastik oligodendrogliyom tedavisi i¢in temozolomide
kullanilan bir vakanin bir yili gegen takibinde MEST metilasyonunun degismedigi buna
karsin H19 hipometilasyonunun ilag kesildikten sonra bile devam ettigi gorilmiistiir [80].
Alkol kullanan erkeklerin sperm konsantrasyonu ile spermlerde MEST metilasyonu ters
iliski gostermektedir [69]. Laqqan ve arkadaslari, oligospermi grubunda 7. kromozomun
cg25750688 bolgesinde DNA metilasyonu ve sperm hareketliligi arasinda anlaml1 dogrusal
iliski gostermislerdir [81]. Montjean ve arkadaslarindan [75] farkli olarak ¢alismamizda,
sperm konsantrasyonu ve MEST metilasyonu arasinda anlamli iligski goriilmemistir. Ancak
fertil grupta MEST metilasyonu ve sperm hareketliligi ters iliskili bulunmustur. Infertil
gruplarda ise MEST metilasyonu ve sperm hareketliligi iligkili bulunmamuistir. Paternal
ifadelenen MEST geninde metilasyonun artmasi ile sperm hareketinin azalmasi, metilasyon
paterni normal olan spermlerin fertilizasyon sansini arttiracak bir 6zelliktir. Ancak infertil
grupta bu iligkinin goriilmemesi MEST hipermetile olan spermin ICSI igin
kullanilabilecegini disiindiirmektedir. Bu durumda fertilizasyon ve implantasyon

basarisinin etkilenmesi miimkiindiir.

Ankolkar ve arkadaslari; tekrarlayan diisiiklerin etiyolojisinde sperm DNA metilasyon
anomalisini inceledikleri ¢calismalarinda; tekrarlayan gebelik kayb1 yasayan 26 c¢ift ile 26
fertil erkegin spermlerinde MEST metilasyonunun gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli degisim gostermedigini belirtmislerdir [82]. Khambata ve arkadaslari ise tekrarlayan
gebelik kayiplarinda spermlerde MEST metilasyonunun arttigin1 gostermislerdir [83].
Nelissen ve arkadaslari, plasenta dokularinda IVF/ICSI grubunda kontrole gére MEST
hipometilasyonu goriirken, gen ifadelenmesinin ise degismedigini saptamiglardir [84].
Valcarce ve arkadaslari, spermde gebelik belirteglerinden biri olarak gosterdikleri MEST
transkriptlerinin  kriyoprezervasyon sonrasi azaldigin1 gostermislerdir [85]. Bizim
calismamizda ise spermde MEST ifadelenmesi infertil gruplarda azalmistir ancak
istatistiksel olarak anlamli degildir. MEST metilasyonu ile MEST ifadelenmesi infertil
gruplarda ters iligkili bulunmustur. Fertil grupta ise anlamli olmayan dogrusal iliski
gostermistir.  Spermin  tasidigi mRNA’larin  testis kokenlidir. Spermde DNA
metilasyonunun, fertilizasyondan sonraki gen ifadelenmesini diizenledigi diisiintilmektedir
[86]. Fertil ve infertil gruplarda MEST metilasyonu ve ifadelenmesi ile iligkilerin degismesi,
spermatogenik hiicrelerdeki epigenetik mekanizmalar1 diisiindiirmektedir. Ayrica literatiirde

infertilite ve  MEST metilasyonu arasinda farkli bilgilerin bulunmasi [82, 83, 87].,
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degerlendirilen bélgenin ve yontemin degismesi ile iliskili olabilir. bunun yan1 sira DSO’niin
belirledigi kriterlerin zaman i¢inde degismesi de calismalarda heterojeniteyle

sonu¢lanmaktadir.

Calismamizda gruplar arasinda MESTIT1 metilasyonu ve ifadelenmesi agisindan anlamli
fark gostermemistir. Fertil grupta, MESTIT1 metilasyonu ile viicut kitle indeksi arasinda ters
iliski varken, infertil gruplarda anlamli iliski goriilmemistir. IVF/ICSI ile ¢ocuk sahibi olan
erkeklerin dahil oldugu bir calismada; paternal viicut kitle indeksinin sperm imprint
genlerinin metilasyonlarina etkisini incelenmistir. Sonug olarak maternal ifadelenen MEG3-
IG DMR metilasyonu viicut kitle indeksi ile dogrusal iliski gorilmiistiir. MEST ve H19
genlerinde ise anlamli bir iliski bulunmamistir [88]. MESTIT1 metilasyonu ile sperm
konsantrasyonu, oligospermi grubunda dogrusal, diger gruplarda anlamli olmayan ters iligki
gostermektedir. MESTIT1 metilasyonu ile normal morfoloji arasindaki iligki infertil
gruplarda anlamli negatif iken fertil grupta anlamli iliski gostermemektedir. Spermde
hipermetilasyonun iyi semen Xkalitesiyle iligkili oldugu calismalarin yani sira [89],
metilasyon silinmesinin tam olmadigi bireylerde semen Kkalitesinin azaldigi da [90]
gosterilmistir. MESTIT1 ifadelenmesi ile metilasyonu arasinda normospermi grubunda
anlamli ters iliski varken, diger gruplarda anlamli iligki goriilmemistir. Tiim gruplarda
MEST1T1 genini ifadelenmesi ile 7.kromozomda bulunan diger genlerin (MEST ve CEP41)
ifadelenmeleri arasinda dogrusal iliski goriilmiistiir. Bu genlerin ifadelenmelerinin ortak
stireclerle diizenlendigini diisiindiirmiistiir. LncRNA’lar hedef genlerin ifadelenmelerini de
arttirabilir [91]. MESTITL transkriptlerinin CEP41 ve MEST ftizerinde bu etkileri invitro

caligmalarla arastirilmalidir.

Maternal ifadelenen H19 erkek infertilitesi etiyolojisinde siklikla arastirilmistir.
Oligospermide ve hipospermatogeneze bagli azospermide H19 metilasyonunun diisiik
oldugu gosterilmistir [53, 72]. H19 hipometilasyonu obstruktif azospermide de goriiliir [79].
H19 anormal metilasyonu ve 1GF2-H19 DMR hipometilasyonu tekrarlayan diisiiklerle
iliskilendirilmistir [83, 92]. Infertil erkeklerde ise astenospermi ile normospermi gruplari
arasinda H19 metilasyonunun degisimi anlamli fark gostermemektedir [76]. Laurentino ve
arkadaslari, spermlerde H19 metilasyonunun maternal allel epimutasyonlarina etkisiyle
olustuguna yonelik veriler sunmuslardir [93]. Leitao ve arkadaslar1 ise; daha sonra yaptiklar

arastirma verileriyle spermlerde DNA metilasyonu anomalilerinin somatik hiicre DNA
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kontaminasyonu ve genetik varyasyonlardan kaynakli artmig bulunduguna yonelik
goriislerini bildirmislerdir [30]. infertil erkelerde H19 DMR’sinin ortalama metilasyon
seviyesi fertil erkeklerden istatistiksel olarak anlamli olarak diisiiktiir. Meta-analizin
sonucunda H19 DMR metilasyon anomalisinin erkeklerde infertilite riskini 9,91 kat
arttirdigi  saptanmistir [9]. Daha giincel bir meta-analizde infertilitede sperm H19
metilasyonunun azaldigi gosterilmis; fakat metilasyon yasla iligkili bulunmamisgtir [5].
Calismamizda H19 CpG dintikleotidlerinin hipermetilasyonu gruplar arasinda anlamh fark
gostermemistir. Fertil grupta H19 metilasyonu ile sperm hareketliligi anlamli dogrusal iliski
gostermektedir. Fertil grupta H19 metilasyonu ile ifadelenmesi arasinda ters iligki
gosterilmistir. Bu iliskiler infertil gruplarda goriilmemistir. Literatiirde semende reaktif
oksijen tiirlerinin arttig1 kisilerde, H19 DMR metilasyonunda azalma goriilmiistiir. Buna
bagli olarak H19 ifadelenmesi artarken, IGF2 ifadelenmesi azalmis olarak bulunmustur [94].
H19 geninden kdken alan mir-675 plasenta gelisimi i¢in 6nemlidir. mir-675-5p plasenta
gelisiminde ekstravilloz trofoblastlarin invazyonunu arttirir [95]. Plasentada H19/MIR675
DMR metilasyonunun maternal insiilin duyarlilig1 iizerinde etkili oldugunu gosteren
caligma, babanin epigenetik anomalilerinin anneyi de etkilemesine Ornektir [96].
Calismamizda H19 ifadelenmesinin oligospermi grubunda arttig1, fertil ve normospermi
grubunda azaldigi; IGF2 ifadelenmesinin ise fertil grupta arttarken, infertil gruplarda
azaldig1 goriilmiistiir. Ancak bu degisimler istatistiksel olarak anlamli degildir. Bunun yani1
sira tim gruplarda H19 ve IGF2 ifadelenmeleri anlamli dogrusal iligki gostermektedir.
Cannarella ve arkadaglari; 22 erkegin spermlerinde IGF2 ve IGFR1 mRNA seviyelerini
degerlendirdikleri ¢aligmada, mRNA seviyeleriyle sperm sayis1 arasinda pozitif korelasyon
gostermislerdir. Bu ¢alismalarinda H19’un hipermetile olmasi nedeniyle ifadelenmesinin
azaldigi, buna bagli olarak da IncRNA olan H19’un IGFR1 geni iizerindeki baskilayici
etkisinin azalip IGFR1 ifadelenmesinin arttigin1 iddia etmislerdir. Ancak H19
ifadelenmesini degerlendirmemislerdir [97]. Bizim ¢alismamizda somatik hiicrelerde farkli
allellerden ifadelenen IGF2 ve H19 genlerinin, pozitif korelasyon gostermesi spermatogenez
sirasindaki epigenetik diizenlemelerin somatik hiicrelerden farklilik gésterdigini diisiindiiren
bagka bir bulgudur. Bu farklarin ortaya konulabilmesi i¢in spermatogenik seri hiicrelerini
inceleyen ¢aligmalar planlanmalidir. Oligospermi grubunda, toplam sperm sayisi ile H19
ifadelenmesi arasinda ters iliski goriiliirken diger gruplarda bu iliskinin olmamasi
spermatogenez  sirasinda  epigenetik  degisikliklerin  aragtirilmasini  gerektiren

bulgularimizdandir.
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Kanser arastirmalarinda, /GF2A4S’nin biiyiime faktorii olan IGF2’nin ifadelenmesini
baskiladig1 goriilmiistiir [98]. Gebelerde depresif duygu durumu ve buna bagli kortizol
yiiksekliginin, plasentada IGF2AS metilasyonuyla dogrusal iligki gosterdigi saptanmistir
[99]. Erken donem gebelik kayiplarinin ardindan incelenen plasental villuslarda IGF2AS
metilasyon anomalisi goriilmiistir [54]. Calismamizda IGF2AS metilasyonu gruplar
arasinda anlamh fark gdstermemistir. IGF2AS ifadelenmesi degerlendirmemekle birlikte
fertil grupta IGF2 ifadelenmesi ile IGF2AS metilasyonu dogrusal iliski gostermektedir
(p<0,05). Oligospermi grubunda dogrusal iliski korunurken (p<0,05), normospermi
grubunda bu iligkinin tersine dondiigli goriilmiistiir (p>0,05). Bu bulgular spermatogenezde
IGF2 ve IGF2AS genlerinin epigenetik diizenlenmelerinin birbirlerine ve fertiliteye

etkilerininin aciklanmasina yonelik ¢alismalara ihtiya¢ duyuldugunu diisiindiirmiistir.

Yasa bagli olarak iireme sagliginda goriilen degisimler, kadinda daha belirgindir. Erkekte
ise yasin semen parametrelerine etkisi inceleyen bir ¢alismada artan yasa bagli olarak sperm
konsantrasyonu arttig1, toplam sperm sayisinin azaldigr ve DNA fragmantasyonunun arttigt
goriilmistiir [100, 101]. Paternal yasin 40 {stii olmasi bir yil igindeki spontan gebelik
sansini, 20 yas altindakilere gore anlamli olarak azaltmaktadir [102]. Bu g¢alismada tiim
gruplarda ortalama yas 40’1n altindadir. Gruplar arasindaki yas farki istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir. Sperm DNA metilomunda yasa bagl degisim gosteren ¢ok sayida
bolge gosterilmistir. Bu bolgeler incelenirken, geng (18-38 yas) ve yash (46-71 yas) erkekler
caligmaya dahil edilmistir. Calismanin sonucunda, metilasyonu yasa bagli degisen genler
arasinda bizim ¢alismamizdaki genler bulunmamaktadir [103]. Calismamizda fertil grupta
GNAS-AS metilasyonu ile yas arasinda dogrusal iliski goriilmiigken (p>0,05), infertil
gruplarda bu iligki tersine donmistiir ve normospermi grubunda anlamlidir (p<0,05). Fertil
grupta IGF2AS metilasyonu ile yas ters iliski gostermektedir (p<0,01), normospermi
grubunda ise ters iligki anlamli degildir. Oligospermi grubunda IGF2AS metilasyonu ile yas
arasindaki iligki dogrusaldir. MESTIT1 metilasyonu ve yas arasindaki iligki, normospermi
grubunda anlamli dogrusal iken oligospermi grubunda tersine donmiistiir. Fertil grupta,
MESTIT1 metilasyonu ve yas arasinda anlamli bir iligki goriilmemistir. Cao ve
arkadaslarinin smiflandirmasina gore ¢aligmamizda gruplarin yas ortalamasi geng grubuna
yakindir [103]. Calismamizda fertil grupta izlenen iligkilerin, infertil gruplarda degismesinin

nedenleri acgiklanmamistir. Ancak spermatogenez sirasinda bozulan mekanizmalarin
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fizyolojik  etkilerin  tersine c¢evrilmesine ve infertiliteyle sonuglanabilecegini

distindirm{istiir.

Yas acisindan benzer gruplarda buldugumuz transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel
degisimler, epigenetik mekanizmalarin erkek fertilitesi i¢in dogrudan, fetiis ve anne sagligi

acisindan dolayli etkilerinin incelenecegi yeni arastirmalar i¢in 6nemli veriler saglamistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Fertil, oligospermi ve normospermi gruplarinda paternal ifadelenen GNAS-AS CpG
diniikleotidlerinde buldugumuz anlamli metilasyon farklari, sperm sayisinin azaldigi
infertilite mekanizmasinda etkili olan yeni bir bolge bulunmasi agisindan Onemlidir.
Normospermi grubunda imprint bir gen olmayan CEP41 diniikleotidlerinde saptanan
metilasyon anomalisi ise sperm islevini hedef alan mekanizmalarin 6nemini géstermistir.
Incelenen genlerde metilasyonun farkli fenotipik dzelliklerle anlamli iliskiler gdstermeleri,
bu iliskilerin fertil ve infertil gruplarda degismesi, infertilitenin karmasik diizenlenme

mekanizmalarinin arastirilmasi i¢in yeni sorular olusturmustur.

Bu calismamizla somatik hiicrelerde tanimlanmis epigenetik mekanizmalarin germ
hiicrelerine dogrudan uyarlanmasinin yeterli olmayacagina dair 6rnekler vardir. Spermlerin
tasidiklar1 epigenom, spermatogenik seri ve genital kanallardan izler tasimaktadir.
MESTIT1, H19, GNASAS ve IGF2AS gibi kodlanmayan RNA’larin, DNA metilasyonlari ile
kendi transkriptlerinin ve hedef genlerinin ifadelenmeleri arasindaki korelasyonlar;
spermatogenez siirecindeki epigenetik degisikliklerin molekiiler diizeyde arastirilmasi i¢in

temel veriler teskil etmektedir.

Giintimiizde iiremeye yardimci tekniklerde kullanilan spermler morfoloji ve hareketlilik gibi
ozellikleri degerlendirilerek yapilmaktadir. Ancak bu spermler ¢aligmamizda gordiigimiiz
izere epigenetik anomaliler tasiyabilir. Canli dogum oranlarinin artmasi, komplikasyonlarin
azalmasi i¢in spermin molekiiler 6zelliklerini degerlendirecek yontemlerin gelistirilmesi

gerekmektedir.

Spermlerde DNA metilasyonu ve gen ifadelenmesini birlikte inceleyen bu tez caligmasiyla
GNAS ve CEP41 hipermetilasyonu erkek infertilitesi i¢in yeni bulgular olarak ortaya
koyulmustur. Fertil erkeklerde IGF2 gen ifadelenmesinin H19 ve IGF2AS metilasyonu ile
iligki iken infertil gruplarda bu iliskinin bozulmus olmasi erkek infertilitesinde epigenetigin

onemini vurgulamaktadir.
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EK-1. Etik Kurul Onay Belgesi




EK-1. (devam) Etik Kurul Onay Belgesi




EK-2. Spearman Korelasyon Testi Bulgular1

Correlations

gruplar MESTIT1_FC MEST_FC GNAS_FC CEP41_FC H19 _FC IGF2_FC
fertile Spearman's MESTIT1_FC Correlation 1,000 ,437" 467" ,582™" ,460" ,657™"
rho Coefficient
Sig. (2-tailed) 0,023 0,011 0,001 0,012 0,000
MEST_FC Correlation ,437" 1,000 ,884™" ,864™" 0,101 ,587""
Coefficient
Sig. (2-tailed) 0,023 0,000 0,000 0,615 0,001
GNAS_FC Correlation ,467" ,884™" 1,000 877" 0,218 ,666™
Coefficient
Sig. (2-tailed) 0,011 0,000 0,000 0,257 0,000
CEP41_FC Correlation ,582™" ,864"" 877" 1,000 0,346 ,6927
Coefficient
Sig. (2-tailed) 0,001 0,000 0,000 0,066 0,000
H19_FC Correlation ,460" 0,101 0,218 0,346 1,000 ,610™
Coefficient
Sig. (2-tailed) 0,012 0,615 0,257 0,066 0,000
IGF2_FC Correlation ,6577" ,587"" ,666™" ,692"" ,610™" 1,000
Coefficient
Sig. (2-tailed) 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000

V.



EK-2. (devam) Spearman Korelasyon Testi Bulgulari

Correlations

MESTITL_FC MEST_FC GNAS_FC | CEP41_FC H19 FC IGF2_FC
oligozoospermia Spearman's MESTIT1_FC Correlation 1,000 ,833" ,706™ ,648™ 579" ,581"
rho Coefficient
Sig. (2- 0,000 0,000 0,000 0,001 0,001
tailed)
MEST_FC Correlation ,833™ 1,000 , 789" ,754™ ,562™ ,618™
Coefficient
Sig. (2- 0,000 0,000 0,000 0,003 0,001
tailed)
GNAS_FC Correlation ,706™ , 789" 1,000 , 793" ,480" ,600™
Coefficient
Sig. (2- 0,000 0,000 0,000 0,013 0,001
tailed)
CEP41_FC Correlation ,648™ 754" , 793" 1,000 647" ,759™
Coefficient
Sig. (2- 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
tailed)
H19 FC Correlation 579" 562" ,480" 647" 1,000 ,856™
Coefficient
Sig. (2- 0,001 0,003 0,013 0,000 0,000
tailed)
IGF2_FC Correlation ,581™ ,618™ ,600™ , 759" ,856" 1,000
Coefficient
Sig. (2- 0,001 0,001 0,001 0,000 0,000
tailed)
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EK-2. (devam) Spearman Korelasyon Testi Bulgulari

Correlations

MESTIT1_FC MEST_FC GNAS_FC CEP41_FC H19 FC IGF2_FC
normozoospermia | Spearman's | MESTIT1_FC | Correlation 1,000 , 702" AT74™ 407" 0,232 ,552™
rho Coefficient
Sig. (2- 0,000 0,008 0,026 0,227 0,002
tailed)
MEST_FC Correlation ,702™ 1,000 ,448" ,494™ 0,353 ,605™
Coefficient
Sig. (2- 0,000 0,013 0,006 0,061 0,001
tailed)
GNAS_FC Correlation AT74™ 448" 1,000 ,761™ 0,098 465"
Coefficient
Sig. (2- 0,008 0,013 0,000 0,613 0,011
tailed)
CEP41_FC Correlation 407" ,494™ , 761" 1,000 0,148 478"
Coefficient
Sig. (2- 0,026 0,006 0,000 0,443 0,009
tailed)
H19_FC Correlation 0,232 0,353 0,098 0,148 1,000 547"
Coefficient
Sig. (2- 0,227 0,061 0,613 0,443 0,003
tailed)
IGF2_FC Correlation ,552" ,605™ ,465 478" 547" 1,000
Coefficient
Sig. (2- 0,002 0,001 0,011 0,009 0,003
tailed)

*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
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EK-2. (devam) Spearman Korelasyon Testi Bulgulari

Correlations

groups Age(year | BMI(kg/m semen sperm total sperm normal MESTIT1_F | MESTIT1
) 2) volume | concentrati sperm motility morpholo C methylatio
(ml) on count (%) ay (%) n
(million/ml) | (million)
o o Age(year) Correlation 1,000 0,015 -0,107 ,322™ ,246™ 0,034 ,142" -,339" 0,029
E E Coefficient
é Sig. (2-tailed) 0,833 0,122 0,000 0,000 0,627 0,040 0,000 0,679
a
(% BMI(kg/m2) Correlation 0,015 1,000 -0,033 ,282" ,203" -, 150" -0,100 ,242™ -,254"
Coefficient
Sig. (2-tailed) 0,833 0,639 0,000 0,003 0,029 0,149 0,000 0,000
semen volume | Correlation -0,107 -0,033 1,000 0,013 ,440™ -,238™ 0,072 267" -0,099
(ml) Coefficient
Sig. (2-tailed) 0,122 0,639 0,852 0,000 0,001 0,296 0,000 0,154
sperm Correlation 322" ,282" 0,013 1,000 ,886" ,188" ,253" -0,005 -0,002
concentration Coefficient
(million/ml) Sig. (2-tailed) 0,000 0,000 0,852 0,000 0,006 0,000 0,949 0,981
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EK-2. (devam) Spearman Korelasyon Testi Bulgulari

Correlations

Age(ye | BMI(kg/m | semen sperm total sperm sperm normal | MESTIT1_F MESTIT1
ar) 2) | volume | concentratio count motility | morphology C methylation
(ml) n (million) (%) (%)
(million/ml)
o ° total sperm Correlation ,246™ ,203" 440" ,886" 1,000 0,027 232" 0,092 -0,036
E E count Coefficient
é (million) Sig. (2-tailed) 0,000 0,003 0,000 0,000 0,700 0,001 0,190 0,601
s sperm Correlation 0,034 -,150" | -,238" ,188™ 0,027 1,000 ,156" -,252™ 0,017
& motility (%) Coefficient
Sig. (2-tailed) 0,627 0,029 0,001 0,006 0,700 0,023 0,000 0,812
normal Correlation ,142" -0,100 0,072 ,253™ ,232™ ,156" 1,000 -0,080 0,082
morphology Coefficient
(%) Sig. (2-tailed) 0,040 0,149 0,296 0,000 0,001 0,023 0,255 0,238
MESTIT1_F | Correlation -,339" ,242™ 267" -0,005 0,092 -,252™ -0,080 1,000 -0,072
C Coefficient
Sig. (2-tailed) 0,000 0,000 0,000 0,949 0,190 0,000 0,255 0,308
MESTIT1 Correlation 0,029 -,254" | -0,099 -0,002 -0,036 0,017 0,082 -0,072 1,000
methylation Coefficient
Sig. (2-tailed) 0,679 0,000 0,154 0,981 0,601 0,812 0,238 0,308

8.



EK-2. (devam) Spearman Korelasyon Testi Bulgulari

Correlations

Age(year | BMI(kg/m semen sperm total sperm normal | MESTIT1_F MESTIT1
) 2) volume | concentrati sperm motility | morpholo C | methylatio
(ml) on count (%) ay (%) n
(million/ml) | (million)
o o Age(year) Correlation 1,000 -,183" -0,051 0,114 0,082 417" 144 ,164" -,156"
% E Coefficient
g é Sig. (2- 0,008 0,462 0,098 0,238 0,000 0,044 0,017 0,024
g) g;_ tailed)
S n BMI(kg/m2) | Correlation -,183" 1,000 247" -0,046 0,073 0,071 0,002 -,198™ -0,125
Coefficient
Sig. (2- 0,008 0,000 0,510 0,290 0,303 0,976 0,004 0,070
tailed)
semen Correlation -0,051 247" 1,000 2717 ,613™ ,197™ -0,076 -,343" 0,001
volume (ml) | Coefficient
Sig. (2- 0,462 0,000 0,000 0,000 0,004 0,292 0,000 0,987
tailed)
sperm Correlation 0,114 -0,046 271" 1,000 ,867" ,194™ -,196" -,322" ,159"
concentratio | Coefficient
n (million/ml) | Sig. (2- 0,098 0,510 0,000 0,000 0,005 0,006 0,000 0,021
tailed)
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EK-2. (devam) Spearman Korelasyon Testi Bulgulari

Correlations

Age(year) | BMI(kg/m2) semen sperm total sperm sperm normal| MESTIT MESTIT1
volume| concentrati| count (million) | motility (%) morphology 1 FC| methylation
(ml) on (%)
(million/ml)
g £ |total Correlation 0,082 0,073 ,613™ 867" 1,000 ,231" -,218"| -,408™ 0,053
@ () -
2 S |sperm Coefficient
& | E |count | |
% g).)_ (million) Sig. (2-tailed) 0,238 0,290 0,000 0,000 0,001 0,002 0,000 0,444
sperm | Correlation - 417" 0,071 ,197" ,194™ 231" 1,000 -,218™ 0,042 0,090
motility | Coefficient
(%) Sig. (2-tailed) 0,000 0,303 0,004 0,005 0,001 0,002 0,550 0,194
normal |Correlation 144" 0,002 -0,076 -,196™ -,218" -,218™ 1,000 0,119 -,153"
morphol | Coefficient
ogy (%) |Sig. (2-tailed) 0,044 0,976 0,292 0,006 0,002 0,002 0,098 0,032
MESTIT | Correlation ,164" -,198" -,343" -,322" -,408" 0,042 0,119 1,000 0,044
1_FC Coefficient
Sig. (2-tailed) 0,017 0,004 0,000 0,000 0,000 0,550 0,098 0,524
MESTIT | Correlation -, 156" -0,125 0,001 ,159" 0,053 0,090 -,153" 0,044 1,000
1 Coefficient
methylat | Sig. (2-tailed) 0,024 0,070 0,987 0,021 0,444 0,194 0,032 0,524
ion
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EK-2. (devam) Spearman Korelasyon Testi Bulgulari

Correlations

Age(year) | BMI(kg/m2 semen sperm total sperm normal | MESTIT1_F MESTIT1
) volume | concentratio sperm motility | morpholog C | methylation
(ml) | n (million/ml) count (%) y (%)
(million)

o o |Age(year) Correlation 1,000 -,304™ -,208™ -0,068 -0,116 -,347" -0,059 0,072 ,206™
% E Coefficient

g é Sig. (2-tailed) 0,000 0,002 0,330 0,094 0,000 0,397 0,301 0,003

5 | §

% & |BMI(kg/m2) Correlation -,304™ 1,000 429" 0,034 224" ,309™ -0,016 -,329™ 0,111
c Coefficient

Sig. (2-tailed) 0,000 0,000 0,627 0,001 0,000 0,819 0,000 0,110

semen volume |Correlation -,208™ 429" 1,000 0,006 673" 0,095 -,219™ -,169" 0,023
(ml) Coefficient

Sig. (2-tailed) 0,002 0,000 0,929 0,000 0,168 0,001 0,014 0,737

sperm Correlation -0,068 0,034 0,006 1,000 ,663" 0,050 0,061 ,254" -0,053
concentration | Coefficient

(million/ml) Sig. (2-tailed) 0,330 0,627 0,929 0,000 0,475 0,378 0,000 0,448

total sperm Correlation -0,116 224 673" ,663™ 1,000 0,002 -,138" 0,129 0,012
count (million) | Coefficient

Sig. (2-tailed) 0,094 0,001 0,000 0,000 0,973 0,046 0,062 0,861
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EK-2. (devam) Spearman Korelasyon Testi Bulgulari

Correlations

Age(year) | BMI(kg/m2) semen sperm total sperm normal | MESTIT1_FC MESTIT1
volume | concentration sperm motility | morphology methylation
(ml)|  (million/ml) count (%) (%)
(million)

sperm motility | Correlation -,347" ,309" 0,095 0,050 0,002 1,000 -0,019 -,275" 0,022
(%) Coefficient

Sig. (2-tailed) 0,000 0,000 0,168 0,475 0,973 0,788 0,000 0,749

normal Correlation -0,059 -0,016 -,219™ 0,061 -,138" -0,019 1,000 0,065 -,137"
morphology (%) | Coefficient

Sig. (2-tailed) 0,397 0,819 0,001 0,378 0,046 0,788 0,352 0,047

MESTIT1_FC |Correlation 0,072 -,329™ -,169" ,254™ 0,129 -,275™ 0,065 1,000 -,139"
Coefficient

Sig. (2-tailed) 0,301 0,000 0,014 0,000 0,062 0,000 0,352 0,045

MESTIT1 Correlation ,206™ 0,111 0,023 -0,053 0,012 0,022 -,137 -,139" 1,000
methylation Coefficient

Sig. (2-tailed) 0,003 0,110 0,737 0,448 0,861 0,749 0,047 0,045

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).

*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).
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EK-2. (devam) Spearman Korelasyon Testi Bulgulari

Correlations

Age BMI| semen sperm | total sperm| sperm normal| MEST_FC MEST
(year) (kg/m2)| volume| concentration count| motility| morphology methylation
(mi)|  (million/ml)|  (million) (%) (%)
fertile | Spearman's | Age(year) Correlation Coefficient 1,000 0,015 | -0,107 322" ,246™ | 0,034 0,142 -,219" 0,047
rho Sig. (2-tailed) 0,874 0,245 0,000 0,007 | 0,715 0,123 0,023 0,608
BMI(kg/m2) Correlation Coefficient 0,015 1,000 | -0,033 ,282™ ,203" | -0,150 -0,100 ,312™ -0,078
Sig. (2-tailed) 0,874 0,724 0,002 0,026 | 0,101 0,277 0,001 0,397
semen Correlation Coefficient -0,107 -0,033 1,000 0,013 ,440™ | -,238" 0,072 ,285™ 0,003
volume (ml) Sig. (2-tailed) 0,245 0,724 0,889 0,000 | 0,009 0,432 0,003 0,974
sperm Correlation Coefficient 322" ,282" 0,013 1,000 ,886" | ,188" ,253" 0,000 0,037
concentration | Sig. (2-tailed) 0,000 0,002 0,889 0,000 | 0,039 0,005 0,996 0,691
(million/ml)
total sperm Correlation Coefficient ,246" ,203" ,440" ,886" 1,000 | 0,027 232" 0,083 0,070
count (million) | Sig. (2-tailed) 0,007 0,026 0,000 0,000 0,772 0,011 0,395 0,446
sperm motility | Correlation Coefficient 0,034 -0,150 | -,238" ,188" 0,027 | 1,000 0,156 -,281" -,205"
(%) Sig. (2-tailed) 0,715 0,101 0,009 0,039 0,772 0,088 0,003 0,025
normal Correlation Coefficient 0,142 -0,100 0,072 ,253" ,232" | 0,156 1,000 0,162 0,048
morphology Sig. (2-tailed) 0,123 0,277 0,432 0,005 0,011 | 0,088 0,094 0,600
(%)
MEST_FC Correlation Coefficient -,219" 312" ,285" 0,000 0,083 | -,281" 0,162 1,000 0,074
Sig. (2-tailed) 0,023 0,001 0,003 0,996 0,395 | 0,003 0,094 0,448
MEST Correlation Coefficient 0,047 -0,078 0,003 0,037 0,070 | -,205" 0,048 0,074 1,000
methylation
Sig. (2-tailed) 0,608 0,397 0,974 0,691 0,446| 0,025 0,600 0,448
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EK-2. (devam) Spearman Korelasyon Testi Bulgulari

Correlations

Age BMI| semen sperm | total sperm| sperm normal| MEST_FC MEST
(year) (kg/m2)| volume| concentration count| motility| morphology methylation
(ml)|  (million/ml)|  (million) (%) (%)
oligozo | Spearman's | Age(year) Correlation Coefficient 1,000 -,183"| -0,051 0,114 0,082| -,417" 0,144 0,130 0,087
osper rho Sig. (2-tailed) 0,045 0580 0213 0.375| 0,000 0,130 0,181 0,344
mic
BMI(kg/m2) Correlation Coefficient -,183" 1,000 247" -0,046 0,073| 0,071 0,002 -0,069 -0,168
Sig. (2-tailed) 0,045 0,006 0,620 0,426| 0,438 0,982 0,480 0,067
semen volume | Correlation Coefficient -0,051 247" 1,000 271" ,613™| 197" -0,076 -,388" 0,129
(mi) Sig. (2-tailed) 0,580 0,006 0,003 0,000| 0,031 0,428 0,000 0,159
sperm Correlation Coefficient 0,114 -0,046 271" 1,000 ,8677| ,194" -,196" -0,074 0,100
concentration It~ tailed) 0213 0,620| 0,003 0,000| 0,034 0,039 0,445 0,277
(million/ml)
total sperm Correlation Coefficient 0,082 0,073 ,613" 867" 1,000 231" -,218" -,303™ 0,119
count (million) < ailed) 0,375 0,426| 0,000 0,000 0,011 0,021 0,001 0,196
sperm motility | Correlation Coefficient 417" 0,071 ,197" ,194" ,231°| 1,000 -,218" 0,071 -0,069
0,
(%) Sig. (2-tailed) 0,000 0,438 0,031 0,034 0,011 0,021 0,465 0,456
normal Correlation Coefficient 0,144 0,002| -0,076 -,196" -,218"| -,218" 1,000 0,093 -0,079
morphology
(%)
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EK-2. (devam) Spearman Korelasyon Testi Bulgulari

Correlations

Age BMI| semen sperm | total sperm| sperm normal| MEST_FC MEST
(year) (kg/m2)| volume| concentration count| motility| morphology methylation
(mi)|  (million/ml)|  (million) (%) (%)
Sig. (2-tailed) 0,130 0,982 0,428 0,039 0,021| 0,021 0,357 0,407
MEST_FC Correlation Coefficient 0,130 -0,069 -,388" -0,074 -,303"| 0,071 0,093 1,000 -,226"
Sig. (2-tailed) 0,181 0,480 0,000 0,445 0,001| 0,465 0,357 0,019
MEST Correlation Coefficient 0,087 -0,168 0,129 0,100 0,119| -0,069 -0,079 -,226" 1,000
methylation 5o tailed) 0,344 0,067| 0,159 0,277 0,196| 0,456 0,407 0,019
normo |Spearman's |Age(year) Correlation Coefficient 1,000 -,304™ -,208" -0,068 -0,116| -,347" -0,059 -0,079 -0,096
h - -
zoospe | fho Sig. (2-tailed) 0001| 0,022 0,464 0,208| 0,000 0,524 0,392 0,298
rmic
BMI(kg/m2) Correlation Coefficient -,304™ 1,000 429" 0,034 224" ,309™ -0,016 -0,047 0,020
Sig. (2-tailed) 0,001 0,000 0,714 0,014| 0,001 0,863 0,611 0,831
semen volume | Correlation Coefficient -,208" 429" 1,000 0,006 ,673"| 0,095 -,219" -0,178 ,200°
(mb Sig. (2-tailed) 0,022 0,000 0,946 0,000| 0,300 0,016 0,052 0,028
sperm Correlation Coefficient -0,068 0,034 0,006 1,000 ,663"| 0,050 0,061 224" 0,094
concentration <t~ tailed) 0,464 0714| 0,946 0,000| 0,591 0,507 0,014 0,310
(million/ml)
total sperm Correlation Coefficient -0,116 224" 673" ,663™ 1,000/ 0,002 -0,138 0,028 ,192
count (million) < ailed) 0,208 0,014| 0,000 0,000 0,980 0,133 0,765 0,036
N 120 120 120 120 120 120 120 120 120
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EK-2. (devam) Spearman Korelasyon Testi Bulgulari

Correlations

Age BMI| semen sperm | total sperm| sperm normal| MEST_FC MEST
(year) (kg/m2)| volume| concentration count| motility| morphology methylation
(mi)|  (million/ml)|  (million) (%) (%)
sperm motility | Correlation Coefficient -,347" ,309™ 0,095 0,050 0,002| 1,000 -0,019 -0,123 0,105
0,
(%) Sig. (2-tailed) 0,000 0,001 0,300 0,591 0,980 0,840 0,182 0,251
normal Correlation Coefficient -0,059 -0,016 -,219" 0,061 -0,138| -0,019 1,000 ,304" -0,001
morphology 5~ ailed) 0,524 0863 0,016 0,507 0,133| 0,840 0,001 0,990
(%)
MEST_FC Correlation Coefficient -0,079 -0,047| -0,178 224" 0,028| -0,123 ,304™ 1,000 -,296"
Sig. (2-tailed) 0,392 0,611 0,052 0,014 0,765| 0,182 0,001 0,001
MEST Correlation Coefficient -0,096 0,020 ,200 0,094 ,192°| 0,105 -0,001 -,296™ 1,000
methylation 5 ailed) 0,298 0831 0,028 0,310 0,036| 0,251 0,990 0,001

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).

*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).
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EK-2. (devam) Spearman Korelasyon Testi Bulgulari

Correlations

groups Age(year) | BMI(kg/m2) | semen sperm total sperm normal IGF2_FC IGF2AS
volume | concentration | sperm | motility | morphology methylation
(ml) (million/ml) count (%) (%)
(million)
fertile | Spearman's | Age(year) Correlation Coefficient 1,000 0,015| -0,107 ,322" ,246™| 0,034 0,142 -,243™ -,331"
rho

Sig. (2-tailed) 0,859 0,192 0,000 0,002 0,682 0,084 0,003 0,000
BMI(kg/m2) Correlation Coefficient 0,015 1,000 -0,033 ,282™ ,203"|  -0,150 -0,100 0,088 0,052

Sig. (2-tailed) 0,859 0,693 0,000 0,013 0,066 0,224 0,290 0,524
semen volume | Correlation Coefficient -0,107 -0,033 1,000 0,013 440" -,238" 0,072 ,396™ 0,002
(ml)

Sig. (2-tailed) 0,192 0,693 0,875 0,000 0,003 0,378 0,000 0,985
sperm Correlation Coefficient 322" ,282" 0,013 1,000 ,886™ ,188" ,253" -0,023 -,229"
concentration

. Sig. (2-tailed) 0,000 0,000 0,875 0,000 0,021 0,002 0,782 0,005
(million/ml)
total sperm | Correlation Coefficient 246" ,203" 440" ,886™ 1,000 0,027 232" 0,140 -,219"
count (million)

Sig. (2-tailed) 0,002 0,013 0,000 0,000 0,745 0,004 0,093 0,007
sperm motility | Correlation Coefficient 0,034 -0,150| -,238" ,188" 0,027| 1,000 0,156 -,262" -0,136
(%)

Sig. (2-tailed) 0,682 0,066 0,003 0,021 0,745 0,056 0,001 0,097
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EK-2. (devam) Spearman Korelasyon Testi Bulgulari

Correlations

groups Age(year) | BMI(kg/m2) | semen sperm total sperm normal IGF2_FC IGF2AS
volume | concentration sperm | motility | morphology methylation
(ml) (million/ml) count (%) (%)
(million)
normal Correlation Coefficient 0,142 -0,100 0,072 ,253™ ,232™ 0,156 1,000 -0,102 -0,067
morphology =5 tailed) 0,084 0224| 0,378 0,002| 0,004] 0,056 0,221 0,414
(%)
IGF2_FC Correlation Coefficient -,243" 0,088 ,396™ -0,023 0,140 -,262" -0,102 1,000 ,194"
Sig. (2-tailed) 0,003 0,290 0,000 0,782 0,093 0,001 0,221 0,019

IGF2AS Correlation Coefficient -,331" 0,052 0,002 -,229" -,219”| -0,136 -0,067 ,194° 1,000
methylation =5 tailed) 0,000 0524| 0,985 0,005 0,007| 0,097 0,414 0,019

oligozoo | Spearman's | Age(year) Correlation Coefficient 1,000 -,183"| -0,051 0,114 0,082| -417" 0,144 0,056 ,165"

spermic | rho Sig. (2-tailed) 0,025 0535 0,163 0,320 0,000 0,089 0,496 0,044
BMI(kg/m2) Correlation Coefficient -,183" 1,000 247 -0,046 0,073 0,071 0,002 176" -0,002

Sig. (2-tailed) 0,025 0,002 0,579 0,373 0,385 0,980 0,031 0,977
semen volume | Correlation Coefficient -0,051 247" 1,000 271" ,613" ,197° -0,076 -,185 0,111
|

(mb Sig. (2-tailed) 0,535 0,002 0,001 0,000 0,016 0,374 0,023 0,178
sperm Correlation Coefficient 0,114 -0,046 2717 1,000 867" ,194 -,196" -,212™ 0,036
concentration 5~ tailed) 0,163 0579 0,001 0,000| 0,017 0,020 0,000 0,662
(million/ml)
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EK-2. (devam) Spearman Korelasyon Testi Bulgulari

Correlations

groups Age(year) | BMI(kg/m2) | semen sperm total sperm normal IGF2_FC IGF2AS
volume | concentration | sperm | motility | morphology methylation
(ml) (million/ml) count (%) (%)
(million)

total sperm | Correlation Coefficient 0,082 0,073 ,613" ,867" 1,000 231" -,218™ -,344™ -0,014
count (million)

Sig. (2-tailed) 0,320 0,373 0,000 0,000 0,005 0,010 0,000 0,865
sperm motility | Correlation Coefficient -,417" 0,071 ,197 ,194" 231" 1,000 -,218™ 0,036 -0,005
(%)

Sig. (2-tailed) 0,000 0,385 0,016 0,017 0,005 0,010 0,663 0,954
normal Correlation Coefficient 0,144 0,002| -0,076 -,196" -,218™| -,218" 1,000 0,130 -0,065
morphology
%) Sig. (2-tailed) 0,089 0,980 0,374 0,020 0,010 0,010 0,126 0,448

0

IGF2_FC Correlation Coefficient 0,056 ,176" -,185" -,212" -,344" 0,036 0,130 1,000 212"

Sig. (2-tailed) 0,496 0,031 0,023 0,009 0,000 0,663 0,126 0,009
IGF2AS Correlation Coefficient ,165" -0,002 0,111 0,036 -0,014| -0,005 -0,065 2127 1,000
methylation

Sig. (2-tailed) 0,044 0,977 0,178 0,662 0,865 0,954 0,448 0,009
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EK-2. (devam) Spearman Korelasyon Testi Bulgulari

Correlations

groups Age(year) | BMI(kg/m2) | semen sperm total sperm normal IGF2_FC IGF2AS
volume | concentration | sperm | motility | morphology methylation
(ml) (million/ml) count (%) (%)
(million)
normoz |Spearman's |Age(year) Correlation Coefficient 1,000 -,304™ -,208" -0,068 -0,116| -,347" -0,059 -,217" -0,073
oosper ho Sig. (2-tailed) 0,000 0,010 0412| 0,158 0,000 0,475 0,009 0,374
mic
BMI(kg/m2) Correlation Coefficient -,304™ 1,000 429" 0,034 ,224™ ,309” -0,016 -,234™ -0,088
Sig. (2-tailed) 0,000 0,000 0,682 0,006 0,000 0,847 0,005 0,282
semen volume | Correlation Coefficient -,208" 429" 1,000 0,006 ,673"| 0,095 -,219™ -0,147 0,025
| - -
(mi) Sig. (2-tailed) 0,010 0,000 0,940 0,000| 0,245 0,007 0,077 0,757
sperm Correlation Coefficient -0,068 0,034 0,006 1,000 ,663"| 0,050 0,061 226" 0,038
concentration i > tailed) 0,412 0,682 0,940 0,000| 0,547 0,458 0,006 0,644
(million/ml)
total sperm | Correlation Coefficient -0,116 224" ,673" ,663™ 1,000 0,002 -0,138 0,014 0,063
i
count (million) =5 tailed) 0,158 0,006| 0,000 0,000 0,977 0,093 0,863 0,445
sperm motility | Correlation Coefficient -,347" ,309" 0,095 0,050 0,002 1,000 -0,019 -,194" -0,090
0,
(%) Sig. (2-tailed) 0,000 0,000 0,245 0,547 0,977 0,821 0,019 0,272
normal Correlation Coefficient -0,059 -0,016| -,219" 0,061 -0,138| -0,019 1,000 0,160 -,327"
morphology =5 tailed) 0,475 0,847 0,007 0,458 0,093 0,821 0,055 0,000
(%)
IGF2_FC Correlation Coefficient 217" -,234" -0,147 226" 0,014 -,194" 0,160 1,000 -0,135
Sig. (2-tailed) 0,009 0,005 0,077 0,006 0,863 0,019 0,055 0,107
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EK-2. (devam) Spearman Korelasyon Testi Bulgulari

Correlations

groups Age(year) | BMI(kg/m2) | semen sperm total sperm normal IGF2_FC IGF2AS
volume | concentration | sperm | motility | morphology methylation
(ml) (million/ml) count (%) (%)
(million)
IGF2AS Correlation Coefficient -0,073 -0,088 0,025 0,038 0,063| -0,090 -,327" -0,135 1,000
methylation =5 tailed) 0,374 0282| 0,757 0,644| 0,445 0272 0,000 0,107

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).

*, Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).
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EK-2. (devam) Spearman Korelasyon Testi Bulgulari

Correlations

groups Age(year) | BMI(kg/m2) | semen sperm total sperm normal H19 H19
volume | concentration sperm motility | morphology FC methylation
(ml) (million/ml) count (%) (%)
(million)
fertile Spearman's | Age(year) Correlation Coefficient 1,000 0,015| -0,107 322" ,246™ 0,034 0,142| ,192" 0,082
rho Sig. (2-tailed) 0,859| 0,192 0,000]  0,002] 0,682 0,084 0,021 0,319
BMI(kg/m2) Correlation Coefficient 0,015 1,000 -0,033 ,282" ,203"|  -0,150 -0,100| -0,138 -0,106
Sig. (2-tailed) 0,859 0,693 0,000 0,013 0,066 0,224 0,099 0,195
semen volume | Correlation Coefficient -0,107 -0,033 1,000 0,013 440" -,238™ 0,072| ,361" -0,119
(mi) Sig. (2-tailed) 0,192 0,693 0,875 0,000 0,003 0,378 0,000 0,147
sperm Correlation Coefficient ,322" ,282™ 0,013 1,000 ,886™ ,188" ,253™| 221" -0,083
concentration =5 tailed) 0,000 0,000] 0875 0,000] 0,021 0,002| 0,008 0311
(million/ml)
total sperm Correlation Coefficient ,246™ ,203" 440" ,886" 1,000 0,027 232" ,329™ -0,118
count (million) =5 tailed) 0,002 0,013| 0,000 0,000 0,745 0,004| 0,000 0,151
sperm motility | Correlation Coefficient 0,034 -0,150| -,238" ,188" 0,027 1,000 0,156| -0,124 ,219"
%
(%) Sig. (2-tailed) 0,682 0,066 0,003 0,021 0,745 0,056| 0,138 0,007
normal Correlation Coefficient 0,142 -0,100 0,072 ,253" ,232™ 0,156 1,000/ 0,016 -0,034
morphology o7 tailed) 0,084 0224] 0,378 0,002| 0,004| 0,056 0,846 0,680
(%)
H19 FC Correlation Coefficient ,192" -0,138 ,361" 221" 329" -0,124 0,016| 1,000 -,167"
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EK-2. (devam) Spearman Korelasyon Testi Bulgulari

Correlations

groups Age(year) | BMI(kg/m2) | semen sperm total sperm normal H19 H19
volume | concentration sperm motility | morphology FC methylation
(ml) (million/ml) count (%) (%)
(million)
Sig. (2-tailed) 0,021 0,099 0,000 0,008 0,000 0,138 0,846 0,045
H19 Correlation Coefficient 0,082 -0,106| -0,119 -0,083 -0,118 ,219" -0,034| -,167" 1,000
hylati - -
methylation o> tailed) 0,319 0195 0,147 0311] 0151 0,007 0,680| 0,045
oligozoo | Spearman's | Age(year) Correlation Coefficient 1,000 -,183"| -0,051 0,114 0,082 -417" 0,144| 0,110 0,130
spermic | rho Sig. (2-tailed) 0,025| 0,535 0,163| 0,320| 0,000 0,089| 0,188 0,113
BMI(kg/m2) Correlation Coefficient -,183" 1,000 247" -0,046 0,073 0,071 0,002 0,052 0,124
Sig. (2-tailed) 0,025 0,002 0,579 0,373 0,385 0,980| 0,531 0,130
semen volume | Correlation Coefficient -0,051 247" 1,000 271" ,613" ,197" -0,076| -,215" 0,109
(mb Sig. (2-tailed) 0,535 0,002 0,001 0,000 0,016 0,374 0,009 0,184
sperm Correlation Coefficient 0,114 -0,046 271" 1,000 867" ,194" -,196"| -,313" 0,026
concentration 1<~ 2 tailed) 0,163 0579 0,001 0,000] 0,017 0,020| 0,000 0,748
(million/ml)
total sperm Correlation Coefficient 0,082 0,073 ,613" ,867" 1,000 231" -,218™| -,431" 0,076
count (million) == ailed) 0,320 0,373| 0,000 0,000 0,005 0,010| 0,000 0,352
sperm motility | Correlation Coefficient - 417" 0,071 197" ,194" 231" 1,000 -,218™| -0,093 -0,087
0,
(%) Sig. (2-tailed) 0,000 0,385 0,016 0,017 0,005 0,010| 0,264 0,289
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EK-2. (devam) Spearman Korelasyon Testi Bulgulari

Correlations

groups Age(year) | BMI(kg/m2) | semen sperm total sperm normal H19 H19
volume | concentration sperm motility | morphology FC methylation
(ml) (million/ml) count (%) (%)
(million)
normal Correlation Coefficient 0,144 0,002| -0,076 -,196" -,218™| -,218" 1,000 0,155 0,060
morphology
%) Sig. (2-tailed) 0,089 0,980 0,374 0,020 0,010 0,010 0,072 0,483
(1]
H19 FC Correlation Coefficient 0,110 0,052| -,215" -,313" -,431"| -0,093 0,155| 1,000 0,051
Sig. (2-tailed) 0,188 0,531 0,009 0,000 0,000 0,264 0,072 0,541
H19 Correlation Coefficient 0,130 0,124 0,109 0,026 0,076 -0,087 0,060 0,051 1,000
methylation
Sig. (2-tailed) 0,113 0,130 0,184 0,748 0,352 0,289 0,483| 0,541
normoz |Spearman's | Age(year) Correlation Coefficient 1,000 -,304" -,208" -0,068 -0,116| -,347" -0,059| -,282" 0,105
oosper |rho
mic Sig. (2-tailed) 0,000 0,010 0,412 0,158 0,000 0,475| 0,001 0,200
BMI(kg/m2) Correlation Coefficient -,304" 1,000 429" 0,034 224" ,309™ -0,016| 0,014 0,038
Sig. (2-tailed) 0,000 0,000 0,682 0,006 0,000 0,847| 0,865 0,644
semen volume | Correlation Coefficient -,208" ,429” 1,000 0,006 ,673" 0,095 -,219"| -0,133 0,112
(ml)
Sig. (2-tailed) 0,010 0,000 0,940 0,000 0,245 0,007| 0,112 0,173
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EK-2. (devam) Spearman Korelasyon Testi Bulgulari

Correlations

groups Age(year) | BMI(kg/m2) | semen sperm total sperm normal H19 H19
volume | concentration sperm motility | morphology FC methylation
(ml) (million/ml) count (%) (%)
(million)
sperm Correlation Coefficient -0,068 0,034 0,006 1,000 ,663™ 0,050 0,061| -0,138 0,109
concentration
. Sig. (2-tailed) 0,412 0,682 0,940 0,000 0,547 0,458| 0,099 0,185

(million/ml)
total sperm Correlation Coefficient -0,116 224" 673" ,663” 1,000 0,002 -0,138| -,229" 176"
count (million)

Sig. (2-tailed) 0,158 0,006 0,000 0,000 0,977 0,093| 0,006 0,031
sperm motility | Correlation Coefficient -, 347" ,309” 0,095 0,050 0,002 1,000 -0,019| 0,125 -0,011
(%)

Sig. (2-tailed) 0,000 0,000 0,245 0,547 0,977 0,821| 0,134 0,895
normal Correlation Coefficient -0,059 -0,016| -,219" 0,061 -0,138| -0,019 1,000| ,379" -0,096
morphology
%) Sig. (2-tailed) 0,475 0,847 0,007 0,458 0,093 0,821 0,000 0,243

(1]

H19 FC Correlation Coefficient -,282" 0,014 -0,133 -0,138 -,229" 0,125 ,3797| 1,000 -0,088

Sig. (2-tailed) 0,001 0,865 0,112 0,099 0,006 0,134 0,000 0,293
H19 Correlation Coefficient 0,105 0,038 0,112 0,109 ,176"|  -0,011 -0,096| -0,088 1,000
methylation

Sig. (2-tailed) 0,200 0,644 0,173 0,185 0,031 0,895 0,243| 0,293

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).

*, Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).
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EK-2. (devam) Spearman Korelasyon Testi Bulgulari

Correlations

groups Age(year) | BMI(kg/m2) | semen sperm total sperm normal GNAS_FC GNASAS
volume | concentration | sperm | motility | morphology methylation
(ml) (million/ml) count (%) (%)
(million)
fertile Spearman's | Age(year) Correlation Coefficient 1,000 0,015| -0,107 ,322" ,246™| 0,034 0,142 -0,082 0,155
rho
Sig. (2-tailed) 0,859 0,192 0,000 0,002 0,682 0,084 0,329 0,058
BMI(kg/m2) |Correlation Coefficient 0,015 1,000 -0,033 ,282™ ,203"|  -0,150 -0,100 ,280™ -0,123
Sig. (2-tailed) 0,859 0,693 0,000 0,013 0,066 0,224 0,001 0,134
semen Correlation Coefficient -0,107 -0,033 1,000 0,013 4407 -,238™ 0,072 ,176" 0,051
volume (ml)
Sig. (2-tailed) 0,192 0,693 0,875 0,000 0,003 0,378 0,034 0,533
sperm Correlation Coefficient ,322" ,282" 0,013 1,000 ,886™ ,188" ,253" 0,154 -0,153
concentration
. Sig. (2-tailed) 0,000 0,000 0,875 0,000 0,021 0,002 0,064 0,061
(million/ml)
total sperm Correlation Coefficient ,246™ ,203" 440" ,886" 1,000 0,027 232" 179" -0,090
count (million)
Sig. (2-tailed) 0,002 0,013 0,000 0,000 0,745 0,004 0,031 0,271
sperm motility | Correlation Coefficient 0,034 -0,150| -,238" ,188" 0,027 1,000 0,156 -0,139 0,016
%)
Sig. (2-tailed) 0,682 0,066 0,003 0,021 0,745 0,056 0,095 0,843
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EK-2. (devam) Spearman Korelasyon Testi Bulgulari

Correlations

groups Age(year) | BMI(kg/m2) | semen sperm total sperm normal GNAS_FC GNASAS
volume | concentration | sperm | motility | morphology methylation
(ml) (million/ml) count (%) (%)
(million)
normal Correlation Coefficient 0,142 -0,100 0,072 ,253" 232" 0,156 1,000 ,194 0,117
morphology
%) Sig. (2-tailed) 0,084 0,224 0,378 0,002 0,004 0,056 0,020 0,156
(1]
GNAS_FC Correlation Coefficient -0,082 ,280™ ,176" 0,154 ,179"| -0,139 ,194" 1,000 0,078
Sig. (2-tailed) 0,329 0,001 0,034 0,064 0,031 0,095 0,020 0,350
GNASAS Correlation Coefficient 0,155 -0,123 0,051 -0,153 -0,090 0,016 0,117 0,078 1,000
methylation
Sig. (2-tailed) 0,058 0,134 0,533 0,061 0,271 0,843 0,156 0,350
oligozoo | Spearman's | Age(year) Correlation Coefficient 1,000 -,183"| -0,051 0,114 0,082| -417" 0,144 -0,133 -0,033
spermic |rho
Sig. (2-tailed) 0,025 0,535 0,163 0,320 0,000 0,089 0,123 0,685
BMI(kg/m2) |Correlation Coefficient -,183" 1,000 247" -0,046 0,073 0,071 0,002 -0,021 -0,064
Sig. (2-tailed) 0,025 0,002 0,579 0,373 0,385 0,980 0,808 0,437
semen Correlation Coefficient -0,051 247" 1,000 271" ,613" ,197" -0,076 -,338™ -,240"
volume (ml)
Sig. (2-tailed) 0,535 0,002 0,001 0,000 0,016 0,374 0,000 0,003
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EK-2. (devam) Spearman Korelasyon Testi Bulgulari

Correlations

groups Age(year) | BMI(kg/m2) | semen sperm total sperm normal GNAS_FC GNASAS
volume | concentration | sperm | motility | morphology methylation
(ml) (million/ml) count (%) (%)
(million)
sperm Correlation Coefficient 0,114 -0,046 271" 1,000 ,867" ,194" -,196" -0,005 -0,045
concentration
- Sig. (2-tailed) 0,163 0,579 0,001 0,000 0,017 0,020 0,950 0,588
(million/ml)
total sperm Correlation Coefficient 0,082 0,073 ,613" ,867" 1,000 231" -,218™ -,210 -,194"
count (million)
Sig. (2-tailed) 0,320 0,373 0,000 0,000 0,005 0,010 0,015 0,018
sperm motility | Correlation Coefficient -, 417" 0,071 ,197" ,194" ,231"| 1,000 -,218" ,245™ 0,002
(%)
Sig. (2-tailed) 0,000 0,385 0,016 0,017 0,005 0,010 0,004 0,983
normal Correlation Coefficient 0,144 0,002| -0,076 -,196" -,218"| -,218" 1,000 0,006 -0,058
morphology
%) Sig. (2-tailed) 0,089 0,980 0,374 0,020 0,010 0,010 0,945 0,496
(1]
GNAS_FC Correlation Coefficient -0,133 -0,021| -,338" -0,005 -,210 ,245™ 0,006 1,000 ,216"
Sig. (2-tailed) 0,123 0,808 0,000 0,950 0,015 0,004 0,945 0,012
GNASAS Correlation Coefficient -0,033 -0,064| -,240" -0,045 -,194 0,002 -0,058 ,216" 1,000
methylation
Sig. (2-tailed) 0,685 0,437 0,003 0,588 0,018 0,983 0,496 0,012
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EK-2. (devam) Spearman Korelasyon Testi Bulgulari

Correlations

groups Age(year) | BMI(kg/m2) | semen sperm total sperm normal GNAS_FC GNASAS
volume | concentration | sperm | motility | morphology methylation
(ml) (million/ml) count (%) (%)
(million)
normoz |Spearman's |Age(year) Correlation Coefficient 1,000 -,304™ -,208" -0,068 -0,116| -,347" -0,059 -,216™ -, 272"
oosper |rho
mic Sig. (2-tailed) 0,000 0,010 0,412 0,158 0,000 0,475 0,008 0,001
BMI(kg/m2) | Correlation Coefficient -,304™ 1,000 429" 0,034 224" ,309™ -0,016 -0,097 -,193"
Sig. (2-tailed) 0,000 0,000 0,682 0,006 0,000 0,847 0,239 0,018
semen Correlation Coefficient -,208" 429" 1,000 0,006 ,673"| 0,095 -,219" 0,063 0,055
volume (ml)
Sig. (2-tailed) 0,010 0,000 0,940 0,000| 0,245 0,007 0,442 0,506
sperm Correlation Coefficient -0,068 0,034 0,006 1,000 ,663"| 0,050 0,061 251" -0,015
concentration
- Sig. (2-tailed) 0,412 0,682 0,940 0,000 0,547 0,458 0,002 0,851
(million/ml)
total sperm | Correlation Coefficient -0,116 ,224" 673" ,663" 1,000/ 0,002 -0,138 ,218" -0,003
count (million)
Sig. (2-tailed) 0,158 0,006 0,000 0,000 0,977 0,093 0,007 0,970
sperm motility | Correlation Coefficient -,347" ,309" 0,095 0,050 0,002 1,000 -0,019 -,162" 0,119
(%)
Sig. (2-tailed) 0,000 0,000 0,245 0,547 0,977 0,821 0,048 0,147
normal Correlation Coefficient -0,059 -0,016 -,219" 0,061 -0,138| -0,019 1,000 0,037 -0,054
morphology
%) Sig. (2-tailed) 0,475 0,847 0,007 0,458 0,093 0,821 0,655 0,510
0
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EK-2. (devam) Spearman Korelasyon Testi Bulgulari

Correlations

groups Age(year) | BMI(kg/m2) | semen sperm total sperm normal GNAS_FC GNASAS
volume | concentration | sperm | motility | morphology methylation
(ml) (million/ml) count (%) (%)
(million)
GNAS_FC Correlation Coefficient -,216" -0,097 0,063 251" ,218™|  -,162" 0,037 1,000 0,029
Sig. (2-tailed) 0,008 0,239 0,442 0,002 0,007 0,048 0,655 0,729
GNASAS Correlation Coefficient -,272" -,193" 0,055 -0,015 -0,003| 0,119 -0,054 0,029 1,000
methylation
Sig. (2-tailed) 0,001 0,018 0,506 0,851 0,970 0,147 0,510 0,729

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).

*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).

00T



EK-2. (devam) Spearman Korelasyon Testi Bulgulari

Correlations

groups Age(year) | BMI(kg/m2) | semen sperm total sperm normal CEP41_FC CEP41
volume | concentration | sperm | motility | morphology methylation
(ml) (million/ml) count (%) (%)
(million)
fertile | Spearman's |Age(year) Correlation Coefficient 1,000 0,015| -0,107 ,322" ,246™| 0,034 0,142 -0,147 0,092
rho
Sig. (2-tailed) 0,874 0,245 0,000 0,007 0,715 0,123 0,114 0,318
BMI(kg/m2) |Correlation Coefficient 0,015 1,000 -0,033 ,282™ ,203"|  -0,150 -0,100 0,153 -0,069
Sig. (2-tailed) 0,874 0,724 0,002 0,026 0,101 0,277 0,101 0,457
semen Correlation Coefficient -0,107 -0,033 1,000 0,013 440" -,238" 0,072 241" 0,047
volume (ml)
Sig. (2-tailed) 0,245 0,724 0,889 0,000 0,009 0,432 0,009 0,610
sperm Correlation Coefficient ,322" ,282" 0,013 1,000 ,886™ ,188" ,253™ 0,090 0,053
concentration
. Sig. (2-tailed) 0,000 0,002 0,889 0,000 0,039 0,005 0,335 0,565
(million/ml)
total sperm | Correlation Coefficient ,246™ ,203" 440" ,886" 1,000f 0,027 ,232" 0,142 0,075
count
. Sig. (2-tailed) 0,007 0,026 0,000 0,000 0,772 0,011 0,128 0,414
(million)
sperm Correlation Coefficient 0,034 -0,150| -,238" ,188" 0,027| 1,000 0,156 -0,162 0,146
motility (%)
Sig. (2-tailed) 0,715 0,101 0,009 0,039 0,772 0,088 0,083 0,111
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EK-2. (devam) Spearman Korelasyon Testi Bulgulari

Correlations

groups Age(year) | BMI(kg/m2) | semen sperm total sperm normal CEP41_FC CEP41
volume | concentration | sperm | motility | morphology methylation
(ml) (million/ml) count (%) (%)
(million)
normal Correlation Coefficient 0,142 -0,100 0,072 ,253" ,232°| 0,156 1,000 0,135 0,101
morphology
(%) Sig. (2-tailed) 0,123 0,277 0,432 0,005 0,011 0,088 0,148 0,273
0
CEP41_FC |Correlation Coefficient -0,147 0,153 241" 0,090 0,142| -0,162 0,135 1,000 -0,007
Sig. (2-tailed) 0,114 0,101 0,009 0,335 0,128 0,083 0,148 0,939
CEP41 Correlation Coefficient 0,092 -0,069 0,047 0,053 0,075 0,146 0,101 -0,007 1,000
methylation
Sig. (2-tailed) 0,318 0,457 0,610 0,565 0,414 0,111 0,273 0,939
oligozo |Spearman's |Age(year) Correlation Coefficient 1,000 -,183"| -0,051 0,114 0,082| -417" 0,144 224" 0,141
osperm |rho
ic Sig. (2-tailed) 0,045 0,580 0,213 0,375 0,000 0,130 0,015 0,126
BMI(kg/m2) |Correlation Coefficient -,183" 1,000 247" -0,046 0,073 0,071 0,002 0,142 -0,105
Sig. (2-tailed) 0,045 0,006 0,620 0,426 0,438 0,982 0,127 0,255
semen Correlation Coefficient -0,051 247" 1,000 271" ,613™ ,197° -0,076 -,278" 241"
volume (ml)
Sig. (2-tailed) 0,580 0,006 0,003 0,000 0,031 0,428 0,003 0,008
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EK-2. (devam) Spearman Korelasyon Testi Bulgulari

Correlations

groups Age(year) | BMI(kg/m2) | semen sperm total sperm normal CEP41_FC CEP41
volume | concentration | sperm | motility | morphology methylation
(ml) (million/ml) count (%) (%)
(million)
sperm Correlation Coefficient 0,114 -0,046 271" 1,000 ,867" ,194° -,196" -0,151 0,125
concentration
- Sig. (2-tailed) 0,213 0,620 0,003 0,000 0,034 0,039 0,105 0,173
(million/ml)
total sperm | Correlation Coefficient 0,082 0,073 ,613" ,867" 1,000 231" -,218" -,303™ ,182"
count
- Sig. (2-tailed) 0,375 0,426 0,000 0,000 0,011 0,021 0,001 0,046
(million)
sperm Correlation Coefficient -,417" 0,071 ,197° ,194 ,231" 1,000 -,218" -0,121 0,119
motility (%)
Sig. (2-tailed) 0,000 0,438 0,031 0,034 0,011 0,021 0,196 0,197
normal Correlation Coefficient 0,144 0,002 -0,076 -,196" -,218"| -,218" 1,000 0,059 0,102
morphology
(%) Sig. (2-tailed) 0,130 0,982 0,428 0,039 0,021 0,021 0,545 0,285
0
CEP41_FC |Correlation Coefficient 224" 0,142 -,278" -0,151 -,303"| -0,121 0,059 1,000 0,046
Sig. (2-tailed) 0,015 0,127 0,003 0,105 0,001 0,196 0,545 0,622
CEP41 Correlation Coefficient 0,141 -0,105 241" 0,125 ,182°| 0,119 0,102 0,046 1,000
methylation
Sig. (2-tailed) 0,126 0,255 0,008 0,173 0,046 0,197 0,285 0,622
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EK-2. (devam) Spearman Korelasyon Testi Bulgulari

Correlations

groups Age(year) | BMI(kg/m2) | semen sperm total sperm normal CEP41_FC CEP41
volume | concentration | sperm | motility | morphology methylation
(ml) (million/ml) count (%) (%)
(million)
normoz | Spearman’'s |Age(year) Correlation Coefficient 1,000 -,304™ -,208" -0,068 -0,116| -,347" -0,059 -,282™ -0,053
oosper |rho
mic Sig. (2-tailed) 0,001 0,022 0,464 0,208 0,000 0,524 0,002 0,563
BMI(kg/m2) | Correlation Coefficient -,304™ 1,000 429" 0,034 224" ,309” -0,016 -0,023 0,101
Sig. (2-tailed) 0,001 0,000 0,714 0,014 0,001 0,863 0,806 0,272
semen Correlation Coefficient -,208" 429" 1,000 0,006 ,673"| 0,095 -,219" 0,098 -0,015
volume (ml)
Sig. (2-tailed) 0,022 0,000 0,946 0,000 0,300 0,016 0,287 0,873
sperm Correlation Coefficient -0,068 0,034 0,006 1,000 ,663"| 0,050 0,061 262" -0,002
concentration
- Sig. (2-tailed) 0,464 0,714 0,946 0,000 0,591 0,507 0,004 0,982
(million/ml)
total sperm | Correlation Coefficient -0,116 224" ,673" ,663" 1,000f 0,002 -0,138 ,238" -0,043
count
(million) Sig. (2-tailed) 0,208 0,014 0,000 0,000 0,980 0,133 0,009 0,642
sperm Correlation Coefficient -,347" ,309" 0,095 0,050 0,002| 1,000 -0,019 -0,104 -0,043
motility (%)
Sig. (2-tailed) 0,000 0,001 0,300 0,591 0,980 0,840 0,257 0,641
normal Correlation Coefficient -0,059 -0,016 -,219" 0,061 -0,138| -0,019 1,000 ,192° -0,060
morphology
%) Sig. (2-tailed) 0,524 0,863 0,016 0,507 0,133 0,840 0,035 0,513
0

¥0T



EK-2. (devam) Spearman Korelasyon Testi Bulgulari

Correlations

groups Age(year) | BMI(kg/m2) | semen sperm total sperm normal CEP41_FC CEP41
volume | concentration | sperm | motility | morphology methylation
(ml) (million/ml) count (%) (%)
(million)

CEP41_FC |Correlation Coefficient -,282" -0,023 0,098 ,262™ ,238"| -0,104 ,192" 1,000 ,184"

Sig. (2-tailed) 0,002 0,806 0,287 0,004 0,009 0,257 0,035 0,044
CEP41 Correlation Coefficient -0,053 0,101| -0,015 -0,002 -0,043| -0,043 -0,060 ,184" 1,000
methylation

Sig. (2-tailed) 0,563 0,272 0,873 0,982 0,642 0,641 0,513 0,044

**, Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).

*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).
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EK-2. (devam) Spearman Korelasyon Testi Bulgulari

Correlations

Groups Age BMI semen sperm total sperm | normal | GNAS_ | GNASAS_ | GNASAS_C | GNASAS_C | GNASAS_C |GNASAS_C
(year) | (kg/m2) | volume |concentrati| sperm |motility | morpho| FC CpG1 pG2 pG3 pG4 pG5
(ml) on count (%) logy
(million/ml) | (million) (%)
fertile | Spearman's | Age(year) Correlation | 1,000| 0,015| -0,107 0,322 0,246| 0,034| 0,142| -0,087 0,213 0,213 0,213 -0,103 0,237
rho Coefficient
Sig. (2- 0,939 0,573 0,083 0,190| 0,860| 0,455| 0,653 0,258 0,258 0,258 0,588 0,208
tailed)
BMI(kg/m2) |Correlation | 0,015| 1,000| -0,033 0,282 0,203| -0,150| -0,100| 0,264 -0,155 -0,155 -0,155 -0,225 -0,039
Coefficient
Sig. (2- 0,939 0,864 0,132 0,281| 0,428| 0,599| 0,166 0,413 0,413 0,413 0,233 0,837
tailed)
semen Correlation | -0,107| -0,033 1,000 0,013 ,440"| -0,238| 0,072| 0,177 0,051 0,051 0,051 0,226 -0,024
volume (ml) | Coefficient
Sig. (2- 0,573| 0,864 0,946 0,015| 0,206| 0,704| 0,359 0,790 0,790 0,790 0,229 0,898
tailed)
sperm Correlation | 0,322 0,282 0,013 1,000 ,8867| 0,188| 0,253 0,148 -0,172 -0,172 -0,172 -0,161 -0,185
concentratio | Coefficient
n (million/ml) | Sig. (2- 0,083| 0,132 0,946 0,000| 0,319| 0,178| 0,444 0,364 0,364 0,364 0,397 0,328
tailed)
total sperm|Correlation | 0,246 0,203 ,440° ,886" 1,000 0,027| 0,232 0,174 -0,098 -0,098 -0,098 -0,019 -0,165
count Coefficient
(million) Sig. (2- 0,190| 0,281 0,015 0,000 0,888| 0,218| 0,366 0,606 0,606 0,606 0,920 0,383
tailed)
sperm Correlation | 0,034 -0,150| -0,238 0,188 0,027| 1,000| 0,156| -0,134 0,020 0,020 0,020 0,154 -0,071
motility (%) | Coefficient
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EK-2. (devam) Spearman Korelasyon Testi Bulgulari

Correlations

Groups Age BMI semen sperm total sperm | normal | GNAS_ | GNASAS_ | GNASAS_C | GNASAS_C | GNASAS_C |GNASAS_C
(year) | (kg/m2) | volume |concentrati| sperm |motility | morpho| FC CpG1 pG2 pG3 pG4 pG5
(ml) on count (%) logy
(million/ml) | (million) (%)
Sig. (2- 0,860| 0,428 0,206 0,319 0,888 0,409| 0,490 0,914 0,914 0,914 0,415 0,709
tailed)
normal Correlation | 0,142| -0,100 0,072 0,253 0,232| 0,156| 1,000| 0,191 0,163 0,163 0,163 0,138 0,036
morphology | Coefficient
(%) Sig. (2- 0,455| 0,599 0,704 0,178 0,218| 0,409 0,321 0,388 0,388 0,388 0,466 0,849
tailed)
GNAS_FC |Correlation | -0,087| 0,264 0,177 0,148 0,174| -0,134| 0,191| 1,000 0,160 0,160 0,160 0,027 -0,093
Coefficient
Sig. (2- 0,653| 0,166 0,359 0,444 0,366| 0,490| 0,321 0,406 0,406 0,406 0,889 0,630
tailed)
GNASAS_C |Correlation | 0,213| -0,155 0,051 -0,172| -0,098| 0,020| 0,163| 0,160 1,000 1,000” 1,000 0,236 7227
pG1l Coefficient
Sig. (2- 0,258| 0,413 0,790 0,364 0,606| 0,914| 0,388| 0,406 0,210 0,000
tailed)
GNASAS_C |Correlation | 0,213| -0,155 0,051 -0,172| -0,098| 0,020| 0,163| 0,160 1,000 1,000 1,000™ 0,236 7227
pG2 Coefficient
Sig. (2- 0,258| 0,413 0,790 0,364 0,606| 0,914| 0,388| 0,406 0,210 0,000
tailed)
GNASAS_C |Correlation | 0,213| -0,155 0,051 -0,172| -0,098| 0,020| 0,163| 0,160 1,000 1,000 1,000 0,236 7227
pG3 Coefficient
Sig. (2- 0,258| 0,413 0,790 0,364 0,606| 0,914| 0,388| 0,406 0,210 0,000
tailed)
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EK-2. (devam) Spearman Korelasyon Testi Bulgulari

Correlations

Groups Age BMI semen sperm total sperm | normal | GNAS_ | GNASAS_ | GNASAS_C | GNASAS_C | GNASAS_C |GNASAS_C
(year) | (kg/m2) | volume |concentrati| sperm | motility | morpho FC CpG1 pG2 pG3 pG4 pG5
(ml) on count (%) logy
(million/ml) | (million) (%)
GNASAS_C |Correlation | -0,103| -0,225 0,226 -0,161| -0,019| 0,154| 0,138| 0,027 0,236 0,236 0,236 1,000 0,272
pG4 Coefficient
Sig. (2- 0,588 0,233 0,229 0,397 0,920| 0,415| 0,466| 0,889 0,210 0,210 0,210 0,146
tailed)
GNASAS_C |Correlation | 0,237| -0,039| -0,024 -0,185| -0,165| -0,071| 0,036| -0,093 722" 722" 7227 0,272 1,000
pG5 Coefficient
Sig. (2- 0,208| 0,837 0,898 0,328 0,383| 0,709 0,849 0,630 0,000 0,000 0,000 0,146
tailed)
oligoz | Spearman's | Age(year) Correlation | 1,000| -0,183 -0,051 0,114 0,082| -,417°| 0,144| -0,172 0,049 -0,120 -0,026 -0,155 0,044
oospe | rho Coefficient
rmic Sig. (2- 0,333 0,789 0,547 0,668| 0,022| 0,464| 0,392 0,796 0,527 0,891 0,415 0,819
tailed)
BMI(kg/m2) |Correlation | -0,183 1,000 0,247 -0,046 0,073| 0,071| 0,002| -0,024 -0,319 0,008 -0,113 0,096 0,052
Coefficient
Sig. (2- 0,333 0,188 0,811 0,700 0,707| 0,991| 0,904 0,086 0,968 0,551 0,613 0,784
tailed)
semen Correlation | -0,051| 0,247 1,000 0,271 ,613"| 0,197| -0,076| -0,345 -0,308 -0,239 -0,310 -0,013 -0,310
volume (ml) | Coefficient
Sig. (2- 0,789 0,188 0,148 0,000| 0,297| 0,702 0,078 0,098 0,204 0,096 0,945 0,096
tailed)
sperm Correlation | 0,114| -0,046 0,271 1,000 ,8677| 0,194| -0,196| -0,030 -0,185 -0,194 0,075 0,149 0,013
concentratio | Coefficient
n (million/ml) | Sig. (2- 0,547| 0,811 0,148 0,000 0,304| 0,318| 0,882 0,328 0,304 0,696 0,433 0,945
tailed)
total sperm|Correlation | 0,082| 0,073 ,613™ ,867" 1,000| 0,231| -0,218| -0,230 -0,340 -0,294 -0,140 0,064 -0,201
count Coefficient
(million) Sig. (2- 0,668 0,700 0,000 0,000 0,220 0,265| 0,249 0,066 0,115 0,462 0,736 0,288
tailed)
sperm Correlation | -,417"| 0,071 0,197 0,194 0,231| 1,000 -0,218| 0,265 -0,108 -0,067 -0,013 0,333 -0,013
motility (%) | Coefficient
Sig. (2- 0,022| 0,707 0,297 0,304 0,220 0,266| 0,182 0,570 0,726 0,944 0,072 0,944
tailed)
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EK-2. (devam) Spearman Korelasyon Testi Bulgulari

Correlations

Groups Age BMI semen sperm total sperm | normal | GNAS_ | GNASAS_ | GNASAS_C | GNASAS_C | GNASAS_C |GNASAS_C
(year) | (kg/m2) | volume |concentrati| sperm |motility | morpho| FC CpG1 pG2 pG3 pG4 pG5
(ml) on count (%) logy
(million/ml) | (million) (%)
normal Correlation | 0,144 0,002| -0,076 -0,196| -0,218| -0,218| 1,000| -0,012 0,194 -0,006 -0,121 -0,359 -0,121
morphology | Coefficient
(%) Sig. (2- 0,464| 0,991 0,702 0,318 0,265| 0,266 0,953 0,323 0,976 0,540 0,061 0,540
tailed)
GNAS_FC |Correlation | -0,172| -0,024| -0,345 -0,030| -0,230| 0,265| -0,012| 1,000 0,197 0,352 0,163 0,036 0,304
Coefficient
Sig. (2- 0,392 0,904 0,078 0,882 0,249| 0,182| 0,953 0,325 0,072 0,417 0,857 0,123
tailed)
GNASAS_C |Correlation | 0,049| -0,319| -0,308 -0,185| -0,340| -0,108| 0,194| 0,197 1,000 ,614" ,693™ 0,236 ,533"
pG1l Coefficient
Sig. (2- 0,796| 0,086 0,098 0,328 0,066| 0,570| 0,323| 0,325 0,000 0,000 0,210 0,002
tailed)
GNASAS_C |Correlation | -0,120| 0,008| -0,239 -0,194| -0,294| -0,067| -0,006| 0,352 ,614" 1,000 ,645™ 0,356 ,645™
pG2 Coefficient
Sig. (2- 0,527| 0,968 0,204 0,304 0,115| 0,726| 0,976| 0,072 0,000 0,000 0,053 0,000
tailed)
GNASAS_C |Correlation | -0,026| -0,113| -0,310 0,075| -0,140| -0,013| -0,121| 0,163 ,693" ,645™ 1,000 ,553™ ,830™
pG3 Coefficient
Sig. (2- 0,891| 0,551 0,096 0,696 0,462| 0,944| 0,540 0,417 0,000 0,000 0,002 0,000
tailed)
GNASAS_C |Correlation | -0,155| 0,096| -0,013 0,149 0,064| 0,333| -0,359| 0,036 0,236 0,356 ,553" 1,000 ,553™
pG4 Coefficient
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EK-2. (devam) Spearman Korelasyon Testi Bulgular1

Correlations

Groups Age BMI semen sperm total sperm | normal | GNAS_ | GNASAS_ | GNASAS_C | GNASAS_C | GNASAS_C |GNASAS_C
(year) | (kg/m2) | volume |concentrati| sperm |motility | morpho| FC CpG1 pG2 pG3 pG4 pG5
(ml) on count (%) logy
(million/ml) | (million) (%)
Sig. (2- 0,415| 0,613 0,945 0,433 0,736| 0,072 0,061| 0,857 0,210 0,053 0,002 0,002
tailed)
GNASAS_C |Correlation | 0,044| 0,052| -0,310 0,013| -0,201| -0,013| -0,121| 0,304 ,533" ,645™ ,830™ ,553™ 1,000
pG5 Coefficient
Sig. (2- 0,819| 0,784 0,096 0,945 0,288| 0,944| 0,540 0,123 0,002 0,000 0,000 0,002
tailed)
normo | Spearman's | Age(year) Correlation | 1,000| -0,304| -0,208 -0,068| -0,116| -0,347| -0,059| -0,213 -0,324 -0,213 -0,223 -,457" -0,267
zoosp |rho Coefficient
ermic Sig. (2- 0,103 0,269 0,723 0,542| 0,060| 0,758| 0,258 0,080 0,258 0,237 0,011 0,154
tailed)
BMI(kg/m2) |Correlation | -0,304| 1,000 429 0,034 0,224| 0,309| -0,016| -0,095 -0,183 -0,267 -, 424" 0,005 -0,104
Coefficient
Sig. (2- 0,103 0,018 0,859 0,235 0,097| 0,933| 0,617 0,334 0,153 0,020 0,978 0,584
tailed)
semen Correlation | -0,208 429 1,000 0,006 ,673"| 0,095| -0,219| 0,061 0,144 0,032 -0,076 0,160 0,056
volume (ml) | Coefficient
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EK-2. (devam) Spearman Korelasyon Testi Bulgulari

Correlations

Groups Age BMI semen sperm total sperm | normal | GNAS_ | GNASAS_ | GNASAS_C | GNASAS_C | GNASAS_C |GNASAS_C
(year) | (kg/m2) | volume |concentrati| sperm |motility | morpho| FC CpG1 pG2 pG3 pG4 pG5
(ml) on count (%) logy
(million/ml) | (million) (%)
Sig. (2- 0,269| 0,018 0,974 0,000| 0,616| 0,245| 0,748 0,448 0,865 0,690 0,400 0,771
tailed)
sperm Correlation | -0,068| 0,034 0,006 1,000 ,663"| 0,050| 0,061| 0,258 -0,070 -0,177 -0,066 0,264 0,035
concentratio | Coefficient
n (million/ml) | Sig. (2- 0,723| 0,859 0,974 0,000 0,795| 0,748| 0,169 0,713 0,349 0,728 0,159 0,855
tailed)
total sperm|Correlation | -0,116| 0,224 673" ,663™ 1,000 0,002| -0,138| 0,221 -0,012 -0,126 -0,144 0,305 0,035
count Coefficient
(million) Sig. (2- 0,542| 0,235 0,000 0,000 0,990| 0,468| 0,240 0,951 0,508 0,448 0,101 0,856
tailed)
sperm Correlation | -0,347| 0,309 0,095 0,050 0,002| 1,000 -0,019| -0,164 0,172 0,233 0,082 0,067 0,066
motility (%) | Coefficient
Sig. (2- 0,060 0,097 0,616 0,795 0,990 0,922| 0,386 0,365 0,216 0,667 0,723 0,730
tailed)
normal Correlation | -0,059| -0,016| -0,219 0,061| -0,138| -0,019| 1,000| 0,033 -0,093 -0,040 0,137 -0,106 -0,197
morphology | Coefficient
(%) Sig. (2- 0,758| 0,933 0,245 0,748 0,468| 0,922 0,864 0,626 0,833 0,471 0,579 0,297
tailed)
GNAS_FC |Correlation | -0,213| -0,095 0,061 0,258 0,221| -0,164| 0,033| 1,000 0,237 0,126 -0,058 0,005 -0,166
Coefficient
Sig. (2- 0,258| 0,617 0,748 0,169 0,240| 0,386| 0,864 0,207 0,508 0,760 0,978 0,382
tailed)

171



EK-2. (devam) Spearman Korelasyon Testi Bulgular1

Correlations

Groups Age BMI semen sperm total sperm | normal | GNAS_ | GNASAS_ | GNASAS_C | GNASAS_C | GNASAS_C |GNASAS_C
(year) | (kg/m2) | volume |concentrati| sperm |motility | morpho| FC CpG1 pG2 pG3 pG4 pG5
(ml) on count (%) logy
(million/ml) | (million) (%)
GNASAS_C |Correlation | -0,324| -0,183 0,144 -0,070| -0,012| 0,172| -0,093| 0,237 1,000 ,934” ,729™ 0,211 ,605™
pG1l Coefficient
Sig. (2- 0,080| 0,334 0,448 0,713 0,951| 0,365| 0,626| 0,207 0,000 0,000 0,264 0,000
tailed)
GNASAS_C |Correlation | -0,213| -0,267 0,032 -0,177| -0,126| 0,233| -0,040| 0,126 ,934" 1,000 ,796™ 0,183 ,544™
pG2 Coefficient
Sig. (2- 0,258| 0,153 0,865 0,349 0,508| 0,216| 0,833| 0,508 0,000 0,000 0,334 0,002
tailed)
GNASAS_C |Correlation | -0,223| -,424"| -0,076 -0,066| -0,144| 0,082| 0,137| -0,058 ,729" ,796" 1,000 ,391 4717
pG3 Coefficient
Sig. (2- 0,237| 0,020 0,690 0,728 0,448| 0,667| 0,471| 0,760 0,000 0,000 0,033 0,009
tailed)
GNASAS_C |Correlation | -,457"| 0,005 0,160 0,264 0,305| 0,067| -0,106| 0,005 0,211 0,183 ,391° 1,000 44T
pG4 Coefficient
Sig. (2- 0,011| 0,978 0,400 0,159 0,101| 0,723| 0,579| 0,978 0,264 0,334 0,033 0,013
tailed)
GNASAS_C |Correlation | -0,267| -0,104 0,056 0,035 0,035| 0,066| -0,197| -0,166 ,605™ ,544" 471" 44T 1,000
pG5 Coefficient
Sig. (2- 0,154| 0,584 0,771 0,855 0,856| 0,730 0,297| 0,382 0,000 0,002 0,009 0,013
tailed)

*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).

FC: Fold Change
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