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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi
bir kismini, basili (kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve asagida verilen kosullarla
kullanima a¢ma iznini Hacettepe Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle
Universiteye verilen kullanim haklar1 disindaki tiim fikri miilkiyet haklarim bende
kalacak, tezimin tamaminin ya da bir boliimiiniin gelecekteki ¢alismalarda (makale,
kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklar1 bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢aligmam oldugunu, baskalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve
tezimin tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif
hakki bulunan ve sahiplerinden yazili izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin
yazili izin almarak kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim
etmeyi taahhit ederim.

Yiiksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik
Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Acilmasima Iliskin Yoénerge”!
kapsaminda tezim asagida belirtilen kosullar haricince YOK Ulusal Tez Merkezi /
H.U. Kiitiiphaneleri A¢ik Erisim Sisteminde erisime agilir.

o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulu karari ile tezimin erigime agilmasi
mezuniyet tarihimden itibaren 2 y1l ertelenmistir. )

o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karar ile tezimin erigime
ac1lmas1 mezuniyet tarihimden itibaren ... ay ertelenmistir. @

o Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmistir. ®

30/06/2021

Unzilé SUR

L isansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmas1, Diizenlenmesi ve Erisime Acilmasma iliskin Yonerge”

(1) Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent bagvurusu yapilmasi veya patent alma siirecinin devam etmesi durumunda,
tez damgmaninin Onerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii iizerine enstitii veya fakdlte yénetim kurulu
iki yil siire ile tezin erisime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye doniismemis veya patent gibi
yontemlerle korunmamus ve internetten paylasilmasi durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang imkani
olusturabilecek bilgi ve bulgulari igeren tezler hakkinda tez damgmaninin onerisi ve enstitii anabilim dalimin uygun
goriisii lizerine enstitl veya fakulte yonetim kurulunun gerekgeli karar ile alti ay1 asmamak lizere tezin erisime
agilmast engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlar1 veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik, saglik vb. konulara
iliskin lisansiistii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildigi kurum tarafindan verilir *. Kurum ve kuruluslarla
yapilan isbirligi protokolii ¢ercevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iliskin gizlilik karart ise, ilgili kurum ve
kurulusun onerisi ile enstitll veya fakultenin uygun goriisii iizerine Universite yonetim kurulu tarafindan verilir.
Gizlilik karari verilen tezler Yiiksekogretim Kuruluna bildirilir.

Madde 7.2. Gizlilik karar1 verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallari ¢ergevesinde
muhafaza edilir, gizlilik kararinin kaldirilmasi halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir.

* Tez damismanimin Onerisi ve enstitll anabilim dalimn uygun goriisii tizerine enstity veya fakllte
yonetim kurulu tarafindan karar verilir.
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Bu ¢alismadaki biitlin bilgi ve belgeleri akademik kurallar gergevesinde elde ettigimi,
gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglar1 bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak
sundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi, yararlandigim
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TESEKKUR

Tiim lisansiistii egitimim boyunca heyecanima ortaklik eden, degerli bilgileri
ile bana yol gosteren, fikirlerimi destekleyerek calismalarimda beni her daim
cesaretlendiren, sadece danismanlik degil rehberlik de yaparak akademisyen olma
yolumda bana 151k olan ve bu tez calismasinin olusmasi i¢in her tiirlii destegi saglayan
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School of Public Health and Health Sciences 6gretim iiyesi sayin J. Richard Pilsner ve
sevgili ekibine,

Tez ¢alismam boyunca bana destek olan Prof. Dr. Emirhan Nemutlu, Dog. Dr.
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Dal1 6gretim liyelerine,

Tez calismami degerli bularak destekleyen Hacettepe Universitesi Ogretim
Uyesi Yetistirme Programi Koordinatdrliigii, Lokman Hekim Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi ve Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma

Kurumu’na,

Bu zorlu sure¢ boyunca beni her konuda tam anlamiyla destekleyen, higbir

zaman yalniz birakmayan sevgili Esim’e,
Ve canim Roket Takimi’na,

Tesekkiir ederim.
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OZET

Sur, U. Erken Adélesan ve Adélesan Dénemde Ftalat Maruziyetinin Epigenetik
Mekanizmalar ve Metabolik Profil Uzerindeki Etkilerinin Incelenmesi,
Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmasotik Toksikoloji
Programm Doktora Tezi, Ankara, 2021. Di (2-etil hekzil) ftalat (DEHP), kisisel
bakim irlinlerinden oyuncaklara kadar birgok iirlinde/ambalajinda kullanilan ve
endokrin bozucu 6zellikleri olan bir kimyasal maddedir. DEHP ile ilgili yapilan
calismalar toksisitenin 6zellikle erkek lireme sistemini hedefledigini gostermektedir.
Bu tez ¢alismasinda, Sprague Dawley erkek sicanlar, erken addlesan ve addlesan
donem boyunca 30 mg/kg/glin (DD grubu) ve 60 mg/kg/giin (YD grubu) DEHP’e
maruz birakilarak olusan toksisitenin sonuglar yetiskinlik déneminde kontrol grubu
ile karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. Bu dogrultuda, sperm parametrelerindeki
degisiklikler, oksidatif stres olusumu (total glutatyon, total antioksidan kapasite ve
lipit peroksidasyonu diizeyleri), histopatolojik ve apoptotik degisiklikler incelenmistir.
Epigenetik degisiklikler irdelenmis ve metabolomik analizler yapilmistir. DEHP
maruziyeti ile sperm sayi, motilite ve morfolojisinde anlamli degisimler ve doku
hasarina isaret eden histopatolojik degisiklikler meydana gelmistir. Apoptoz DD ve
YD grubunda sirasiyla 3,36 ve 7 kat artmistir. Total glutatyon diizeyleri DD grubunda
degismezken YD grubunda %46,26 azalmistir (p<0,05). DD ve YD gruplarinda lipit
peroksidasyonu (%41,03, %102,7, sirasiyla) ve total antioksidan kapasite (% 9,83,
%19,38, sirasiyla) kontrole gore anlamli diizeyde artmistir (p<0,05). Metabolomik
analizde lipit ve enerji metabolizmasmin degistigi saptanmis ve bu metabolik
yolaklarin en 6nemli elemanlarindan olan peroksizom proliferatér aktive reseptor
gamma (PPAR-y) diizeyleri doza bagl olarak artmistir (p<0,05). Her iki grupta da
epigenetik profildeki degisimlerin en ©nemli gostergesi olan global DNA
metilasyonlarinin doza bagl olarak azaldigi, histon metilasyon diizeylerinin ise arttig1
belirlenmistir (p<0,05). Bu sonuglar, yasamin erken dénemlerinde DEHP’in, oksidatif
stres, PPAR-y, ve epigenetik modifikasyonlar araciligi ile iireme sistemi tizerinde geri
doniissiiz bir toksisiteye neden olabilecegini gostermekte ve bu etkilerin sonraki
nesillere aktarilabilecegine igaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Di (2-etil hekzil) ftalat, epigenetik, PPAR-y, metabolomik,
addlesan.

Bu tez ¢alismast T UBITAK-BIDEB 2214-A burs programi, Hacettepe Universitesi
OYP Koordinatorliigii ve Lokman Hekim Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi
(Proje No: 20K00301) tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Sur, U., Investigation of Effects of Phthalate Exposure on Epigenetic Mechanisms
and Metabolic Profile in Early Adolescent and Adolescent Periods, Hacettepe
University Graduate School of Health Sciences Pharmaceutical Toxicology
Program PhD Thesis, Ankara, 2021. Di (2-ethyl hexyl) phthalate (DEHP) is a
chemical that has endocrine disrupting properties and is widely used in many customer
products. Studies on DEHP show that toxicity specifically targets the male
reproductive system. In this thesis, preadolescent Sprague Dawley male rats were
exposed to 30 mg/kg/day (DD group) and 60 mg/kg/day (YD group) DEHP until the
end of adolescence period and the toxicity were evaluated in adulthood by measuring
sperm parameters, histopathologic and apoptotic changes, oxidative stress parameters
(total glutathione, total antioxidant capacity and lipid peroxidation levels), epigenetic
mechanisms and changes in metabolic profile. Significant alterations in sperm count,
motility, and morphology in both study group and histopathological changes were
observed by DEHP exposure compared to control. Testicular apoptosis increased 3.36
and 7 times in the DD and YD groups, vs control respectively. Total glutathione levels
did not change in the DD group, it decreased by 46.26% in the DD group (p <0.05).
Lipid peroxidation (41.03%, 102.7%, respectively) and total antioxidant capacity
(9.83%, 19.38%, respectively) increased significantly in DD and YD groups compared
to control (p <0.05). Metabolomic analysis revealed an altered lipid and energy
metabolism. Peroxisome proliferator activated receptor gamma (PPAR-y) levels as
one of the most important elements of these metabolic pathways, were increased
depending on the dose (p <0.05). Global DNA hypomethylation and increased histone
methylation levels which are the most important indicator of the changes in epigenetic
profile, were also observed in both groups (p <0.05). These results indicate that DEHP
exposure in the early stages of life causes an irreversible reproductive system toxicity
through oxidative stress, PPAR-y, and epigenetic modifications and these effects may
be transgenerationally inherited.

Keywords: Di (2-ethyl hexyl) phthalate, epigenetics, PPAR-y, metabolomic,
adolescent.

This thesis study Was supported by TUBITAK-BIDEB 2214-A scholarship program,
Hacettepe University Academic Member Training Program (OYP) Coordinator and
Lokman Hekim University Scientific Research Unit (Project No: 20K00301).
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YD Yuksek doz grubu
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1. GIRIS

Endokrin bozucular, homeostazin korunmasindan ve gelisimsel siire¢lerin
diizenlenmesinden sorumlu viicuttaki dogal hormonlarin {iretimi, salinimi, taginmast,
metabolizmasi, baglanmasi, hareketi veya eliminasyonu iizerinde etki gosterebilen,
sentetik olarak Uretilen ya da ¢evrede dogal olarak bulunabilen ekzojen bilesiklerdir
(1). 20. yiizy1l baslarindan giiniimiize kadar, sentetik endokrin bozucularin sentezi ve
kullanim1 her gegen giin artmaktadir. Endokrin bozucu kimyasallar, ¢oziiciiler,
plastikler, agir metaller, plastizerler (plastiklestiriciler), pestisitler, fungusitler ve daha
bir¢cok kimyasaldan olusan genis bir gruptur ve bir¢ok farkli kaynaktan yasam boyunca

maruz kalinmaktadir (2, 3).

Ftalatlar, endokrin bozucu kimyasallar arasinda en sik maruz kalinan
bilesiklerdendir. Ozellikle di (2-etil hekzil) ftalat (DEHP), plastik malzemelere
esneklik ve yumusaklik o6zelligi kazandirmak amaciyla kullanilan, oyuncaklar,
kozmetik triinler, kisisel bakim triinleri, medikal cihaz ve malzemeler, tekstil drlinleri
ve gida ambalajlart dahil olmak iizere ¢ok genis bir alanda tercih edilen bir
kimyasaldir. Bu genis kullanim alan1 sebebiyle yiiksek miktarlarda iiretimi

yapilmaktadir (4).

Yasamin neredeyse her doneminde ve her alaninda kullanilan farkli iirtinler
araciligilyla DEHP’e maruziyet oral, dermal ve inhalasyon gibi bircok yol ile
gerceklesmektedir. Ana hedef organi olarka bilinen erkek treme sistemi tzerindeki
toksik etkilerinin ayrintili olarak belirlenebilmesi igin birgok ¢alisma yapilmaktadir.
Paracelsus’un “sola dosis facit venemum-zehiri zehir olmayandan ayiran tek sey
dozudur.” s6zii temel prensip olarak kabul edilmis olsa da, son yillarda yiiriitiilen
birgok ¢alisma, DEHP gibi endokrin bozucu kimyasal maddelerde diisiik dozda da
toksisitenin gozlenebilecegine ve maruziyet doneminin de toksisitenin olugsmasinda

onemli bir role sahip olabilecegine isaret etmektedir (5).

Literatiirdeki kisitli sayida calisma fetal donem, ¢ocukluk ¢agi ve ergenlik
déneminde maruziyetin yetiskinlik donemine gore ¢ok daha ciddi sonuglara sebep

olabilecegini ve bu etkilerin kalic1 ve genetik olarak aktarilabilir hasarlara sebep



olabilecegini gostermektedir (6). Bununla birlikte, {ireme sisteminin gelisimini
tamamladig1 ve islevsellik kazandigi kritik donemlerden biri olan preaddlean ve
adolesan donemde maruziyetin sonuglarini inceleyen caligmalar son derece kisitlidir.
Elde edilen verilere gore DEHP gibi endokrin bozuculara hayatin kritik donemlerinde
maruziyet, doku ve hiicrelerin gelisimini bozarak, 6zellikle erkek lireme sisteminde
geri doniislii olmayan hasara neden olabilmektedir, ancak eldeki veriler bu toksisitenin

mekanizmasini anlamak igin yeterli degildir.

Eldeki veriler 1s18inda DEHP maruziyetinin oksidatif stresi indiikleyerek
biyolojik siirecleri degistirebildigi ve olusan serbest radikallerin spermde veya testis
dokusunda transkripsiyon faktorlerinin sinyal yolaklarini ve sonu¢ olarak gen
ekspresyonlarini degistirebilecegi 6n goriilmektedir (7-9). Ayrica metabolik yolaklar
degistirerek fonksiyonel bozukluklara yol agabildigi de bildirilmistir (10, 11).

Bu bilgiler 1s1ginda planlanan bu tez galismasinda elde edilmesi beklenen
veriler ile, erken addlesan ve addlesan dénemde DEHP maruziyetinin erkek treme
sistemi Uzerindeki olas1 toksik etkilerinde oksidatif stres, epigenetik mekanizmalar ve
metabolik profildeki degisikliklerin roliiniin olup olmadig1 sorusuna yanit aranmasi
amaglanmistir. Calisma kapsaminda Sprague Dawley erkek siganlar, siitten
kesildikleri postnatal 21. giinden itibaren alinarak kontrol (K), diisiik doz DEHP (DD)
ve yiksek doz DEHP (YD) olmak iizere 3 gruba ayrilmis ve preaddlesan ve adolesan
donem boyunca (21-37. giin) oral gavaj yoluyla DEHP’e maruz birakilmistir. DD
grubu i¢in segilen doz iireme sistemi i¢in en diisiik ters etki gozlenen diizey (LOAEL,
30 mg/kg/gin), YD grubu icin secilen doz ise LOAELx2 (60 mg/kg/gun) olarak
belirlenmistir. Gruplarda yer alan sigcanlarin dozlanmasmi takiben erkek tiireme
sisteminin gelisiminin tamamlandig1 postnatal 10. haftada 6tenazi gergeklestirilmistir.
Dekapitasyonu takiben testis dokusu analizler i¢in kullanilmak amaciyla uygun
sekillerde saklanmis ve epididimimal sperm izolasyonu yapilarak sperm sayisi,
motilitesi ve morfolojisinin belirlenmesinde kullanilmistir. Calisma kapsaminda testis
dokusunda histopatolojik ve apoptotik incelemeler yapilmis, oksidatif stres
parametreleri (total glutatyon (GSH), lipit peroksidasyonu ve total antioksidan
kapasite (TAOC)) ile peroksizom proliferator aktive edici reseptér gamma (PPAR-y)
DNA baglanma kapasitesi 6l¢timiis ve metabolomik analizler yapilmistir. Ayrica



caligma gruplarindan elde edilen sperm orneklerinden DNA ve histon izolasyonu

yapilarak global DNA metilasyonu ve histon asetilasyonu diizeyleri tayin edilmistir.

Calisma sonunda elde edilen veriler ile gelisim ve farklilasmanin devam ettigi
erken adolesan ve addlesan dénemde DEHP maruziyetinin erkek Ureme sistemi

tzerindeki,

Histopatolojik ve apoptotik etkileri incelenmistir.

- Bu degisimlerin altinda yatan olasi mekanizmalardan biri olan epigenetik

mekanizmalar degerlendirilmistir.

- Oksidatif stresin bu suirece olan katkis1 belirlenmistir.

- PPAR-y ekspresyonlarimin epigenetik mekanizmalar ve oksidatif stres ile olan

iligkisi gosterilmistir.

- Metabolomik analizler ile olasi toksisite mekanizmalarinin aydinlatilabilmesi

ve bu yolaklarin gésterilmesine katki saglanmustir.

Sonug olarak, literatiirde ftalatlarin 6zellikle erken addlesan ve adélesan donem
maruziyeti ile olusabilecek toksik etki mekanizmalarinin bu kapsamda incelendigi bir
caligmaya rastlanmamis olmasi yoniinden sunulan caligma 6nem tasimaktadir. Bu
caligma sonunda elde edilen verilerin, ftalat maruziyetine bagli olusabilecek toksik
etkilere ait mekanistik veriler olmasi nedeniyle literatiire 6nemli diizeyde katki

saglayacagi diistiniilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.  Erkek Ureme Sistemi Hakkinda Genel Bilgiler

Erkek iireme sistemi, i¢ kisimda testisler, epididimis, vas deferens ve prostat,
dis kisimda ise skrotum ve penisten meydana gelir. Bu yapilarin tamami, {iremenin
gerceklesebilmesi i¢in gereken spermin iiretimi, depolanmasi ve bosaltilmasini
kolaylastiran ve erkek iireme sisteminin gelisimi i¢in 6nemli olan androjenlerin
salgilanmasini saglayan iyi damarlanmis bezler ve kanallardan meydana gelir ve hem
endokrin hem de ekzokrin organlar olarak calisir (12). Erkeke (reme sisteminin

anatomik yapis1 Sekil 2.1.’de verilmistir.

— Ureter

Vas deferens —

Seminal vezikiil

Prostat bezi

Erektil doku

Uretra
Skrotum

Epididimis
Testis
Penis

Sekil 2.1. Erkek iireme organinin anatomisi

Ana androjen hormon olan testosteron, testislerde bulunan Leydig
hicrelerinden Uretilmektedir. Testosteron, prostat bezinin periferinde bulunan 5-a-
rediiktaz aracihigi ile daha aktif formu olan dihidrotestosterona (DHT) veya adipoz
dokudaki aromataz araciligi ile estradiole dontistiiriiliir. Baz1 durumlarda, estradioliin
estrojene fazla doniismesi, erkeklerde kemik erimesi, jinekomasti, libido kayb1 veya
infertilite ile sonucglanabilecek durumlara sebep olabilir. Diger 6nemli hormonlardan
olan inhibin B ve anti-mullerian hormon (AMH) ise testislerdeki Sertoli hiicrelerinden
sentezlenmektedir. Bu hormonlarin iiretim ve salgilanmasini diizenleyen folikiil

stimiile edici hormon (FSH) ve liiteinlestirici hormon (LH), hipofiz bezinin 6n



kismindan salgilanir ve bu hormonlarin homeostazi ise gonadotropin salgilatici
hormon (GnRH) ile saglanir. Tiim bu hormonlar, bir arada ¢alisarak hipotalamik-
hipofiz-gonadal (HPG) cksen adi verilen ve erkek lireme sisteminin gelisimi ve

fonksiyonlarindan sorumlu olan sistemi olusturur (13).

Erkek Ureme sisteminin fonksiyonel hiicrelerinden biri olan Leydig hicreleri,
testislerin interstisyumunda ve seminifer tiibiillere bitigik olan bélgede bulunmaktadir.
Histolojik incelemelerde bu hiicreler, icerdikleri Reinke kristalleri sebebiyle pembe
sitoplazmal1 olarak goriiniir. Leydig hiicreleri, intraseliiler reseptorlere baglanarak
protein ekspresyonunu dizenleyen testosteron hormonunu dretir (14). Sertoli hiicreleri
ise, seminifer tlibiillerin periferinde bulunmaktadir. Bulunduklar1 bodlgede
spermatogenezi baglatan bu hiicreler, birbirlerine sikica baglanarak kan-testis
bariyerini olusturur. Boylelikle germ hiicrelerini veya spermatogonyumlari seminifer
tibdllerde muhafaza ederler. Sertoli hicreleri germ hiicrelerinden daha buyiktir ve
cekirdekleri daha belirgindir. Germ hiicreleri, olgunlastik¢a seminifer tiibiillerin ig
duvarina dogru yaklasarak liimene dogru salgilanir. Liimene gecen bu olgun hiicreler

ise, daha koyu, biiylik ve yogun bir ¢ekirdek goriiniimiine sahiptir (15).

Insan embriyosunun cinsiyeti 6ncelikle disi olarak meydana gelmektedir.
Ancak embriyoda Y kromozomu varsa, bu kromozom sistemin erkek fenotipine ve
erkek treme sistemine farklilasmasindan sorumludur. Y kromozomunda cinsiyet
belirleyici bolge adi verilen ve testislerin gelisimden sorumlu olan bir gen
bulunmaktadir. Embriyonun gelisimi sirasinda testisler, karnin arka duvarindan
farklilagarak skrotuma dogru iner (Sekil 2.2.). Daha sonra Sertoli hicreleri
olgunlagarak AMH salgilar ve bdylelikle disi lireme sisteminin bir pargasi olan
miileryan kanallarin gerilemesini indiikler. Bununla birlikte, olusan Leydig hucreleri
ise erkek iireme sistemi gelisiminin ana diizenleyicisi olan testosteron salgisini
baglatir. Testosteron, erkek fetusta testis, epididimis, vas deferens ve seminal
vezikiillerin olugsmasini saglayan Wolffian kanallarinin gelisimini indiikler. Bununla
birlikte testosteron, eritropoez, ergenligin baslamasi, kemik dansitesi, epifiz plaginin
kapanmasi, sesin kalinlagsmasi, kas yogunlugunun artmasi, erkege 0zgli fiziksel
gelisimin saglanmasi ve libido gibi birgok fiziksel ve fizyolojik fonksiyondan

sorumludur. Testosteron ve DHT ayni intaseliiler androjen reseptdrlerine baglanirlar,



ancak DHT’ nin afinitesi daha fazladir. DHT, prostat, skrotum ve penis gelisimini
stimiile eder. Ayrica, yiiz, koltuk alt1 ve pubik bolgedeki kil kdklerinin gelisiminden,
yag bezlerinin ¢alismasindan ve sivilce olusumundan sorumludur. Testosteron ve
DHT erkek iireme sistemi gelisiminin en Onemli basamagi olan pubertenin

baslamasinda da 6nemli bir role sahiptir (16).

Wolffian kanallarinin epididimis
Miileryan kanallarin ve vas deferens’e doniigimi

Mileryan kanallar
uiery degredasyonu

Testisler

Wolffian

gonadlar
kanallar =

(Cift potansiyelli) /

Mesane

Uretra
Kloaka

Sekil 2.2. Embriyoda erkek cinsiyet organinin olusumu

Erkek cocuklarda 11-13 yas arasi testislerin biiylimeye baslamasi puberte
baslangici olarak kabul edilir. Bu durum, aniden hipotalamustan GnRH salgilanmaya
baslamas1 ve takiben 6n hipofizden FSH ve LH salgilarinin artmasi ile baglar. LH,
Leydig hiicrelerinin testosteron salgilamasini, boylelikle skrotum ve peniste biliylime
ve pigmentasyonun baslamasini indiikler. Daha sonra bu siireci, ikincil cinsiyet
karakteristigi olarak adlandirilan yiiz, koltuk alti, gégiis ve pubik bolgedeki killarin
bliylimesi, ses kalinlagmasi ve biiylime ataklari izler. Bu sirada, sistemin iireme
fonksiyonlarmin olgunlastigini gosteren ilk fertil ejakiilasyon gergeklesir. Bunu
takiben ise pubertenin bittisi ile epifiz plaklar1 kapanir. Pubertal gelisim erkelerde 20°1i

yaslara kadar devam edebilmektedir.

Cinsiyet farklilagsmasi, ikincil cinsiyet karakteristiklerinin olusmasi ve sperm
iretiminin basarili olarak gergeklesmesi HPG ekseninin ¢alismasina baghdir. Bu
eksen, erkelerde spermatogenez ve cinsel fonksiyonlarin 6miir boyu devam etmesini
saglamaktadir. Hipotalamus, 6n hipofizi uyarmak amaciyla hipotalamo-hipofiz portal
sisteme GnRH salgisin1 gerceklestirir. GnRH, hipotalamik ndronlar tarafindan aralikli
olarak salgilanan bir peptid hormondur. FSH ve LH salininmim1 gergeklestirmek igin,

on hipofizdeki gonadotrof adi verilen bazofilik hiicreleri uyarir. Bu uyari,



gonadotroflar Gzerinde bulunan ve hiicre igi kalsiyum seviyelerini artiran inositol
1,4 5-trifosfat aktivasyonunu stimile eden bir G protein reseptoriine baglanarak
baslatilir. GnRh salgis1 testosteron, estrojen, estradiol ve prolaktin ile inhibe edilir
(13). LH ve FSH kana salindiktan sonra, Leydig ve Sertoli hiicrelerinin membraninda
bulunan G protein reseptorlerine baglanir, boylelikle adenilat siklazlar1 aktive ederek
ve hiicre ici CAMP duzeylerini ylkselterek Leydig ve Sertoli hiicrelerinin uyarilmasini
saglar. Her iki hormon da ayni1 glikoprotein ailesinden gelir ve ayni alfa alt birimlerine
sahiptir. Farkli etkinlik gostermeleri beta alt birimlerindeki karakteristik
farkliliklarindan  kaynaklanmaktadir. LH, Leydig hiicrelerinde kolesteroliin
pregnonolone doniisiimiinii  gerceklestiren desmolaz enzimini aktive eder. Bu
doniisiim sonunda, dihidroepiandrosteron (DHEA) ve androstenedion adinda ¢ok
onemli iki zayif androjen dretilir. 17-B-hidroksisteroid dehidrojenaz ise
adrostenedionun testosterona doniisiimiinii tamamlar. Testosteron, hipotalamus ve 6n
hipofizi negatif geri besleme yoluyla uyararak LH ve FSH salgisim1 azaltir. FSH,
Sertoli hiicrelerinden androjen baglayici protein salgilatarak spermatogenez sirasinda
germ hiicrelerine gerekli olan testosteronun ulasmasini saglar. Ayrica, Sertoli
hiicrelerinin sperm iiretimini baslatmasi i¢in uyarilmasi ile inhibin B ve AMH salgisi
da FSH tarafindan indiiklenir. Inhibin B, HPG eksenindeki negatif geri besleme

mekanizmasini uyararak FSH salgisini azaltmaktan sorumludur (17).

Puberteden once, androjen ve gonadotropinlerin seviyeleri degismez ve
diisiiktiir. Puberte basladiginda, her bir veya iki saatte bir GnRH salgilanarak, FSH,
LH ve plazma testosteron seviyelerini ve hormonal dengeyi diizenler. Yetiskinlik

donemi sonrasinda ise testosteron seviyeleri diismeye baslar (13, 16, 18).

Testosteron salgisinin biiyiik bir kism1 Leydig hiicrelerinden gergeklesiyor olsa
da, adrenal korteks de androjen tiretimine az da olsa katki saglar. HPG eksenine benzer
olarak adrenal korteks de hipotalamik-hipofiz-adrenal eksen tarafindan kontrol edilir.
Hipotalamus  kortikotropin  saliverici hormon salgilayarak 6n  hipofizde
adronekortikotropik hormon iiretimini saglar. ACTH ise tipk: testislerde oldugu gibi
kolesteroliin pergnonolona ve takiben testosterona doniistiiriilmesi i¢in desmolaz

stimiilasyonu gereklestirir. Ozellikle adrenal meduladaki zona retikiilaris, DHEA ve



androstenedion salgisindan sorumludur, bu androjenler ise daha sonra periferde

estrojen veya testosterone dontstiiriliir (13).

Spermatogenez, puberte ile birlikte germ hiicrelerinin olgunlasmasi ile baslar.
Insanda bir spermatogenez dongiisii yaklasik 13 giin siirer, ancak tim seminifer
tiibiillerde es zamanli olarak gerceklesmeyebilir. Spermatogenezin asamalar1 Sekil
2.3.A’da gosterilmigtir. Spermatogenezin ilk basamagi, diploit spermatogonialarin
mitoz boliinerek primer spermatositlere dontismesi ile baslar. En ilkel spermatositler
seminifer tiibiillerin periferindedir ve limene dogru hareket ettikge olgunlasir. Bu
hareket sirasinda spermatositler mayoz béllinerek, haploid sekonder spermatositleri ve
daha sonra haploid spermatitleri olusturur. Spermatitler ise sitoplazmalarinin bir
kismin1 kaybederek spermatozoaya doniisiir. Spermatozalar, hareketsizdir ve
olgunlagsmanin gergeklesecegi epididimise ulasmasi icin tiibiillere salgilanir.
Epididimis, bas, govde ve kuyruk yapisindan olusmus kivrimli bir yapidir. Kuyruk
kismi1 vas deferens ile birlesir ve olgun sperme doniismenin son basamagi da
tamamlanir. Epididimiste spermin olgunlagmasi ve hareket kabiliyeti kazanmasi
yaklasik on iki giin siirer. Olgunlagmis bu spermler ejakiilasyona kadar epididimisin
kuyruk kisminda depolanir (Sekil 2.3.B). Olgun bir sperm bas, ara par¢a (midpiece)
ve kuyruktan olusur. Bas kisminda ¢ok az sitoplazmaya sahip bir ¢ekirdek bulunur. I¢i
lizozomlar ile dolu bir akrozom yapis1 bu bolgeyi korur ve bu yap1 fertilizasyondan
sorumludur. Ara parca, flagellum veya kuyruk i¢in gerekli olan enerjiyi saglamak

amaciyla yiiksek miktarda mitokondri igerir.

Sekstiel stimiilasyon, vazodilatasyona sebep olarak penise kan akiminin
artmasini saglar. Kan akimi, corpora cavernosa ve corpus spongiosum boyunca
ilerleyerek penisin biiylimesini ve ereksiyonun gergeklesmesini saglar. Stimiilasyonun
devam etmesi ise, genital kan akiminin artmasina ve ejakiilasyona hazirlik igin
testislerin genislemesine sebep olur. Ejakiilasyon gerceklestiginde, epididimisteki diiz
kaslar kasilarak spermatik kordda bulunan spermleri vas deferense (ductus deferens)
ilerletir. Ductus deferens, prostat yakinindaki seminal vezikiil ile birleserek, spermi
ejakiilasyon kanalina iletir. Seminal vezikiil sperm motilitesi i¢in gereken enerjiyi
saglayabilmek i¢in fruktoz iiretir ve fruktoz ile spermden olusan, semen ad1 verilen

sivi karisim olusur. Semen, ejakiilasyon kanalindan prostata dogru gegtiginde,



spermlerin disi tireme kanalinda uzun stire canli kalmasini saglamak amaciyla, prostat
tarafindan alkali bir sivi salgillanarak semen sivisi yogunlagtirilir. Bu sirada
bulbosretral bezler ya da Cowper bezleri yogun bir siv1 salgilayarak iiretral kanalin
kayganlagmasini ve iiretrada olabilecek idrar artiklarinin temizlenmesini saglar. Daha
sonra semen Uretral kanaldan gegerek, olgunlagsmis olan yumurtay1 dollemek amaciyla

disi iireme sistemi igerisinde hareket eder (13, 17, 19).

A

Akrozom

@ Spermatogonyum
Mitoz
Bas -

@ @ Primer spermatosit

Cekirdek
Mayoz | Ara parca |

(Midpiece)
@ @ Sekonder spermatosit
l Mayoz I
@ @ @ @ Spermatit
l Farkhlagsma Kuijrile 2]
@ 0 O @
[ .

Mitokondri

Hicre membrani

Sekil 2.3. Sperm yapis1
A. Spermatogenezin asamalari B. Olgun bir spermin yapist

Erkek tireme sisteminin islev ve fonksiyonlarinin belirlenmesi i¢in genel olarak
kan testosteron seviyeleri Olciiliir. Kandaki testosteronun biiyiikk kismi plazma
proteinlerine 6zellikle de cinsiyet hormonu baglayici globiilinlere bagli olarak bulunur
ve bu proteinler depo olarak goérev yaparlar. Bir kisim testosteron ise tagima
gorevinden sorumlu olan alblimine bagl olarak bulunur. Testosteronun ¢ok kiiciik bir
kismi plazmada serbest olarak sirkiile olur (normal aralik 50-120 pg/ml). Total

testosteron ise 300-1000 ng/ml seviyesinde normal kabul edilir (20).
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Fertilite durumu ile seminifer tubuller, epididimis ve aksesuar cinsiyet
bezlerinin fonksiyonlarinin anlagilabilmesi i¢in semen analizi yapilmaktadir (21).
Semen analizi i¢in, sperm Orne8i alimarak mikroskop ile sayisi, motilitesi ve
morfolojisi incelenir. Diinya Saglk Orgiiti (DSO)’ne goére normal semen
karakteristigi i¢in belirlenen referans limitler Tablo 2.1.’de gdsterilmistir. Semen
analizi infertilite veya vazektomi sonrast durumun degerlendirilmesi i¢in de oldukca
kolay bir yontemdir. Normal sperm sayis1 15 milyon/ml dir ve saglikli bir erkekte bu
spermlerin motilitesinin %40 ve {lizerinde olmasi beklenir. Semen analizi sonunda

ortaya ¢ikabilecek sperm anomalilerine ait terimler ise Tablo 2.2.’de verilmistir.

Tablo 2.1. Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’ne gore sperm parametrelerine ait minimum
referans degerleri

Parametre Minimum Referans Deger
Semen hacmi 1,5ml (1,4-1,7)
Sperm sayis1 (10%/ejakiilasyon) 39 (33-46)

Sperm konsantrasyonu (10%/ml) 15 (12-16)

Total maotilite (PR + NP, %) 40 (38-42)

PR (%) 32 (31-34)
Canlilik (Canli spermatozoa yiizdesi) 58 (55-63)

Sperm morfolojisi (normal form yiizdesi) 4 (3,0-5,0)

PR: Progresif motilite. Hizdan bagimsiz olarak dogrusal veya genis bir daire i¢inde aktif olarak
hareket eden spermatozoa sayisidir. NP: Non-progresif motilite. Ileriye dogru hareketin olmadigi tim
diger hareketlilik tipleridir.

Hormon diizeylerinin tayini ve semen analizi disinda, erkeklerde prostat
kanseri teshisi i¢in kullanilan kanda prostat spesifik antijen (PSA) testi

kullanilmaktadir. Normalde prostat bezinde PSA iiretilir. Ancak prostat kanseri
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durumunda seviyeleri artmaktadir (22). Yas sinir1 iilkelere gore degismekle birlikte,
genellikle 50 yas ve lizeri erkeklerin bu testi diizenli olarak yaptirmasi 6nerilmekte ve
4 ng/ml Uzerindeki degerler prostat kanseri varligini gosterdigi i¢in bu seviyelerin
tizerindeki degerler icin prostat biyopsisi tavsiye edilmektedir. Ayrica rektal muayene
ile idrara ¢gikmakta zorlanan ve yash erkeklerde prostat bezinin biiylimesine sebep olan

hiperplazi gibi durumlarin da teshisini koymak miimkiindiir.

Tablo 2.2. Sperm anomalilerinin tanimlari

Aspermi Semen ya da ejakulat Uretilememesi

Astenospermi Sperm sayisinin azalmasi

Astenoteratospermi  Progresif motilitesi olan ve normal morfolojiye sahip
Sperm sayisinin azalmasi

Azospermi Ejakiilat i¢inde hi¢ sperm bulunmamasi
Hemospermi Ejakdlat icinde eritrosit gorulmesi
Lokospermi
. : Ejakilat icinde 16kosit gorilmesi
(piyospermi)
Nekrospermi Canli sperm sayisinin azalmasi ve hareketsiz (immotil)
sperm sayisinin artmasi
Oligospermi Progresif motilitesi olan sperm sayisinin azalmasi

2.2. Erkek Ureme Sistemi Bozukluklari

Diinya capinda ciftlerin yaklasik %12’si infertilite problemi ile ugrasirken,
erkeklere bagli etmenler bu vakalarin yaklasik %350’sini olusturmaktadir (23).
Hastalarin biiyiik bir kisminda anormal sperm tiretimi goriilmekle beraber, bu duruma
sebep olan etmenlerin kesin olarak belirlenememis olmasi sebebiyle erkek tireme

sistemi bozukluklar1 nemli bir aragtirma alani haline gelmistir. Gliniimiize dek birgok
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caligma, malignite, otoimmiin hastaliklar ve/veya genetik bozukluklar gibi sistemik

hastaliklarin erkek infertilitesine sebep olabilecegini gostermistir (24-26). Erkek

infertilitesi ile iligskilendirilmis baz1 bozukluklar soyle siralanabilir:

HPG homeostazinda meydana gelen bozukluklar sebebiyle

hipogonadizm, ge¢ puberte, hormon bozukluklari

Testislerde g6zlenen konjenital anomaliler, genetik bozukluklar
sebebiyle klinefelter sendromu veya diger kromozom anomalileri, testis

kanseri

Seminal kanal ve/veya aksesuar bezlerde meydana gelen immin

reaksiyonlar, enfeksiyonlar

Hipospadias gibi peniste sekil bozukluguna sebep olabilecek
hastaliklar, erektil disfonksiyon

Jinekomasti, Ostrojen eksikligi, Ostrojen rezistansi, erkek tipi sag
dokilmesi (androjenik alopesi) gibi androjenlerin hedef organlarinda
gorulen bozukluklar

Erkek infertilitesinde, neden-sonug iliskisi kurmak oldukga zor olsa da, yapilan

caligmalar genetik nedenlerin yaninda, kimyasal madde maruziyetinin de infertilitede

onemli bir rol oynayabilecegini gostermistir (27, 28). Ayrica, oksidatif stresin de

patogenezde onemli bir rol aldig1 bilinmekle birlikte, bu durumun meydana gelen

bozuklugun sebebi mi yoksa sonucu mu oldugu anlagilamamistir. Erkek {ireme

sisteminin olustugu ve gelistigi prenatal donemde endokrin bozucu 6zellikleri olan

kimyasallara maruziyetin erkek Greme sisteminde sperm motilite ve morfolojisi, testis

histolojisi, hormon dengeleri ve antioksidan savunma sistemi tizerinde degisiklikler

yapabilecegi gosterilmistir (29, 30). Son yillarda, bu tip kimyasal maddelere

maruziyetin etkilerinin epigenetik degisikliklere sebep olabilecegi ve bir sonraki

nesillere aktarilabilecegine dair veriler de elde edilmistir (31-34).
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2.3. Epigenetik Mekanizmalar

Epigenetik, DNA sekansindaki degisikliklerden kaynaklanmayan, ancak
kromatinde meydana gelen modifikasyonlar sebebiyle gen ekspresyonu ve gen
stabilitesinin degismesi ile sonu¢lanan olaylari inceleyen bilim dalidir. Diger bir
deyisle epigenetik, genotipik bir degisim olmaksizin fenotipte meydana gelen
degisimleri tanimlamaktadir. NiKleotid sekansinda higbir degisim olmaksizin DNA
tizerinde veya DNA ile yakindan iliskili olan histonlar iizerinde meydana gelebilecek
tim molekiiler degisimler epigenetik modifikasyon olarak kabul edilir. Epigenetik
modifikasyonlar, bir genin ¢aligmasini ve susturulmasini saglayabilmekte veya hangi
genin transkripsiyonunun yapilacagini belirleyebilmektedir. Ornegin, deri hiicresi ile
karaciger, beyin, akciger veya kas hiicrelerinin ayni genomu tastyor olmalarina ragmen
birbirlerinden oldukga farkli metabolizmalara ve fenotipe sahip olmalari, tamamen
epigenetik modifikasyonlar araciligiyla ayni genin farkli sekillerde transkripte
edilmesinden (bazi genlerin susturulup bazilarinin ¢alistirilmasi) kaynaklanmaktadir.
DNA metilasyonu aracili epigenetik susturma (silencing), genleri susturmak igin
kullanilan bir yoldur ve bu sekilde transkripsiyon farkliliklari ortaya ¢ikar. Bu
susturma mekanizmasi, tek yumurta ikizlerinin ayni genomu tasiyor olmasina ragmen
neden ayni fenotipe sahip olmadiklarimi da agiklamaktadir (35, 36). Epigenetik
degisimlerin biiylik bir kismi, sperm ve yumurta hiicrelerinde gergeklesir. Dollenme
sirasinda genler tizerindeki tim epigenetik degisimler (metillenmis veya asetillenmis
bolgeler) kaldirilir. Bu olaya “reprogramming” yani yeniden programlama denir.
Yeniden programlama, dollenmis hiicrenin “sifirdan” baglayarak kendi epigenetik
degisimlerini olusturmasina olanak saglar (37, 38). Ancak, bazen sperm veya yumurta
hiicresindeki bazi epigenetik modifikasyonlar bu yeniden programlama siirecinden
kagabilir ve bir sonraki jenerasyona aktarilabilir (39). Epigenetik izlerin (6rnegin DNA
metilasyonu, histon asetilasyonu v.b.) kromatinde meydana gelip, stabil bir sekilde

gamet aracili81 ile aktarilabilmesi durumuna ise nesiller aras1 epigenetik aktarim denir.

Epigenetik mekanizmalarin amaci, DNA ve/veya histonlar iizerinde geri
doniislii modifikasyonlar olusturarak gen ekspresyonunu diizenlemektir (39). Onemli
fizyolojik olaylarin ve hiicre icinde bazi dnemli molekiiler/biyokimyasal olaylarin,

gerceklesmesi soz konusu oldugunda, genomun paketlenmesi ve genin yorumlanmasi
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icin bu modifikasyonlar hayati rol oynar. Metabolizmada en ¢ok gozlenen epigenetik
modifikasyonlar ise DNA metilasyonu ve histon modifikasyonudur (40).

2.4. DNA Metilasyonu

Memelilerde transkripsiyon, CG sekansi ag¢isindan olduk¢a zengin bolgeler
olan promoter bolgelerde baslar. Sitozinin hemen arkasindan guaninin geldigi ve bu
iki bazin fosfat ile birbirine baglandig1 bu sekanslara CpG bolgesi adi1 verilir. DNA
uzerindeki CpG agisindan zengin olan bu bolgelere ise CpG adas1 denmektedir (38).

DNA metilasyonu, bir metil (-CH3) grubunun DNA bazlarmma kovalent
baglanmasidir. Metilasyon reaksiyonlar1 nadiren diger bazlar Uzerinde gorulse de,
sitozinin 5. karbonuna (5-mC) baglanarak gerg¢eklesmektedir ve DNA metilasyonu
denildiginde aslinda 5-mC kastedilmektedir (41). Bu metillenme reaksiyonlari
yogunlukla ilgili genin promoter bolgesinde bulunan CpG adalarinda gergeklesir ve

boylelikle ilgili gen susturulur.

Metilasyon reaksiyonu, DNA metil transferaz (DNMT) enzim ailesinin S-
adenozilmetiyonin (SAM)’den aldiklar1 bir metil grubunu DNA’daki sitozinin 5.
karbonuna transfer etmesi ile gergeklesir. Bu ailede DNMT1, DNMT3A, DNMT3B,
DNMT3C ve kofaktor DNMT3L olmak iizere 5 enzim vardir. Bu enzimler aktif olarak
metilasyonun devamliligini, de novo metilasyonu (yeniden programlama) ve hiicrenin

retrotranspozon? aktiviteden korunmasini saglarlar (42).

DNMTI1, DNMT ailesinin ana enzimidir. Yar1 metillenmis DNA’nin karsi
zincirinin de metillenmesi sonucu iki zincirin de tam olarak metillenmesini ve
boylelikle replikasyon sirasinda da DNA metilasyon profilinin devam etmesini saglar.
DNMT3A ve DNMT3B yeni CpG bdlgelerinin metillenmesinde gorev aldiklar igin,
temel olarak de novo metilasyondan sorumludur (43). DNMT3C, erkek germ

hiicrelerinde olusan yeni retrotranspozonlarin promoter bolgelerinin metillenerek

1 Siif I yer degistiren element (Class I transposable element) olarak da bilinir. DNA’dan RNA sentezi
sirasinda reverstranskriptaz enzimi, olusan RNA’dan tekrar DNA sentezler. Asil DNA’da bulunan bir
bolgenin birebir kopyast olan bu parga, DNA’nin farkli bolgelerine yeniden eklenebilir. Bu birbirinin
tekrar1 olan pargalara retrotranspozon denir. DNA metilasyonu ile retrotranspozonlardaki genler
susturularak aktive olmalar1 engellenir.
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susturulmasindan sorumludur. Ozellikle erkek farelerde bu islem iiremenin
gerceklesmesi igin gereklidir (44).DNMT3L ise oositlerde anneden gelen kalitsal
Ozelliklerin korunmasindan ve erkeklerde spermatogenez sirasinda eksprese edilir ve
sperm dUretiminin ger¢eklesmesinden sorumludur (44). DNMT?2 bu ailede bulunan bir
diger liye olarak, DNA metilasyonu yapamaz, embriyonik kok hiicrelerde RNA
metilasyonundan sorumludur (45). DNMT ailesindeki enzimlere ek olarak MeCP2,
MBD1, MBD2 ve MBD4 gibi metil baglanma bolgeleri igeren enzimler, metillenmis
DNA fiizerinde bagli kalarak, transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini engeller ve

boylelikle gen susturulmus olur (46).

DNA demetilasyonu sirasinda metil sitozinin sitozine donistiiriilmesi hem
aktif hem de pasif bir siirectir. Aktif demetilasyon, replikasyondan bagimsiz olarak
gerceklesir ve on-on bir translokasyon (TET - ten-eleven translocation) enzim ailesi
(TET1, TET2 ve TET3) bu siiregte gorev alir. TET’lerin 5-mC bdlgelerinin
hidroksilasyonunu aktive etmesini takiben sitidin deaminasyonu gergeklesir.
Deaminasyon sonucunda DNA kirilmasi1 ve onariminda yer alan mekanizmalar aktive
olarak demetilasyon islemi tamamlanir. Pasif demetilasyon ise replikasyona bagiml
olarak ve metilasyonun devam ettiremedigi durumlarda gergeklesir. Metil dondri olan

+25

SAM eksikligi, mutasyon sonucu DNMT1 fonksiyon kaybi veya Ca™’ nin ¢ok fazla
oldugu in vitro kosullarda DNMT’lerin demetilasyon yapmaya baslamasi gibi
durumlar, metilasyon profilinin korunmasini engelleyen durumlardir (47, 48). Bunun
disinda, promoter bolgelerin hipermetilasyonu sebebiyle gen susturuldugunda da
demetilasyon reaksiyonlari baslayarak gen ekspresyonunun tekrar baslamasi saglanir

(49).

2.5.  Histon Modifikasyonu

Histonlar, DNA’y1 sararak kromatin olusturan yapilardir. Etrafina DNA
sartlmig histonlara niikleozom ya da histon oktameri denir. Niikleozomlarin dis
yuzeyindeki N terminalinde pozitif yukli aminoasitler bulunur. 15-38 amino asitten
olusan bu yapiya histon kuyrugu adi verilir. Her bir nikleozom H2A, H2B, H3 ve H4
histonlarinin her birinden ikiser tane bulundurur ve bir oktamer yapisinda 147 DNA

baz ¢ifti 1.7 kere katlanir (50). Bu dort ana histonun N-terminal kuyruklarindaki
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aminoasitler, enzim ile katalizlenen post-translasyonel modifikasyonlara tabi tutularak
gen ekspresyonu ve DNA-histon etkilesimlerini diizenler (51). Bu modifikasyonlar;
metilasyon, fosforilasyon, asetilasyon, deaminasyon, ADP ribozilasyonu, kuyruk
kesimi, prolin izomerizasyonu, Ubikitinasyon ve stimoylasyondur. Bir ¢ok tirde,
histon H3 asetilasyonu lizin (K) 9, 14, 18, 23 ve 56; metilasyon arjinin (R) 2 ve K 4,
9, 27, 36 ve 79; fosforilasyon serin (S) 10, 28, treonin (T) 3 ve 11 konumlarinda
meydana gelir. H4’te ise asetilasyon K 5, 8, 12 ve 16; metilasyon R3 ve K 20;
fosforilasyon S 1’de olusmaktadir (52).

Histon modifikasyonlari, kromatin yapisinin olusmasinda, dolayisiyla gen
ekspresyonu, DNA replikasyonu, rekombinasyon, onarim ve genom stabilitesinin
duzenlenmesinde, heterokromatin (sikistirilmis) ve Okromatin (agik) formlarinin
olusturulmasinda olduk¢a 6nemli rol oynamaktadir (53). Okromatin durumunda,
H3K4, H3K36, H3K79 trimetilasyonu ve H3K9 asetilasyonu da dahil olmak Uzere
hiperasetilasyon gerceklesir. Tam tersine heterokromatin durumunda asetilasyon
seviyeleri oldukc¢a diisiiktiir ve H3K9, H3K27 ve H4K20 metilasyonu gozlemlenir
(54). Histon modifikasyonlari, yazici (writer) ve silici (eraser) adi verilen diizenleyici
enzimler ile yapiya eklenir ya da ¢ikartilir. Bu enzimler, belirli gruplar1 igeren spesifik

aminoasitleri bolgeye 6zel olarak taniyarak transkripsiyonun diizenler.

Histon modifikasyonlari, elektrostatik yiikii degistirerek kromatin yapisinin
diizenlenmesi ve boylelikle olusan siibstitiie grubun farkli adaptor proteinler tarafindan
taninmasini saglar (55). Baska bir deyisle, histon modifikasyonlari, transkripsiyon
faktorlerinin promoter bolgelere erisimini ve DNA ile oktamer arasindaki etkilesimleri
duzenler (53). Bu sebeple, farkli histon modifikasyonlarinin kantitatif olarak
Olculmesi, patofizyolojik durumlardaki epigenetik diizenlemeler hakkinda onemli
bilgilerin elde edilmesini saglayabilir ve histon dizenleyici enzimleri hedefleyen

tedavilerin gelistirilmesine katkida bulunabilir (56).

2.6.  Sperm Hiicrelerinin Gelisiminin Epigenetik Diizenlenmesi

Ureme hiicrelerinin embriyo olusturmak i¢in gamete doniismesi (gametojenez)

ve bu gametlerin birlesmesi (d6llenme), gen {izerinde ¢ok ciddi degisimler ve bunlara
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bagli olarak ger¢eklesen hiicre farklilagmasi siireclerini igerir. Tiim bu farklilasmanin
epigenetik mekanizmalar ile kontrol edildigi bilinmektedir (57). Normal hiicrelerde
epigenetik degisimler geri doniisiimlii olarak gergeklesir ve gerektiginde gen
aktivitesini degistirmeye izin verir. Ureme hiicrelerinde bu degisimler siklikla
gozlenir. Boylelikle sperm ve yumurtadaki epigenetik bilgi yeniden dlizenlenerek,
meydana gelen yavrularin embriyonik veya postnatal donemde nasil gelisecegi

belirlenir (58).

Gamet olusumunda en 6nemli basamak mayoz boéliinmedir. Bu asamada
homolog kromozomlarin eslesmesi, yeniden birlesmesi ve kromatinlerin eslesmeyen
bolgelerinde mayotik susturma isleminin yapilmasi histon modifikasyonlari ile kontrol
edilir. Memelilerde sperm ve yumurta hiicrelerindeki genler farkli sekillerde isaretlenir
ve genomik baskilanma gerceklesir (59). Gelisim sirasinda {ireme hiicrelerinin
epigenetik profili stirekli degisir ve bu da zigotun embriyoya doniisiimiinii saglar (60).
Bu yeniden programlama sureci, embriyoda ebeveyne 6zgl epigenetik bilgilerin
birlestirilebilmesini ve cinsiyet gelisimini saglamaktadir (61). Ancak, epigenetik
programlama siireci dis etkenler ile etkilesmeye oldukca aciktir. Dolayisiyla, 6zellikle
tireme hiicrelerinde dis etmenlere maruziyet sonucu epigenetik durumda meydana
gelen degisimler bir sonraki jenerasyona aktarilabilir, gelisimi olumsuz yonde

etkileyebilir ve hastaliklarin gelismesinde rol oynayabilir (62).

Spermatogenez sirasinda, sperm basinda bulunan DNA sikistirilmis olarak
bulunur ve aktif olmayan bir heterokromatin olusturmak i¢in kapsamli bir yeniden
modelleme sirecinden gecer. Spermatid genomu, histonlarin astillenmesi ile
gevsemeye Ve topoizomerazlar yardimiyla DNA heliks yapisi agilmaya baslar. Hemen
ardindan transizyon proteinleri (TNP1 ve TNP2) ve sonrasinda protaminler DNA’ya
baglanir. Spermatogenez sona erdiginde sperm genomundaki protamin
heterokromatinleri histon heterokromatinlerinden 6-20 kat daha siki olusur. Bu
sebeple sperm DNA’s1 transkripsiyon agisindan inaktiftir ve boylelikle niikleaz

saldirisina ya da radyasyon veya toksik kimyasalar gibi etmenlere kars1 daha dayanikli
hale gelir (63).
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Spermatogenezin her asamasinda ¢ok fazla sayida epigenetik regulasyon
meydana gelmektedir. Bu asamada herhangi bir midahale erkek inferitilitesine kadar
varabilecek ciddi problemlere neden olabilir. Spermatid ¢ekirdegindeki DNA
paketlenmesi disinda, spermatogenezin neredeyse her basamaginda epigenetik
dizenlemeler yapilir ve bu diizenlemeler kromozom yapisi, XY cinsiyet
kromozomunun olusumu ve retrotranspozonlarin susturulmasi gibi bir ¢ok proses ile
yakindan iligkilidir (64). Retrotranspozonlar insan DNA’smin yaklagik %45’ini
olusturur. Bu bolgeler DNMT3L ile metilasyona tabi tutulmazsa, mutajenik etkiler
ortaya cikabilir ve kromozom kirilmasi, yanlis eslesme ve genomun yeniden
dizenlenmesi gibi problemler meydana gelebilir (65). Ayrica, spermler mayoz
sirasinda sadece monoallel ekspresyon yapabilir. Paternal genler metilasyon ile
susturulur ve sadece maternal genler eksprese edilebilir. Bu da gen aktariminin

epigenetik bir fenomen oldugunun kanitidir (66).

Yapilan gen susturma galismalarinda, cinsiyet spesifik genlerin sperm olusumu
sirasinda farkli sekillerde eksprese edildigi ve bu islemlerde DNA metiltransferazlar,
histon modifiye edici enzimler ve dizenleyici enzimler gibi bir cok epigenetik
diizenleyicinin aktif olarak rol aldigi belirlenmistir. Bununla birlikte, spermlerdeki
DNA metilasyon profillerinin, kisiler arasinda oldugu kadar ayni kisiye ait spermlerde
de farklilik gdsterdigi, boylece bir sonraki jenerasyonu birbirinden tamamen ayiracak

fenotipik karakterin ortaya ¢ikmasini sagladigi anlagilmistir (60).

Spermlerdeki epigenetik diizenlemeler major olarak DNA metilasyonu ile
yapilir. DNA metilasyon hatalarinin, ICF sendromu, RETT sendromu, X ile baglantili
dominant veya non-spesifik mental retardasyon ve alfa talasemi gibi genetik
hastaliklar ile iliskili oldugu anlasilmistir (40). Epigenetik degisimlere bagli bu
hastaliklar, gen hatalar1 (6rnegin LIT1, H19, IGF2, UBE3A), delesyonlar (150-13)
veya uniparental disomi olusmasi ile iligkili olabilir. Farelerde yapilan gen susturma
calismalarinda Peg3 ve Pegl geninin anormal maternal davranis bozuklugu, Grfl ve
Gabrb3 genlerinin hafiza kaybi1 ve Ube3a geninin ise nobet ve motor fonksiyon

bozukluklari ile ilgili oldugu anlasilmstir (67).
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Sperm farklilagmasi sirasinda tiim genom biiyiik bir farklilagma stirecine girer
ve bu da tiim niikleer yapmin ve epigenetik bilginin degismesine sebep olur (66).
Dolayisiyla, sperm fonksiyonlari i¢in hayati 6nem tasiyan protaminler (P1 ve P2)
gorevlerini yerine getiremez ve haplo-yetersizlik? sebebiyle ilgili protein sentezinin
yeterli miktarda gergeklesememesine neden olur. Fertil erkeklerde P1/P2 oran1 1.0’a
yakin (0.8-1.2) kabul edilmektedir. Bu oranin azalmasi ya da artmasi diisiik semen

kalitesi, artmis DNA hasari ve infertilitenin en 6nemli gostergesidir (68).

2.7. DNA Metilasyonu ve Erkek Infertilitesi

Erkek infertilitesine sebep olabilen DNA metilasyonu, ekspresyonu yapilan ve
yapilmayan tim genler dahil olmak Uzere sperm genomunun neredeyse her yerinde
meydana gelebilmektedir (69). Spermatogenezin bozulmasinin, DNA metilasyon
profillerinin degisiminden kaynakli gen ekspresyonundaki bozulmalar sebebiyle
meydana gelebilecegi bildirilmistir (70). Metilentetrahidrofolat rediiktaz (Mthfr) nin
promoter bolgesinde DNA metilasyonunun, IGF2-H19 geninin eksprese edilen
boélgelerinde meydana gelen hipometilasyonun, mezoderm spesifik transkript (Mest),
protein Lit-1 (Lit1), kicuk nukleer ribonlkleoprotein N (Snrpn), paternal ekspresyon
3(Peg3) ve ADP-ribozilasyon faktorii GTPaz aktive edici protein AGD12(Zac)
genlerinde olusan hipermetilasyonun, ayrica H-Ras, 3’ niikleotidaz (Nt3),
metalotiyonin 1A(Mtla), paired box-8 (Pax8), GTP’ye baglanan RAS benzeri protein
3 (Diras3), pleomorfik adenom geni benzeri 1 (Plagll), stratifin (Sfn) ve
spermidin/spermin N1-asetiltransferaz 2 (Sat2chrm1) gibi ekspresyonu yapilan ya da
yapilmayan genlerdeki DNA metilasyon degisimlerinin infertilite ile iliskili oldugu
bilinmektedir (71). Ayrica erkek infertil fenotipin ortaya ¢ikmasinda sadece paternal
degil, maternal gen metilasyon bozukluklarinin da rol aldigi belirlenmistir. Ozellikle
H19 geninin az ya da hi¢ metilasyona ugramamasi ve buna eslik eden Mest
hipermetilasyonunun oligospermik fenotip olusumuna neden oldugu bildirilmistir (72,
73). Erkek infertilitesinde gozlenen bu bozulmus DNA metilasyon profilleri,

spermatogonyumda de-novo metilasyonun basarisiz olmasi veya spermatositlerde

2 Diploid organizmalarda, allellerin birindeki genin mutasyonu veya kaybi sebebiyle susturulmasi ve
kars1 alleldeki ayn1 fonksiyonu saglayan genin iirettigi protein miktarinin normal fenotip icin yeterli
miktarlara ulasamamasi sonucu, anormal fenotipin ortaya ¢ikmasi durumudur. Ozellikle insanlarda
otozomal dominant bozukluklar bu sekilde ortaya ¢ikmaktadir.
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metilasyon profilinin korunamamasi seklinde gozlenebilir. Buna ek olarak, bozulmus

DNMT aktivasyonu da anormal DNA metilasyonu ile sonuclanabilir (64).

Oligoastenoteratospermi  ve oligospermi fenotipleri ¢ogunlukla DNA
metilasyonuna bagl gen ekspresyon bozukluklar1 sebebiyle ortaya ¢ikmaktadir (74).
Bununla birlikte, yapilan bir calismada fertil ve infertil erkeklerde sperm DNA
metilasyon profillerinin anlamli ve tutarli sekilde farkli oldugu belirlenmistir (75).
Ayrica, bu ¢alismada in vitro fertilizasyon sirasinda olusan embriyolarin kalitesinin
sperm DNA’s1 tarafindan belirlendigi, buna bagli olarak normospermik erkeklerde
sperm DNA metilasyonlarina bakilarak embriyo kalitesinin tahmin edilebilecegi de
bildirilmigtir. Dolayisiyla, sperm olusumu ve olgunlagsmasinda epigenetik
modifikasyonlarin rolii gbz Oniline alindiginda, infertil erkeklerin epigenetik
profillerindeki bazi bozukluklar, infertilite tedavisi sirasinda gézlenen beklenmedik

komplikasyonlarin sebebi olarak diistiniilebilir (72).

2.8.  Histon Modifikasyonlar1 ve Erkek Infertilitesi

Post translasyonel histon modifikasyonlar1 hiicre fonksiyonlarinin
devamliliginda aktif rol oynar. Histon kuyrugunun N terminalindeki aminoasit miktari,
metilasyon, asetilasyon, fosforilasyon, tibikitinasyon ve simoylasyon ile belirlenir. Bu
modifikasyonlar sonucu ortaya ¢ikan histon kodu, gen ekspresyonunun aktivasyonu
veya inhibisyonundan sorumludur. Bu nedenle hatali histon modifikasyonlari erkek

infertilitesinde ¢cok dnemli rol oynar (53).

Transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya yapisabilmesi i¢in, kromatinin siki
yapisinin ¢oziilmesi gerekir ve bu da histon asetilasyonu ile gerceklesir. Ayn1 sekilde
deasetilasyon sonucu ise gen susturulmus olur (76). Testis spesifik bromodomain
(Brdt) histon kuyrugunun N-terminalindeki asetillenmis lizinleri taniyarak saglikli ya
da hastalikli fenotipin ortaya c¢ikmasini saglar. H3K9 asetilasyonu ve H3K27
trimetilasyonundaki degisimler Brdt ekspresyonunu azaltir ve boylelikle saglikli
sperm olusumu engellenir (77). H3K9’da demetilasyon gerceklesmemesi, TNP1 ve P1
ekspresyonlarin1 azaltir. Boylelikle sperm iiretimi sirasinda histonlar tam olarak

yerlesemez ve DNA hasar1 gergeklesir (78). Spermatidlerde H4 asetilasyonunda
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azalma ise anormal spermatogenez ve infertilite ile sonuglanir (79). Ayrica
spermatogenez  sirasinda Onemli genlerin  ozellikle H4K12ac histonunda
asetilasyonunun bozulmasi ise sperm kromatinlerinin yapisini bozarak bu bozuklugun
zigotta da devam etmesine, boylelikle bir sonraki jenerasyona aktarilmasinda neden
olmaktadir (80).

Yapilan c¢aligmalarda bir histon asetilasyon inhibitorii olan triklorstanin
spermatid sayisin1 anlamli sekilde azalttig1 ve ciddi erkek infertilite problemlerine
sebep oldugu anlasilmistir (81, 82). Histon metil transferaz veya histon demetilaz H3
ve H4’teki lizinlerin metilasyon ve demetilasyonunu saglayarak gen aktivasyonu ve
susturulmasinda énemli gorev alir. H3K4 metilasyonu gen ekspresyonunu saglarken,
H3K9 ve H3K27 trimetilasyonu gen susturma ve heterokromatinin olugsmasindan
sorumludur. Mayoz béliinme sirasinda H3K4 metilasyonundan sorumlu olan histon
demetilaz enzimi LSD1 (diger adiyla KDM1) inaktif oldugunda, tireme hiicrelerinde
apoptoz ve erkek infertilitesinin ortaya ¢iktigi anlasilmistir (78). Mayoz sirasinda
H3K4, H3K9 ve H3K27°de ¢ok sayida mono, di ya da trimetilasyon ger¢eklesir ancak
ozellikle H3K9’un mayoz boliinme sonunda mutlaka demetile edilmesi gerekir. Cilinkii
bu reaksiyon spermiyojenezin baslayabilmesi i¢in kritiktir (64). Farelerde yapilan bir
calismada, H3K4 metil transferazinin aktivitesinin azalmasi sonucu, spermatosit
farklilasmasini saglayan dongiiniin bozuldugu ve aktive olan apoptotik bir mekanizma

ile spermatosit sayisinin azaldigi belirlenmistir (83).

JMDAL geni, testislerde eksprese edilen en 6nemli epigenetik diizenleyicidir,
monometil ve trimetil H3K9 ‘un demetilasyonundan sorumludur. Trimetil H3K9
tizerinde herhangi bir etkinligi yoktur. Transkripsiyonel etkinligini, histon
metilasyonunu azaltip, histon asetilasyonunu artirarak gosterir. Eksikligi, tireme
hiicrelerinde apoptoz ve spermatid uzamasmin (elongasyon) engellenmesi gibi
durumlar ortaya cikarak infertiliteye sebep olmaktadir. Ciinkii bu genin eksikligi
sadece metilasyon degil asetilasyon proflini de degistirmektedir. TNP1, TNP2, P1 ve
P2 gibi kromatin kondansasyonu i¢in hayati énem tastyan genlerin ekspresyonlari
asetilasyona bagimlidir ve dolayisiyla JMDA1 eksikliginde spermatidlerdeki oranlari

anlamli derecede azalmaktadir (84).
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2.9. Peroksizom Proliferatér Aktive Reseptor Gamma

Peroksizom proliferator aktive reseptér gamma (PPAR-y), ilk olarak farelerde
hepatik peroksizom proliferasyonu yaptigi kesfedildigi i¢in bu sekilde adlandirilmistir
(85). PPAR ailesinde, farkli genler tarafindan kodlanan PPARa, PPAR /6 ve PPAR-
vy olmak tiizere ti¢ farkli alt tip bulunur (86). Bu reseptorler lipit metabolizmasi,
inflamasyon, yara iyilesmesi, karsinojenez, adipojenez ve Ureme ile ilgili bircok
fizyolojik proseste hayati rol oynar (87). PPAR-y ise 6zellikle hiicre proliferasyonu,
farklilagsmasi, morfojenez ve hiicre i¢i metabolik faaliyetlerin diizenlenmesinden
sorumludur. PPAR-y’nin lipojenik genleri aktive ederek adiposit farklilagmasini
diizenledigi diisiiniilmektedir. Adipoz dokuda ¢ok fazla bulundugundan ve adipoz
doku farklilasmasi i¢in gerekli oldugundan dolayi, adiposit olmayan hiicrelerin de
adiposit benzeri hiicrelere doniisiimiinii saglayabilmektedir. Bununla birlikte PPAR-y,
hiicresel glikoz ve lipit metabolizmasinda 6nemli gorevleri olan bir transkripsiyon
dizenleyicidir (88). Simdiye kadar yapilan ¢alismalar ve elde edilen bilgiler, obezite
ve insiilin rezistansi kaynakli erkek infertilitesinde, PPAR-y’nin enerji metabolizmasi
ve Ureme sistemi arasindaki iliskiyi kontrol eden bir eleman olarak 6nemli rol
oynadigini gostermistir (89, 90). Benzer sekilde disi farelerde oosit ve gronulosa
hicrelerinde PPAR-y eksikligi fertilite bozukluklarina sebep olabilmektedir (91).
Sperm hiicrelerinde farkli reseptor tiirlerininin ekspresyonu gerceklesebilir (92, 93) ve
bu reseptorlere ait ligandlar bir otokrin dongii olusturarak sistemik regiilasyondan

bagimsiz sekilde sperm fonksiyonlarini diizenleyebilir (94, 95).

2.10. Erkek Ureme Sisteminde Peroksizom Proliferator Aktive
Reseptor Gamma Ekspresyonu ve Gorevleri

Ureme sistem hormonlarinin kontrolii HPG tarafindan yapilir, ancak PPAR-
y’nin iireme fonksiyonlari iizerindeki etkinliginin bu sinyal yolag: ile kontrol edilip
edilmedigi  henliz  kesinlesmemistir.  Hipofizel = gonadotroflarda  PPAR-y
inhibisyonunun, disi farelerde LH seviyelerini artirdigi, erkek farelerde ise FSH
seviyelerini diisiirdiigii ve diisiik dogum agirligina sebep oldugu gosterilmistir (96).
Ayrica, PPAR-y fonksiyonlarinin, mitojenle aktive protein kinaz (MAPK) sinyal
yolag1 araciligiyla FSH tarafindan kontrol edildigi belirlenmistir (Sekil 2.4.) (97). Bu
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bilgi PPAR-y’nin HPG sinyal yolagi tarafindan kontrol edilebiliyor olacagini

gOstermektedir.

Testiste  bulunan somatik ve germ hicreleri PPAR ekspresyonu
yapabilmektedir. PPARa ve PPARP genellikle Leydig ve Sertoli hiicrelerinde (98),
PPAR-y ise sadece Sertoli hiicrelerinde eksprese edilir (99). Sertoli hicreleri fetal
gonadlarda ilk farklilasmaya baslayan hiicre grubudur ve puberte sirasinda da
spermatogenezde ¢ok 6nemli rol oynar. Sertoli hicrelerinin fiziksel ve metabolik
destegi olmadan, germ hiicrelerinin farklilagsmasi, mayoz béliinme ve sperme doniisiim
gerceklesmez (100). Spermatositlerde PPAR-y’ya ait mRNA bulundugunu gosteren
bir caligmaya gore, PPAR-y sinyalleri Sertoli hiicrelerindeki lipit ve glukoz

metabolizmasina ait anahtar genlerin ekspresyonlarini etkileyebilir (101).

Hipotalamus

GnRH | (+)

On hipofiz

TESTIS +) . FsH LN

Sertoli hiicreleri (+) Leydig hicreleri
Spermatogenez Testosteron

Sekil 2.4. PPAR-y ekspresyonu ve erkek iireme sistemi iizerindeki etkinligi

Spermatogenez, spermatidlerin daha kompleks yapilar olan spermlere
doniistimiidiir (Sekil 2.5.A). Ancak, treme ile ilgili fizyolojik olaylar ¢cok yiiksek enrji
gerektirir ve enerji depolar1 ya da gida alimi yetersiz oldugunda tireme davranisi ve
fizyolojik yanitlar inhibe olur. Bu yetersiz gida alimina ve diisiik enerji tiretimi durumu

beslenmeye bagli infertilitenin en bilinen sebebidir (102). Enerjinin temel kaynagi,
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triasilgliserollerin depolanmasi ile olusan beyaz adipoz doku (BAD)’dur (103-105).
Epididimal BAD (EBAD), normal spermatogenez igin gerekli lokal faktorlerin
iiretiminde gerekli enerjinin kaynagi oldugu i¢in, EBAD’daki herhangi bir azalma
spermatogenezi bozmaktadir (104, 106). Ancak, yapilan bir ¢alismada pubik bolgenin
diger noktalarindan BAD ¢ikartildiginda herhangi bir degisim gézlenmemistir ve bu
bulgu enerji ihtiyaci ve yag dokusunun gerekli oldugu hipotezinin tersini gostermistir
(107). Cikarilan yag dokusuna ragmen spermatogenezin devam ediyor olmasi, heniiz
tanimlanamamis bir mekanizmayla EBAD’dan temellenen biiyiime ve gelisimden
sorumlu faktorlerin spermatogenezi diizenlemesinden de kaynaklaniyor olabilir.
PPAR-y, adipojenezden, germ ve Sertoli hiicrelerinin farklilagmasindan sorumlu ana
duzenleyicidir. Ozellikle Sertoli hiicrelerindeki lipit metabolizmasiyla ilgili genlerin
ekspresyonunu duzenlemektedir. Bu da PPAR-y sinyal yolaginin spermatogenez i¢in

ne kadar 6nemli oldugunun bir gostergesidir (99, 101).

Enerji homeostazi ve hiicre farklilagmasi sirasinda gorev alan énemli genlerin
transaktivasyonu i¢in gerekli olan transkripsiyon faktorlerinin tiretilmesi, PPAR’lerin
retinoid X reseptorleri (RXR) ile heterodimer olusturmasina baghdir (Sekil 2.5.B)
(108-110). Spermatogenez sirasinda Ozellikle mayoz boliinmenin  baslangig
asamalarinda PPAR ve RXR ekspresyonlart maksimum seviyelere ulasmaktadir (101).
PPAR-y seviyeleri ise spermatogenezin son safhalarina dogru, RXR- ve RXR-y
ekspresyonlariyla es zamanli olarak leptoten/zigoten spermatositlerde artmaya baglar.
Olgunlasmis Sertoli hiicrelerinde eksprese edilen predominant faktor PPAR-y/RXR-y
heterodimeri, Sertoli hiicrelerindeki lipit metabolizmasma ait genlerin up-
reglilasyonunu, ve spermatogenez sirasinda gereken enerjinin iretilmesini kontrol
eder. Bu mekanizmada bir bozukluk olusursa erkek infertilitesi meydana gelebilir
(111, 112).

2.11. Peroksizom Proliferator Aktive Reseptor Gamma Aktivitesinin
Fertilizasyon ve Infetilitedeki Rolii

Fertilizasyon, spermlerin disi tireme kanalina girdigi kompleks biyokimyasal
bir siirectir. Disi kanalina giren olgunlagmis spermlerin {ireme yetenekleri yoktur ve
disi iireme kanalinda ilerlerken tlireme 6zelligi kazanirlar. Bu isleme kapasitasyon

denir. Kapasitasyon sonucunda sperm, oositdeki zona pellucida (oosit etrafindaki
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jelimsi Ortii) iizerine penetre olarak, yumurtanin doéllenmesini saglayan akrozom
reaksiyonunu baslatabilir (113). Insan ve domuz spermlerinde ejakiilasyonu takiben
spermde PPAR-y ekspresyonlarinin artigi ve buna bagl olarak sperm motilitesinin,
kapasitasyonun, akrozom reaksiyonunun, hayatta kalma suiresinin ve metabolizmanin
da artig1 anlasilmistir (114, 115).
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Sekil 2.5. Spermatogenez ve PPAR-y aktivitesi

A. Testiste sperm farklilasmasi. En yiiksek PPAR-y ekspresyonu Sertoli
hiicrelerinde, en diisiik PPAR-y ekspresyonu spermatositlerde yapilir. B. PPAR-y
ve RXR-y kompleks olusturarak lipit metabolizmasindaki hedef genleri diizenler.
Boylelikle spermatogenez igin gerekli enerji agiga ¢ikmis olur. PPAR-y:
peroksizom proliferator aktive reseptér gamma; RXR-y: retinoid X reseptoér gamma

Kolesterol salgisi, mebran sivis1 ve hiicre ici Ca*? konsantrasyonunun artmasi
ile aktin polimeriazsyonu kapasitasyon gostergesi olarak kabul edilir (116-119).
Kapasitasyon sirasinda enerji iiretiminin temelleri tam olarak anlagilamamis olsa da,
gamet aktivasyonu i¢in bioenerji devamliliginin hayati rol oynadigi unutulmamalidir.
Adenozin trifosfat spermde aerobik veya aneorobik olarak sentezlenebilir. Normal bir
spermde PPAR-y ekspresyonlari, sperm basmin apikal kisminda, subkromozomal
bolgede ve orta kisimda olurken, kuyruk kisminda yok denecek kadar azdir. Ancak,
kapasitasyon sonrasi bu tablo tam tersine donmektedir (115). Yapilan bir ¢aligmada,
PPAR-y aktivitesini geri doniisiimsiiz olarak inhibe eden PPAR-y antagonisti GW9662
varhiginda diisen sperm canliliginin, PPAR-y agonisti prostaglandin J2 ile artig
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gozlenmistir (114). Bu da PPAR-y’nin sperm canliliginde 6nemli bir rol oynadigini
gostermektedir. Ayni ¢alismada, GW9662’nin, spermdeki kolesterol miktarlarint ve
triozin fosforilasyonunu degistirerek kapasitasyon yetenegini azalttigi, boylelikle
olgunlagmasini engelledigi belirlenmistir. Dolayisiyla, PPAR-y’nin glukoz ve enerji
metabolizmasinda aktif rol aldig1 g6z 6niine alindiginda, kapasitasyonu tamamlanmis

spermin motilitesinin artirilmast PPAR-y ile saglaniyor olabilir.

Glikoz metabolizmast yasamin devamliligit i¢in gereken enerjinin
iiretilmesinde en 6nemli yolaktir. Tip 2 diyabette glikoz seviyelerinin azaltilabilmesi
icin  PPAR-y ligandlarmin kullanilmast sonucu, bu reseptorlerin  enerji
metabolizmasindaki 6nemi anlagilmistir (120, 121). Sperm olgunlagmasi sirasinda
glikoz etkinligi pentoz fosfat yolagi araciligiyla gerceklesmektedir (122). Glikoz-6-
fosfat pentoz fosfat yolagina girdiginde, glikoliz veya Krebs dongiisiinde meydana
gelenden daha fazla miktarda nikotinamid adenin dintkleotid hidrojenaz (NADPH)
uretilir, boylelikle yiiksek miktarda hidrojen dondrii elde edilmis olur (123). Glikoz-
6-fosfat dehidrojenaz (G6PDH), insan spermindeki bu metabolik yolakta doza bagimli
aktivite gostermektedir (124). PPAR-y da, G6PDH’nin bu doz bagimli aktivitesini

kontrol ederek, spermdeki enerji metabolizmasini kontrol eder (115).

PPAR-y, periferal dokularin insiiline hassasiyetlerini artirarak insiilin
rezistansini diizenler. Insiilin rezistansi sperm sayisi ve kalitesini diisiiren etmenlerden
biridir (125). Ek olarak, insiilin HPG’ye mediyator ve modiilatér olarak etki
etmektedir. Ozellikle erkek treme potansiyeli ve tiim viicudun homeostaz ile ilgili
diizenlemelerde 6nemli rol almaktadir (125, 126). HPG iizerindeki bu etkinliginin
bozulmasi hastalarin hipogonadal fenotipte olmalarina neden olabilir. Obeziteye eslik
eden hiperinsiilinemi durumlarinda, seminal insiilin konsantrasyonlarin arttigi ve

erkek tireme sisteminin bu durumdan olumsuz etkilendigi bilinmektedir (126).

Infertilite, 12 ay boyunca diizenli ve korunmasiz iliskiye ragmen gebeligin
gerceklesmemesi durumu olarak tanimlanmaktadir (127). 1997-2017 yillar1 arasinda
Tiirkiye’nin da aralarinda bulundugu 195 iilkeden toplanan veriler ile yapilan bir
istatistik ¢alismasina gore, 10 yilda diinya ¢apinda kadin infertilitesi her yil % 0.396
oraninda artarken, erkek infertilitesinde bu oran yilda % 0.293 artis seklinde
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belirlenmistir (128). Aymi ¢alismada Tirkiye’de kadin inferitiletisinin yillik %4 {in
tizerinde, erkek infertilitesinin ise yilda %1-2 oraninda artig gosterdigi rapor edilmistir.
Son yillarda sperm konsantrasyonlarinda diisiis gézlenmekte ve bir¢cok durumda bu
say1 ve kalite diislisiiniin sebebi belirlenememektedir. Erkek infertilitesindeki bu
artisin fiziksel problemlerin yaninda, tedavi masraflar1 sebebiyle evlilik ve eslerin
psikososyal durumlari tizerinde de ciddi etkileri oldugu bir gergektir. Bununla birlikte,
paternal saglik durumu bir sonraki jenerasyona aktarilabildigi i¢in, otizm spektrum
bozukluklar1 (129) ve c¢evresel kimyasallara maruziyet ile iliskili ¢ocukluk
hastaliklarinda da ciddi artiglar gozlenmektedir (130, 131). Ayrica, paternal
infertilitenin de tipki metabolik hastaliklar gibi bebege aktarilabildigi bilinmektedir
(132). Diyet (133), egzersiz (134), obezite (135) ve psikolojik stresin (136, 137) erkek
infertilitesindeki rolleri uzun yillardir ¢alisilmaktadir. Erkek obezitesinin treme
tizerindeki negatif etkilerini sadece sperm kalitesini diisiirerek degil, testikller germ
hiicrelerinin fiziksel ve molekiiler yapisini degistirerek de gosterdigi anlasilmistir
(135). Glukoz, insilin ve leptin, HPG Uzerinden fertilitenin diizenlenmesinde énemli
rolleri olan degiskenlerdir (138-143). PPAR ailesi de bu degiskenlerin gerek HPG

uzerinden gerek direkt olarak doku ve hiicre iginde regtlasyonundan sorumludur.

2.12. Oksidatif Stres

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), yapisinda oksijen bulunduran ve ¢ok yiiksek
oksidasyon yetenekleri bulunan serbest radikallere verilen isimdir. Stiperoksit (O2°),
(H202), peroksil (ROO") ve hidroksil (OH") radikalleri en bilinen ROS’lardir (144).
Seminal plazmadaki I6kositler ve spermlerdeki mitokondriyal aktivite erkek treme
sistemindeki en biiylik ROS kaynagidir. ROS kaynakli sperm hasarinin erkek
infertilite vakalarina %30-80 oraninda katkida buundugu gosterilmistir (145, 146).
ROS, apoptotik proseslerin olmazsa olmaz elemanidir, ayrica yiiksek oranda polarize
ve hizla farklilagan spermin kapasitasyonunda da ¢ok miktarda iiretilir (147). Hucre
i¢i faaliyetlerin ve en onemlisi enerji liretiminin devamliligt icin ROS hayati 6nem
tagimaktadir. Ancak, yiiksek miktarlarda ROS, metabolik proseslerin devam etmesini
engeller ve oksijen paradoksu durumu ortaya g¢ikar (148). Hucrelerin antioksidan
savunma sisteminin yiiksek miktarda ROS {iretimini dengeleyemedigi bu duruma

oksidatif stres denir. Oksidatif stres, spermlerin yapisini ve fonksiyonel biitiinliigilinii
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bozarak erkek infertilitesinin patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir (149-152).
Diisiik seviyelerde ROS, sperm kapasitasyonu ve hiperaktivasyon gibi fizyolojik
proseslerin devamliligi i¢in gerekli olan redoks reaksiyonlarinin olusmasini saglar,
ancak suprafizyolojik dozlarda mebran yapisini ve gegirgenligini bozar (153).
Oksidatif stresin sperm fonksiyonlar1 iizerindeki etkilerinin mekanizmasi heniiz
bilinmese de, kuyrukta olusan peroksidatif hasar, hiicre i¢i ATP seviyelerinin
azalmasi, 4-hidroksinonenal dretimi, lipit membran komponentlerinin oksidasyonu
sonucu malondialdehit (MDA) seviyelerinin artmasi ve nlkleer ve mitokondriyal

DNA fragmantasyonu ile yakindan iligkili oldugu gosterilmistir (153, 154).

2.13. Oksidatif Strese Neden Olan Faktorler ve Erkek Ureme
Sisteminde Oksidatif Stres

Erkek tireme sistemi bozukluklari, genetik, epigenetik ve ¢evresel faktorlerin
bir araya gelmesiyle olusan multifaktoriyel bozukluklardir. Sigara, alkol, yag ve
protein igerigi yiiksek diyet, sedanter yasam, psikolojik stres, obezite ve artmis
paternal yas (>40) riske katkis1 en biiylik olan etkenlerdir. Ek olarak, hava kirliligi,
kalict organik kirleticiler, yliksek sicakliklar, plastizerler (bisfenol A, ftalatlar),
metaller (6zellikle kursun, kadmiyum, demir ve bakir gibi geg¢is metalleri),
kemoterapotikler, cevresel Kirleticiler (akrilamit, endosulfan), elektromanyetik
radyasyon, sistemik ve testikiler enfeksiyon ve varikosel gibi problemlerin spermde
oksidatif stresi artirdig: bilinmektedir (155, 156).

Dr. John MacLeod tarafindan 1943 yilinda yapilan bir ¢alismada, ylksek
oksijene maruz kalan spermlerde motilitenin, H202’yi su ve oksijene pargalayan
katalaz enziminin varhiginda inhibe edildigi belirlenmistir (157). Bu ¢alisma ayni
zamanda oksidatif stresin sperm fonksiyonlarini bozabilecegini gosteren ilk ¢alisma
olmustur. Daha sonra buglnki calismalara da temel olusturacak, bilimsel veriler

bir¢ok 6nemli bilim insan1 tarafindan kesfedilmistir (158-163).

Oksidatif fosforilasyon, sitokrom P450 kaynakli ilag metabolizmasi,
peroksizomlar ve inflamatuar reaksiyonlar sonucu ROS olusabilir. Ozellikle sperm
icinde olusan ve normal fizyolojik islevleri engelleyecek miktardaki ROS un lipit

peroksidasyon seviyesi ile dogrudan iligkili oldugu bilinmektedir (164). Arastirmacilar
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bir gece inkube edilen spermlerde motilite kaybinin, sperm plazma membranindaki
lipitlerin H2O> oksidasyonu ile baglayan bir lipit peroksidasyon siirecinden
kaynaklandigr gostermislerdir. Benzer bir c¢alismada ise, sperm plazma
membranindaki lipitlerin ugradigi oksidatif hasarin, peroksidasyon reaksiyonlarini
engelleyebilen bir antioksidan olan a-tokoferol varliginda tersine dondiirtilebildigi

gosterilmistir (165).

Sperm icerisinde ROS (retimi, kapasitasyon ve aktivasyon amaciyla ezrin
proteinlerinin ve nlkleer faktor-kappa-B alt tinite 105’ine ait tirozin fosforilasyonunun
indiiklenmesi ile gergeklesir. Uretilen H2O- tirozin fosfataz aktivitesini baskilar ve
cAMP seviyeleri iki katina ¢ikar (166). Bu yikselme, H20’in adenil siklazi aktive
etmesi sonucu meydana gelir ve artan CAMP seviyeleri protein kinaz-A bagimli tirozin
fosforilasyonunu baglatir. Oksidatif fosforilasyon mitokondriyal membranin i¢
yiizeyinde oksijen ve hidrojen arasindaki bir redoks reaksiyonu ile baslar. Enerji
Uretmek amaciyla gergeklesen bu reaksiyonda yan iriin olarak ROS olusur. Olusan
ROS iki sekilde davranabilir (148): 1. Sperm plazma membraninda lipit oksidasyonu
sebebiyle sperm motilitesinde ve zona pellucidaya entegre olma yeteneginde azalmalar
meydana gelebilir. 2. Spermde bulunan niikleer DNA ve RNA hasar gorerek parental

genomun embriyoya aktarimi engellenebilir.

Sperm sitoplazmasinda dokosaheksaenoik asit gibi serbest radikal saldirisina
acik potansiyel oksidasyon bdlgeleri bulunduran ¢oklu doymamis yag asitleri yiiksek
miktarda bulundugundan, bu ortam oksidatif stres i¢in olduk¢a uygundur. Yag
asitlerinin yiiksek miktarda bulundugu ortamda NADPH hidrojen tretimine ve ROO*
gibi lipit radikalleri ile lipit peroksidasyonunun baslamasina sebep olur. Boylelikle
spermde motilite kayb1 meydana gelebilir (167). Ayrica, bu reaksiyonlar sonucu,
akrolein, 4-hidroksinonenal ve malondialdehit gibi diisiik molekiil agirlikli hem
elektrofilik hem niikleofilik ©zellikte aldehitler olusur. Ortamda malondialdehit
miktar1 arttikga mutajenik 6zellikte homodimerler meydana gelerek, 6zellikle timor
baskilayici genlerde ve onkogenlerde DNA eklentileri olusturabilir (168). Ayrica, bu
aldehitler, mitokondriyal proteinlere baglanarak ROS dretimini tetikleyebilir,
boylelikle ortamdaki serbest elektron ve siliperoksit miktarlar1 da artabilir.

Spermatogenez sirasinda total ve serbest yag asidi oranlar1 diiser, dokosaheksanoik
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asit miktarlari artar. Eger sperm hasarli ise bu tablo tam tersi olur (169). Bir spermde
yag asidi seviyeleri fazla ise, membran yapis1 bozulacagi i¢in yumurta penetrasyonu
gerceklesmez. Doymamis yag asitlerinin artmis olmasi sperm mitokondrisinde ylksek
miktarda ROS iiretildigini gosterir. Bu da lipit peroksidasyonu ve oksidatif strese

neden olabilir (170).

Yuksek miktarda ROS dretiminin  DNA hasar1 yaptig1 bilinmektedir.
Mitokondri serbest radikallerin hem kaynagi hem de hedefidir. Mitokondriyal
DNA’da, niikleer DNA’dan farkli olarak DNA’y1 koruyacak histon proteinlerinin
bulunmamasi ve eksizyon onarim yolaginin olmamasi sonucu DNA onarimi daha
azdir ve bu nedenle DNA hasar1 ihtimali niikleer DNA’dan daha fazladir (171). Sperm
hiicrelerinde DNA’s1 hasarlanmis bircok mitokondri bulunur. Bu da hicrelerin
apoptoza girememesine sebep oldugu icin, ejakiilat icerisinde hasarli DNA’ya sahip
bircok sperm bulunur (172). Mutasyonlu DNA iceren bu spermlerin mitokondrileri,
saglikli spermlere gore daha az ATP iiretir. ATP’nin spermatogenez sirasinda
meydana gelen mayoz bélinmeye yetmemesi sonucu hipospermatogenez, mayoz
boliinmenin kismen devam etmesi ve olusan hiicre iskeletinin diizgiin olmamasi
sonucu astenospermi meydana gelebilir (173). Infertil erkeklerde siklikla karsilasilan
parcalanmis DNA’ya sahip spermlerin serbest radikal kaynakli olusabilecegini
gosteren calismalar mevcuttur (174-176). DNA’s1 hasarli olan sperm, saglikli
spermlere nazaran biyolojik engellere daha kolay takilir, boylelikle hatali DNA nin bir
sonraki nesile aktarilmasi engellenmis olur. Ancak, infertilite tedavisi ile bu tip
spermlerle meydana gelen embriyolarin hayatta kalabilme sansi artacagi igin, tedavi
bebeklerinde genetik hastaliklarin ortaya ¢ikma riski spontan gebeliklerde oldugundan
yuksek olabilir (177, 178).

2.14. Erkek Ureme Sisteminde Oksidatif Stres ve Apoptoz iliskisi

Apoptoz, diger adiyla programl hiicre 6liimii, ¢cok hiicreli canlilarda hiicre
boliinme ve hiicre 6liimii oranlarini kontrol altinda tutmak i¢in bulunan ¢ok énemli bir
diizenleme mekanizmasidir. Apoptoz bir c¢esit hiicre intiharidir. Stireg¢ DNA
parcalanmasi ile baslar, sonrasinda sitoplazma azalir, ¢cekirdek membran1 dagilir ve

sonug olarak hicre cevre hicrelere zarar vermeden Olur. Apoptoz, erkek lreme
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sistemini gelistigi embriyonik fazda, spermatogoniyal kok hiicrelerin hayat
dongulerinin dizelenmesinde hayati rol oynamaktadir. Ozellikle Sertoli hticrelerinin
orani ve dolayisiyla erkegin fertilite yetenegi apoptoz sayesinde diizenlenir (179).
Spermatogenezin son sathalarinda ¢ok sayida olusan premayotik sperm hiicreleri de
yine apoptoz sayesinde uygun sayiya indirilir (180). Yapilan ¢alismalarda, apoptozu
dizenleyen BCL-2 benzeri protein 1 ve BAX proteinlerini kodlayan genlerin
silinmesinin, germ hicrelerinin apoptoza girmemesi sonucu germ htcresi:Sertoli
hiicresi oranmmi bozdugu ve infertiliteye sebep oldugu anlagilmistir (181-183).
Apoptozun diizenlenmesi, germ hiicrelerini gelisimi, farklilasmasi ve fonksiyonu i¢in
de hayati rol oynar. Apoptoz, hasar gormiis ya da problemli germ hiicrelerinin
seminifer tiibiillerde yok edilmesini saglayarak, bu hiicrelerin spermatogeneze

girmesini ve bdylelikle liremeye katilmasini engeller.

Sagliksiz yasam tarzi, eclektromanyetik radyasyon maruziyeti, cevresel
toksinler, sisplatin gibi kemoterap6tik ajanlar, bisfenol A ve ftalat gibi endokrin
bozucu kimyasallar ve spermatogenezi diizenleyen genlerde delesyon gibi faktorlerin
hem insanda hem de hayvanlarda apoptozu indiikledigi belirlenmistir (184-186). Tum
bu faktorler, oksidatif stresi artirarak spermatogenez iizerinde istenmeyen etkilerin
ortaya ¢ikmasina sebep olur. Ayrica yine oksidatif stres sebebiyle sperm kromatin
yapisinin da bozulmasi sdz konusu olabilir. Infertil erkeklerde seminal oksidatif stresin
ve apoptozun fertillere gore artmis oldugu anlasilmistir. Erkek Ureme sisteminin
gelisimi sirasinda yiiksek miktarlarda ROS ve oksidatif strese maruziyeti, testiste
kromatin yapis1 bozulmus apoptotik spermlerin birikmesine veya yiiksek seviyelerde
fosfotidilserin igeren, kaspaz aktiviteleri yiiksek ve DNA hasari olusmus diger
hiicrelerin sayisinin artmasina neden olacaktir. Bu degisimlerin hepsi erkek

infertilitesinin sebepleri olarak bilinmektedir (187).

Spermde meydana gelen DNA hasarinin biliyiik bir kismi oksidatif stres
kaynaklidir. Oksidatfi stres, spermin fiziksel yapisini bozarak niikleazlarin niikleer
DNA'’ya ulagsmasini engeller ve bdylece pargalanma baglar. Yiiksek miktarda ROS ve
oksidatif stres sperm fonksiyonlarin1 engeller. Boylelikle inaktif ve immotil hale gelen
sperm igin apoptotik yolak aktive olur. Dolayisiyla, spermde oksidatif stres kaynakli

apoptozun engellenmesi icin antioksidan terapilerin kullanimi 6nerilmektedir (188).
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Diger taraftan, sperm icinde oksidatif stres sebebiyle biriken serbest radikaller tiimor
nekroz faktor (TNF) reseptorlerine baglanarak inflamatuar sitokin ve niikleer faktor-
kB (NF- kB) seviyelerini artirir. Artan sitokinler apoptoz yolagini inhibe ederek hasarli
hiicrelerin gogalmasina yol acar. Bu yolak, infertil erkeklerin ejakiilat1 i¢inde bulunan
DNA hasarli spermlerin varligini agiklayabilmektedir (189). Bu hasarli spermler
apoptotik yolaga girseler dahi, bozulmus mitokondriyal aktivite ve artan NF- kB’ye
bagli olusan apoptoz inhibisyonu sebebiyle, yolak tamamlanamaz ve ejakiilat icinde

varliklarimi siirdiirtirler (190).

2.15. Oksidatif Stres ve Sperm Epigenomu

Epigenetik, niikleer kromatin modifikasyonlar1 veya genotipte herhangi bir
degisim olusturmadan fenotip degisimlerine sebep olan kovalent bagli DNA
eklentilerinin gen ekspresyonlarinda meydana getirdigi degisimleri inceler. DNMT
tarafindan yapilan sitozin metilasyonu en dnemli epigenetik mekanizmadir. Sperm
DNA’s1 protaminlere bagli oldugu i¢in hem transkripsiyonel hem de translasyonel
olarak inert durumdadir. Ancak, sperm genomunun %15’ini olusturan niikleozomal
komponent yiiksek oranlarda asetillenmis histon igerir. Bu 6zellik transkripsiyonel

aktivitenin en dnemli gostergesidir (191).

Oksidatif DNA hasari, sperm DNA metilasyon profilini degistirerek global
hipometilasyona ve genomik stabilitenin bozulmasina sebep olur. Buna bagli olarak,
retrotranspozonlar aktive olarak eksprese edilirler. Bu durum erkek infertilitesi ile
yakindan iligkili kabul edilmektedir (192). Histon asetilasyon profillerindeki
farkliliklar ise, spermatogenezin bozulmasi ve testikiiler kanserler gibi hastaliklara
sebep olabilmektedir (193). infertilite tedavisi ile dinyaya gelen cocuklarda Del
Castillo sendromu, Beckwith-Wiedeman sendromu, Russel-Silver sendromu ve
retinoblastoma gibi genomik baski1 hatalarindan kaynakli hastaliklarin meydana gelme
ihtimali, dogal olarak meydana gelenlerden daha yiiksektir (194, 195). Testislerde
bulunan sperm heniiz olgunlagsmamuistir. Epididimal spermler ise epigenetik olgunluga
ulagsmis olmakla birlikte bu siirecte oksidatif strese maruz kaldiklar i¢in oksidatif
hasarlar barindirmaktadir. Timor baskilayici genler gibi énemli genler {izerindeki

global hipometilasyon veya hipermetilasyon benzeri de novo epigenetik
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modifikasyonlar, embriyonun gelisimi ve dogumundan sonraki hayatini etkiler (196,
197). Son yillarda yapilan ¢alismalardan elde edilen veriler, oksidatif stresin DNMT
ekspresyonunun upregiilasyonu araciligi ile hipermetilasyona sebep oldugunu
gOstermistir (192, 198).

2.16. Endokrin Bozucu Kimyasallar

Diklorodifeniltrikloroetan maruziyetinin cinsiyet gelisim ve lireme sistemi
tizerinde etkileri ilk olarak 1962 yilinda Rachel Carson tarafindan tanimlanmistir
(199). Bu kesiften kisa bir siire sonra Arthur Herbst, diisiik ve 6li dogum riskinin
azaltilmast i¢in kullanilan sentetik Ostrojen tiirevi dietilstilbestrole, prenatal olarak
maruz kalan bir grup hastada, yetigskinlik doneminde vajinal adenokarsinoma
gelistigini  bildirmistir (200). O ddneme