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Nonobstruktif Azospermili İnfertil Erkeklerde AZFc ve TTY2 Gen Ailelerinin 

Mikrodelesyonu 

Öğrencinin Adı ve Soyadı: Mustafa EKİN 

Danışmanı: Doç.Dr. Mahmut BALKAN 

Anabilim Dalı: Tıbbi Biyoloji 

 

1.1. ÖZET 

 

Amaç: Bu çalışma en az bir yıl evli olmalarına rağmen çocuk sahibi olamamış 

primer infertilite ön tanılı non-obstrüktif azospermili (NOA) erkek bireylerde AZFc 

(sY254, sY255) ve TTY2 gen ailesi (TTY2L2A ve TTY2L12A), 

mikrodelesyonlarının oranlını saptamak ve karşılaştırmak için yapılmıştır. 

Gereç ve Yöntem: Laboratuarımıza başvuran 100 infertil ve 100 fertil kontrol 

erkeğe öncelikle sitogenetik analiz yöntemi uygulanmış ve kromozomal anomali 

yönünden değerlendirilmiştir. Ayrıca olgulara Real Time PCR tekniği uygulanarak 

AZFc ve TTY2 gen ailesi mikrodelesyonlarını taşıyıp taşımadıkları araştırılmıştır. 

Ayrıca bu çalışmada hasta ve normal fertil kontrolde AZFc mikrodelesyonunun 

sıklığı, TTY2 gen ailesi, yani TTY2L2A ve TTY2L12A ile karşılaştırıldı. 

Bulgular: Çalışma serisini oluşturan 100 olgudan 71 olgunun (%71) normal 

karyotipe (46,XY), 16 olgunun Klinefelter ve 13 olgunun da (%13) yapısal 

kromozomal anomalili karyotipe sahip olduğu görüldü.  

Bu çalışmada, AZFc bölgelerinden Sy254’de hem fertil kontrol hem de NOA’lı 

infertil vakalarda mutasyon tespit edilmemiştir. Sy255 mikrodelesyonu fertil 

kontrollerde görülmezken, NAO olguların 1’inde (% 1) görülmüştür. TTY2L2A 

mikrodelesyonu fertil kontrollerde görülmemiştir, fakat NOA'lı olguların 1’inde (% 

1) mikrodelesyon tespit edilmiştir (p>0,05). Ayrıca 100 NOA hastasının 11'inde (% 

11) TTY2L12A mikrodelesyonu olduğu görülmüş ve normal kontrolde 5 vakada 

(%5) TTY2L12A mikrodelesyonu saptanmıştır (p>0,05).  
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Sonuç: Çalışmamızdaki infertil azoospermili hastalarda AZFc mutasyonlarına oranla 

daha yüksek oranlarda görülen TTY2 gen ailesinde delesyonların, TTY2L2A ve 

TTY2L12A genlerinin de erkek infertilitesi için yeni bir markır olarak 

kullanılabileceğini, rutin olarak taranan AZF genleri kadar önemli olabileceği 

sonucunu doğurmaktadır.  

Anahtar Kelimeler: obstrüktif olmayan azospermi; Y kromozomu mikrodelesyonu; 

AZFc; TTY2 genleri 
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The Microdeletions of AZFc and TTY2 Gene Families in İnfertile Men With 

Non-Obstructive Azoospermia  

Student’s Surname and Name: EKİN Mustafa 

Adviser of Thesis: Assoc.Prof. Mahmut BALKAN 

Department: Medical Biology and Genetics 

 

1.2. ABSTRACT  

 

Aim: This study was carried out to determine and compare the ratio of AZFc 

(sY254, sY255) and TTY2 gene family (TTY2L2A and TTY2L12A) microdeletions 

in male patients with non-obstructive azoospermia (NOA) who had been married for 

at least one year. 

Material and Method: In this study, 100 infertile and 100 fertile control men who 

applied to our laboratory were firstly subjected to cytogenetic analysis method and 

evaluated for chromosomal anomaly. In addition, the patients were evaluated by 

using Real Time PCR technique in order to determine whether they carry AZFc and 

TTY2 gene family microdeletions. In addition, the frequency of AZFc microdeletion 

in patients and normal fertile controls was compared with TTY2 gene family, namely 

TTY2A2A and TTY2A12A. 

Results: Of the 100 cases that included the study series, 71 cases (71%) had normal 

karyotera (46, XY) and 16 Klinefelter ( 16%) and 13 cases (13%) had a karyotype 

with structural chromosomal anomaly. 

In this study, no mutation was detected in both fertile control and NOA infertile 

cases in Sy254 from AZFc regions. Sy255 microdeletion was not seen in fertile 

controls, while NAO was observed in 1 (1%) cases (p>0,05). TTY2L2A 

microdeletion was not observed in fertile controls, but 1 (1%) of NOA cases had 

microdeletion. In addition, TTY2L12A microdeletion was observed in 11 (11%) of 

100 NOA patients and TTY2L12A microdeletion was detected in 5 cases (5%) under 

normal control (p>0,05). 
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Conclusion: In our study, it is concluded that in TTY2 gene family, TTY2L2A and 

TTY2L12A genes can be used as a new marker for male infertility in routine infertile 

azoospermia patients compared to AZFc mutations. 

Keywords: non-obstructive azoospermia; Y-chromosome microdeletion; AZFc; 

TTY2 genes 
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2.  GİRİŞ VE AMAÇ 

 

 

Üremek ve neslini devam ettirmek insanların doğasında mevcut olan bir 

olaydır. Bazen çiftler bilinen ya da bilinmeyen bir nedenle çocuk sahibi 

olamayabilirler. Çocuk sahibi olamama sorunu çiftlerden birini veya her ikisini de 

birden etkileyebilmektedir (1).  

İnfertilite, Dünya Sağlık Ürgütü (WHO) tarafından çiftlerin herhangi bir 

korunma yöntemi kullanmaksızın en az bir yıl içerisinde  düzenli cinsel ilişkisine 

rağmen çocuk sahibi olunamamasıdır (2). İnfertilite tüm toplumlarda değişkenlik 

göstermektedir.  Bugün dünya genelinde çiftlerin yaklaşık yüzde %10-15’i infertilite 

sorunu yaşamaktadır ve bunların da % 30-40’nda erkekte problem yaşanırken, %30-

40 oranında her ikisinden kaynaklanırken geriye kalan %20’lik kısmı ise nedeni 

bilinmeyen idiyopatik infertilitedir (3). İnfertilite vakalarının % 15'inde bu durum 

hem kromozomal hem de tek gen değişiklikleri dahil olmak üzere genetik 

bozukluklarla ilişkilidir (4). Her 6-7 çiften birinde görülmektedir (5).   

Erkek infertilitesinin en önemli nedeni idiyopatik semen bozukluklarıdır. 

Azospermi, oligozoospermi ve deforme olmuş spermlerin tümü, hormonal 

dengesizliği de etkileyen kalıtımsal faktörlerle ilişkili durumlardır (6). Azospermi, 

WHO tarafından, art arda yapılan en az iki meni incelemesinde sperm 

gözlenememesi olarak tanımlanmıştır. İnfertilite nedeniyle takipli erkeklerde yapılan 

çalışmalarda %10-20 oranında azosperminin infertiliteden sorumlu olarak 

bulunmuştur (7). Genel populasyonda ise bu oran yaklaşık % 1’dir. Detaylı anamnez, 

fizik muayene, hormon profilleme ve genetik konsültasyon azosperminin klinik 

sınıflandırması açısından son derece önemlidir (6,8). Obstruktif azospermi, testiste 

üretilen sperm hücrelerinin üreme kanalının herhangi bir alanında tıkanıklık olması 

nedeniyle ejekülat olamamasıdır. Non-obstruktif azospermi ise testis kaynaklı 

sorunlar nedeniyle sperm üretiminde yaşanan sorunlar olarak tarif edilebilir. 

Birbirinden farklı tedavi yöntemleri olması nedeniyle hastada gözlenen azospermi 

nedeninin, obstruktif kaynaklı olup olmadığı araştırılmalıdır (3). Kromozomal 

bozukluklar sağlıklı toplumlarda %0.5 oranında gözlemlenirken, infertil erkek 
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bireylerdeki oran ise  %5.8’e çıkmaktadır, bu nedenle semen analizinde azospermi 

gözlenen tüm bireylerin genetik açıdan araştırılması önerilmektedir (4). 

Erkeklerde seks kromozomları ve otozomlar, spermatogenezi düzenleyen 

genleri barındırırlar (9). Bu genlerdeki yeniden düzenlemeler ya da sekans 

değişiklikleri sperm üretimine zarar vermekte ve sperm sayısının azalmasına neden 

olmaktadır. Günümüzde erkeklerde infertiliteye sebep olan genetik patolojiler olarak; 

kromozomal anomalileri, izole spermatogenez defekti yapabilen Y–kromozom 

mikrodelasyonları (AZF), doğumsal duktus agenezisi yapan kistik fibroz gen 

mutasyonları ve sperm fonksiyonlarını bozan genetik hastalıkları sayabiliriz (10). 

İdiyopatik nonobstruktive azoo-oligospermia vakalarının yaklaşık %10’u Y 

kromozomunun uzun kolu üzerindeki AZF bölgesinin delesyonundan 

kaynaklanmaktadır. Ayrıca spermatik kord agenezisi azoospermik erkeklerin 

%1,4’ünde görülürken , kistik fibröziz gen mutasyonlardaki hastalarında %85’tir. 

Genlerdeki mutasyonlar ile çeşitli multifaktoriyal düzensizlikler arasındaki ilişkilerle 

ilgili çalışmalar gün geçtikçe artmaktadır. Bu klinisyenler için çok güçlü bir tanısal 

araç olabilir. Hastaların geniş kapsamlı fizyolojik ve genetik incelemeleri çok daha 

anlamlı genotip/fenotip kurmamıza yardımcı olur (11). 

Çiftlerde doğal yoldan gebelik oluşmaması durumunda  intrasitoplazmik 

sperm injeksiyon ( İCSİ) veya İn vitro vertilizasyon ( IVF) yöntemi ile sperm 

faktorüne  bağlı olarak önemli doğum oranları gerçekleştirilmiştir (12). 

Erkek fertilitesini etkileyen faktörler sadece cinsiyet kromozomlarında ve 

otozomal kromozomlarda oluşan kromozomal patolojileri, AZF mikrodelesyonları ya 

da duktus agenezisi yapan kistik fibroz gen mutasyonlar ile sınırlı değildir. 

Moleküler genetik temelinde erkek infertilitenin hakkında daha bilmediğimiz çok şey 

vardır. İnsanlardaki genetik rahatsızlıklar olan sperm fonksiyonunda deforme, sperm 

taşınmasında ya da spermatogeneziste deformeler infertiliteye yol açabilir. Erkek 

infertilitesinin genetik nedenlerinin ortaya konulması tedavi yaklaşımları ve onların 

doğacak çocuklarına taşınma risklerini ortaya koymayı sağlayacaktır (13). 

  Y kromozomundan mikrodelesyonları NOA’lı  erkeklerin %6-12’sinde 

saptanmıştır (5). 1976 yılında  yapılan karyotip çalışmasında Tiepolo ve Zufardi  

sperm üretiminde Y kromozomun rolü olduğunu  saptamışlardır (6). Tespit edilen 

bölge “Azospermi Faktör” (AZF) bölgesidir.  Spermatogenez için gerekli olan genler 
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bu bölgede taşınmaktadır. Fertilite için gerekli olan ve Y kromozomunun uzun 

kolunda bulunan AZF bölgelerinin bir kısmı idiyopatik infertilite gösteren erkeklerin 

% 10-20’sinde bulunmaktadır. AZFa, AZFb AZFc ve AZFd bölgeleri olarak 

adlandırılan bu kısımlar sitogenetik olarak teşhis edilebilmektedir. Y kromozomunun 

uzun kolunun 11.23 bölgesinde AZF bölgesi bulunmaktadır (7,8-13,13-16). 

Erkek infertilitesi aynı zamanda hormonal nedenler, yaşa bağlı, enfeksiyonlar, 

onezite, psikolojik nedenler, geçirilmiş cerrahi operasyonlar da infertiliteye neden 

olabilirler (17). 

Spermatogenezden sorumlu Y kromozomu üzerinde 4 adet bölge 

bulunmaktadır. Bu bölgeler; AZFa, AZFb, AZFc (DAZ)  ve AZFd bölgeleridir. 

Spermatogenezi sağlayan bu bölgelerde çok sayıda gen yer almaktadır (18). 

Y kromozomunun heterokromatin bölgesine yakın yerde yer alan AZFc 

bölgesi 3 Mb’lık bir alanda dağılım gösterir. AZFc bölgesi üzerinde en çok çalışılan 

ve çok fazla delesyona uğrayan bölgelerden birisidir. Bu bölge direk tekrarlayan 

dizilimlere (amplikon) ve dizilim benzerliği gösteren ters dönmüş tekrarlayan 

dizilimleri (palindromik dizilimlere) oluşturan geniş alanlardan meydana gelmiştir. 

AZFc içerisinde tamamı testise özel 19 transkripsiyon ünitesi bulunan 7 farklı gen 

ailesi bulunmaktadır. AZFc bölgesi; DAZ gen ailesi ile birlikte CDY, BPY2, RBM, 

TTY2 ve PRY’nin kopyalarını da içermektedir. Tirozin fosfatazın kodlanması 

işlevini gerçekleştiren aynı gen ailesine sahip PRY, TTY2 genleri DAZ gen 

ailesindendir (18-21). 

AZFa, AZFb ve AZFc bölgeleri için Moleküler Genetik kalite kontrol ağı 6 

adet STS’nin (Sequence-Tagged Site) yeterli olduğu bildirilmiştir. Bu hedef bölgeler: 

AZFa bölgesi için sY84 ve sY86, AZFb bölgesi için sY127 ve sY134, AZFc ve 

AZFd bölgesi (DAZ) için ise sY254 ve sY255 bölgeleridir. Azospermiden sorumlu 

olarak en fazla delesyona maruz kalan ve üzerinde en sık çalışılan bölge AZFc 

(SY254 ve SY255) bölgesi olarak bildirilmiştir (22-26). 

Son zamanlarda, Y kromozomunun diğer mikrodelesyonlarının da, örneğin 

TTY2 gen ailesi, azospermiden sorumlu olduğu ileri sürülmektedir. TTY2 gen ailesi, 

Y kromozomunun kısa kolunda (Yp11) bulunan TTY2L12A ve uzun kolunda 

(Yq11) bulunan TTY2L2A genlerini içeren, bilinmeyen bir fonksiyonu olan bir Y 

bağlantılı çoklu kopya gen ailesidir. Y kromozomu üzerinde bulunduğu ve testiste 
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ifade edilen genlerden olduğu için muhtemelen spermatogenezde de rol oynadığı ileri 

sürülmektedir. 

Bu çalışmada; erkek infertilite tanısı için yeni moleküler-genetik marker 

olarak kullanılabilecek erkek infertilitesi genlerindeki mutasyonların etkisi 

tartışılacaktır. Bu amaçla; idyopatik azospermiye sahip infertil erkeklerde ve kontrol 

grubunda testis dokusunda eksprese olan ve dolayısıyla spermatogenezde rol 

oynayan TTY2 gen ailesi, yani TTY2L2A ve TTY2L12A genlerinndeki 

mikrodelesyon sıklığı, AZFc mikrodelesyonunun sıklığı ile karşılaştırılacaktır.  

Mutasyon sıklığı coğrafik bölgeler ve etnik gruplar arasında da önemli 

farklılıklar gösterir. Erkek infertil gruplarının üzerine yapılan mutasyon sıklığı 

çalışmaları, çalışılan populasyonda bulunan mutasyonlar hakkında yeterli verilerin 

olmasıyla daha sağlıklı sonuçlara ulaşabileceğimizi düşünmekteyiz. Bundan dolayı 

yaptığımız çalışmamızın, TTY2L2A ve TTY2L12A gen mutasyonlarının Diyarbakır 

ve çevre illerdeki dağılım frekansının belirlenmesi yönündeki çalışmalara başlangıç 

teşkil etmesi amaçlanmaktadır. Bu amaçla TTY2L2A ve TTY2L12A’de görülen 

mutasyonların coğrafyamızdaki allelik frekansları ile bu allelerin homozigot ve 

heterozigot dağılımlarının saptanarak bu mutasyonların frekanslarının tespit edileceği 

amaçlanmıştır.  

Bu çalışma Dicle Üniversitesi Tıp Fakültesi Araştırma hastanesine gelen ve 

en az bir yıl evli olmalarına rağmen çocuk sahibi olamamış birinci dereceden 

infertilite ön tanımlı erkek bireylerde genetik nedenleri belirlenmesi amacıyla 

yapılmıştır. Çalışma için infertil erkeklerden uygun laboratuar koşulları altında kan 

numunesi alınmıştır. İnfertil olduğu düşünülen erkek bireylerden alınan kan numune 

örneklerinden total testosteron, FSH, LH ve prolaktin gibi hormonların yanısıra 

kromozom analizi, Y kromozomu mikrodelesyon testi gibi moleküler analizler de 

yapılmıştır.  

Laboratuarımıza gelen 100 infertil erkeğe hem sitogenetik analiz yöntemi 

uygulanarak kromozom analizi değerlendirildi hemde Rotor Gene Q 5 Flex hrm 

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile belirlenen Yq kromozom mikrodelesyonu ile 

TTY2L2A ve TTY2L12A, sY254 ve sY255 gen bölgelerinde inceleme yapılmıştır. 

SRY (Sex determining region of the Y chromosome) kontrol primerleri olarak 

kullanılmıştır. 
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Bu analizin değerlendirmesi sonucunda Dicle Üniversitesi Tıp Fakultesi 

Araştırma hastanesine gelen infertil erkeklerde, infertilitenin genetik nedenleri, 

infertil oranlarını ve infertil sıklığı ortaya koyup ICSI (İntrastoplazmik sperm 

enjeksiyonu), IVF (İnvitro fertilization ) ve TESE (Testikular  sperm extraction) gibi 

yardımcı yöntemlerine başvurarak hastalara yardımcı olabilmektir. 
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3. GENEL BİLGİLER 

 

 

3.1. Erkek Üreme Sistemi 

 

Üreme organları, insan neslinin soyunun devamını sağlayan, üreme 

fonksiyonlarını gerçekleştiren organlardır. Üreme sistemi, üreme ile ilgili cinsiyet 

özelliklerini belirleyen, üreme işlevlerini yerine getiren ve hormonlar salgılayan 

organların oluşturduğu sistemin genel adıdır. Üreme organları iç ve dış olarak iki 

gruba ayrılmaktadır (27). 

 

Şekil 1. Erkek üreme sistemi  

 

3.1.1.Erkek iç üreme organları 

 

3.1.1.1. Testisler (Orchis, Er bezleri) 

 

  Erkek bireylerde scrotum içinde yer alan, temel üreme organlarından biri 

testislerdir (Şekil 1).  Testisler erkek germ hücrelerini (sperm) üretirler. Ayrıca 

testisler erkeklik hormonunu (testosteron) da salgılarlar ve işlevlerini de scrotom 

içinde gerçekleştirirler (27-38). 
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3.1.1.2. Epididymis (Epididim) 

 

Epididim, testisin arka kısmında bulunur ve yaklaşık olarak 6-7 cm 

uzunluğunda bir kanal yumağıdır (Şekil 1). Epididim, spermi hem iletme hem de 

olgunlaştırma ve depolama yeri olarak da görev yapar (27-38). 

 

3.1.1.3. Ductus deferens (Vas deferens, Sperma kanalı)  

 

Ductus Deferens, testislerin içinde üretilen sperm hücrelerini epididimis 

kanalına taşıyan ve aynı zamanda sperm depolayabilen kas yapısında sağ ve sol iki 

kanal olarak isimlendirilmektedir (27-38). 

 

3.1.1.4. Vesicula seminalis (Meni keseciği) 

 

Vesicula Seminalis, idrar torbası ile rektum arasında olan kese şekline 

benzeyen bir çift bez olarak tanımlanmaktadır. Vesicula Seminalis, spermin 

canlılığının korunmasını sağlamaktadır. Ayrıca Vesicula Seminalis spermin hareket 

etmesini ve salgıladığı sıvı ile sperm hücrelerinin beslenmesini sağlayan bir salgı 

bezidir (Şekil 1) (27-38). 

 

3.1.1.5. Ductus ejaculatorius (Ejakulator kanal) 

 

Ductus Ejaculatorius, prostat bezi içerisinde yer tutan, ön tarafa ve aşağı yöne 

hareket ederek prostat parçasının içine yayılmış durumda bulunan bir kanaldır (Şekil 

1). Ductus deferens içeriği ile vesicula seminalis salgısını karıştırarak dışarıya doğru 

atılmasını sağlar (27-38). 

 

3.1.1.6. Prostatae (Prostat) 

 

Prostatae, idrar torbasının altında bulunan, ceviz büyüklüğünde olan ve 

olabilidiğince sıkı ve sert organ olup aynı zamanda erkek üreme organının en büyük 

bezi olarak tanımlanmaktadır (Şekil 1). Erkek bireylerde ilerleyen yaşlarda değişim 
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göstermektedir. Asidik olmayan prostat, sıvı salgılayarak spermlerin korumasını 

sağlamaktadır. Ayrıca prostattan salgılanan sıvının, spermlerin hareketini ve 

testosteron hormonun salgılamasını kontrol etme görevi bulunmaktadır. Erkek 

bireyler prostat salgısının yaklaşık günde 0.5-2 ml üretebilmektedir. Meni hacminin 

yaklaşık olarak % 20-30’nu prostat salgısı oluşturmaktadır (27-38). 

 

3.1.2. Erkek dış üreme organları 

 

3.1.2.1 Penis 

 

Penis, boşaltım sisteminin en son kısmını oluşturmakta ve boşaltım görevinin 

dışında spermlerin dışarıya atılma işlevini de üstlenmektedir (Şekil 1). Penis radix 

corpus ve glans olmak üzere üç bölümden oluşmaktadır (27-38). 

 

3.1.2.2 Scrotum (Testis torbası)  

 

Scrotum, penis ve simfizis pubisinin altında olan kese olarak 

adlandırılmaktadır ve büyüklüğü ve şekli yaş ile birlikte değişiklik göstermektedir. 

Yetişkin erkek bireylerde yumuşak ve hareketli olup, deri ve elastik liflerden 

yapılmıştır (Şekil 1). Testis, epididim ve spermatik kordonun bir kısmı, kese 

şeklindeki scrotumun içerisinde yer almaktadır. Scrotumlar sıcak ve soğuğa karşı 

duyarlılık göstermekte ve içerisinde bulunan elastik lifler sayesinde ısı ayarlamasını 

da yapabilmektedirler (27-38). 

 

3.2. Erkek İnfertilitenin Nedenleri 

 

3.2.1. Hormonal nedenler 

 

LH ve FSH hormonları hipofiz bezinden salınır (Şekil 2). Testis eksikliği olan 

erkeklerde hipergonadotrofik hipogonadizm genellikle yüksek düzeyde folikül 

uyarıcı hormon (FSH) ve luteinize edici hormon (LH) ve bazen de düşük testosteron 

seviyelerinde bulunur. Genel olarak, FSH seviyeleri, spermatogonia sayısı ile 
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ilişkilidir: spermatogonia bulunmadığında veya belirgin şekilde azaldığında, FSH 

değerleri genellikle yükselir; Spermatogonia sayısı normal ancak spermatocyte veya 

spermatid seviyesinde olgunlaşma durması mevcutsa, FSH değerleri normal sınırlar 

içindedir (39-40).  

 

Sperm üretimi için ihtiyaç duyulan erkek seks hormonları tablo 1’de   gösterilmiştir.  

Hormon  Etkisi 

GnRH FSH ve LH hormonlarının salgılanmasını sağlar. Beyinde 

hipotalamustan salgılanır. 

FSH Testisteki sertoli hücrelerini uyararak sperm üretimini sağlar. 

Hipofiz bezinden salgılanır. 

LH Leydig hücrelerinde testosteron sentezlenmesini ve sperm 

üretiminin devamlılığını sağlar. Hipofiz bezinden salgılanır. 

Prolaktin LH’ın Leydig hücreleri üzerindeki etkisini arttırır. Hipofiz 

bezinden salgılanır. 

Testosteron Sperm üretiminin devamlılığını sağlar. Testisteki Leydig 

hücrelerinden salgılanır. 

Estradiol  

 

LH sentezini kontrol eder. Karaciğer, kas ve yağ dokusunda 

testosteronun metabolize edilmesi ile oluşur. %20-25’i Leydig 

hücrelerinden salgılanır. 

İnhibin  FSH salınımını engeller. Sertoli hücrelerinden salgılanır. 

Aktivin FSH salınımını arttırır. Leydig hücrelerinden salgılanır 

 

Tablo 1. Sperm üretimi için ihtiyaç duyulan hormonlar ve etkileri  
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Şekil 2. Erkeklerin Hipotalamik-Hipofiz-Gonadal (HPG) ekseni ve üreme geri 

bildirim döngülerinin basitleştirilmiş gösterimi (41). 

 

3.2.2. Hipotalamus bozuklukları: 

 

Hipotalamus bozukluklarından dolayı, hipotalamusdan salgılanan GnRH 

hormonu eksik olduğu durumlarda hipofizden salgılanan FSH ve LH düzeyleri de 

azalır ve testis fonksiyonları bozulmkaktadır. Hipotalamus patolojileri genelde 

doğumsal anomaliler ile birliktelik göstermekte olduğu bildirilmiştir (40).  

 

3.2.3. Kallman Sendromu  

 

Kallmann sendromu, X’e bağlı kalıtım gösteren erkek infertilitesinde en fazla 

rastlanılan bir bozukluk olarak bildirilmiştir. Ayrıca idiopatik hipogonadotropik 

hipogonadizmin nedenlerinden biri olarakta bilinmektedir. X kromozomunun p 

lokusunda bulunan Kal (Xp22.3) geninde meydana gelen mutasyon hipotalamustan 

GnRH sekresyonunda bozulmaya neden olmaktadır. Kallman sendromu görülen 

bireyler uzun boylu ve azospermik olup pubertal gecikme göstermektedirler. Bu 

sendromlu bireylerde konjenital sağırlık, kraniyum ve yüz asimetrisi, yarık damak, 

serebellar disfonksiyon, kriptorşidizm ve renal anomalilere de sahip olabildikleri 

bildirilmiştir (42,43). 
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3.3. Kromozomal Bozukluklar 

 

3.3.1. Klinefelter sendromu (47, XXY) 

 

  Klinefelter sendromu erkek bireylerde 1/1000 oranında tüm sperm 

hücrelerinde  “komplet trizomi” olarak görülen veya “mozaik” formunda gözlenen 

47,XXY karyotipli bir sendromu olarak bildirilmiştir (Şekil 3). Klinefelter sendromlu 

erkek bireylerde görülen mozaik form göstermediği durumlarda 46,XY / 47,XXY 

kromozom yapısı görülür iken mozaik erkeklerde artan kromozom hatalarına yol 

açmaktadır. Bu yüzden üreyebilen Klinefelter sendromlu erkeklerin aneuploid 

yavrulara sahip olma olasılıklarının daha yüksek olduğu bildirilmiştir (44,45). 

Klinefelter sendromu, X ve Y’nin mayoz I sırasında rekombinasyon yapamaması ile 

ilişkili olduğu bildirilmiştir (46). 

  

Şekil 3. Klinefelter sendromu karyotipi 

 

3.3.2. 47, XYY erkekler 

 

47, XYY Anomalisi, 1000 erkek doğumundan birinde bulunan 47,XYY, 

paternal mayotik II evresinde Y kromozomu ayrışmamasıyla oluşmaktadır. Bu 

durum, gonadal ortamında anormal bir hormonal dengeye neden olmaktadır (47). Bu 

erkeklerin büyük bir kısmı fenotipik olarak normal özellik gösterirler. Ancak 

infertilite, kanser, nörolojik hastalıklar riskinde artma bildirilmiştir (48).  
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3.3.3.  Y kromozom mikrodelesyonu 

 

Erkek infertilitesinin en sık saptanan moleküler genetik nedenlerinden biridir. 

Y kromozomun uzun kolunda bulunan AZFa, AZFb, AZFc ve AZFd bölgelerindeki 

mikrodelesyonlardan kaynaklanmaktadır (Şekil 4). AZF bölgesi içindeki delesyonlar, 

farklı derecelerde spermatogenik yetmezliğe ve dolayısıyla infertiliye neden olurlar 

(49). AZF bölgesindeki mikrodelesyonlar oligospermili erkeklerin yaklaşık % 

4'ünde; şiddetli oligospermili erkeklerin %14'ünde; ve obstrüktif olmayan azospermi 

erkeklerin de % 18’inde görülür (50).  

Mikrodelesyonların büyük çoğunluğu de novo oluşumlu olup germ hücre 

döngüsü düzenlemesinde ve mayozda kritik rol oynadığına inanılmaktadır (51,52). 

En yaygın Yq mikrodelesyonları, AZFa bölgesinde meydana gelir ve rapor edilen 

mikrodelesyonların yaklaşık %60'ını oluşturur (53). Bu vakalardan, bireylerin 

yaklaşık üçte ikisi azospermiktir; bu vakaların yaklaşık% 50'sinde ICSI'de testiküler 

sperm ekstraksiyonu ile sperm elde edilebilmektedir (54). AZFc mikrodelesyon 

vakaları sıklıkla ciddi oligozoospermi ile ortaya çıkar. Sertoli cell-only sendromu ile 

sıklıkla başvuran vakalarda en sık AZFa bölgesindeki delesyonlar görülmektedir 

(55). Sertoli cell-only sendromundan hipospermatogeneze kadar değişen vakalarda 

AZFb mikrodelesyonları bildirilmiştir (56). Bununla birlikte, AZFb vakalarında, en 

sık görülen gözlem primer spermatoosit aşamasında germ hücre durmasıdır (57). 

Mikrodelesyonlar birden fazla bölgeyi kapsadığında, genotip-fenotip korelasyonları 

bildirilen geniş çaptaki spermatogenik fenotiplerle şaşırtıcı derecede daha 

karmaşıktır (58). En sık bildirilen, AZFc bölgesinin yaklaşık yarısının delesyonuna 

neden olan gr/gr delesyonlardır. Gr/gr mutasyonunun fenotipik etkisi, sperm 

konsantrasyonu üzerinde çok az veya hiç etkisi olmadığı, ancak infertilite ile bir 

ilişki olduğunu bildiren bazı çalışmalar bulunmaktadır (59) diğerleri ise gr / gr 

mutasyonu ile oligo veya azospermi arasında bir ilişki olduğunu bildirmiştir (60).  
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Şekil 4. Y kromozomu AZF bölgesi haritası (61). 

 

USP9Y gibi AZF bölgesindeki gen mutasyonların da spermatogenik 

yetmezlik ile bağlantılı olduğu belirtilmiştir (62). Bununla birlikte, raporlar bu 

mutasyonların oldukça değişken bir fenotip ile ilişkili olma eğiliminde olduklarını 

göstermektedir ve bu nedenle şu anda bu mutasyonlara yönelik taramaların klinik 

ortamda rutin olarak uygulanmaması gerektiği ileri sürülmektedir (63).  Çok sayıda 

kopya sayısı varyantı içeren Y kromozomunun olağandışı genomik peyzajı da 

dikkate değerdir (64). Son zamanlarda, bu kopya sayısı değişkenlerinin erkek 

kısırlığı ile ilişkili olabileceği gün ışığına çıkmıştır. 

Yq mikrodelesyonlu bireylerinde ICSI için sperm mevcut olduğunda, çiftlerin 

Yq mikrodelesyonu kaçınılmaz olarak tüm erkek yavruların kısırlığına sahip olacağı 

anlamına gelecek şekilde tüm erkek yavrularına geçirileceği için uygun genetik 

danışmanlık sağlaması önemlidir (65,66). 
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3.3.4.  TTY2 gen ailesi mikrodelesyonları 

 

AZFc de ilk tanımlanan aday gen DAZ (Deleted in azoospermi)dır, DAZ 

geniyle birlikte 7 tane aday gen tanımlanmıştır. Bu genler; CDY1 (chromodomain 

Y1), BPY1, BPY2 (Basic protein Y), PRY (PTA BL related Y), TTY1 ve TTY2 

(testis traskript 2) genleri haritalanmıştır (şekil 5) (67).   

 

 

Şekil 5. Y kromozomunun şematik gösterimi 

 

Son zamanlarda, Y kromozomunun diğer mikrodelesyonlarının, örneğin, 

TTY2 (testis-specific transcript, Y-linked 2) gen ailesinin, erkek infertilitesine neden 

olabileceği bildirilmektedir. TTY2 gen ailesi, sırasıyla Y kromozomunun kısa 

kolunda (Yp11) ve uzun kolunda (Yq11) bulunan TTY2L12A ve TTY2L2A'yı içeren 

bilinmeyen fonksiyonlu bir Y bağlantılı multicopy gen ailesidir. TTY2 gen ailesinin 

tirozin fosfatazın kodlanmasından sorumlu olduğu ve testiste ifade edilen genlerden 

olduğu için muhtemelen spermatogenezde de rol oynadığı ileri sürülmektedir (68-

70). 

Aynı zamanda, X veya diğer otozom kromozomları üzerinde de benzer 

sekansların olmadığı gösterilmiştir. Y kromozomunda bulunan ve testiste eksprese 

edilen TTY2 gen ailesi gen ailesinin spermatogenezde rol oynamasının muhtemel 

olduğu bildirilmektedir. 
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Bilindiği gibi sperm DNA hasarı, erkek infertilitesi ve anormal 

spermatogenez ile açıkça ilişkilidir. DNA hasarı, hücresel sistemde genom 

kararsızlığının başlıca nedenidir. Özellikle DAZ genlerinde Y kromozomunun 

azospermi faktörü (AZF) bölgesinde genomik instabilite, daha önceki çalışmalarda 

da gösterilmiştir. Spermatogenezde yer alan genlerde görülen mikrodelesyonların de 

novo kökenli olduğu ve embriyogenez sırasında genom instabilitesine neden 

olabileceği bildirilmiştir. Bu nedenle, bu tez çalışmasında NOA hastalarında TTY2 

gen ailesinde ve AZFc bölgesinde mikrodelesyon sıklığını karşılaştırmalı olarak 

değerlendirmiştir (71-78). 
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4. GEREÇ ve YÖNTEM 

 

 

4.1. Araştırma Populasyonu 

 

Bu çalışma, Dicle Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Biyoloji ve Genetik 

Bölümü Genetik Tanı Laboratuvarı’nda yapılmıştır. Çalışma materyali Haziran 

2018- Haziran 2019 tarihleri arasında en az bir yıl evlenmiş olmalarına rağmen 

çocuk sahibi olamamış non-obstruktif azospermili 100 infertil erkek ve 100 kontrol 

grubu bireylerden oluşturulmuştur. İlk olarak çalışma kapsamındaki her çiftin aile 

bilgilerini içeren pedigrileri oluşturuldu. Pedigiri analizinde bireylerin yaş, cinsiyet, 

akraba evliliği, sigara, alkol ve ilaç kullanımı kriterler ele alınır. Ayrıca çalışma 

gruplarına dahil edilen olguların ailelerindeki infertilite öyküleri, testis morfolojisi, 

spermiyogram ve bazal hormonal (FSH, LH, Testosteron, Prolaktin) gibi 

radyoterapiye maruz kalıp kalmadıkları hakkında bilgi formu dolduruldu. 

Gelen infertil çiftlere herhangi bir otozomal veya gonozomal kromozom 

anomalisi taşıyıp taşımadıklarının anlaşılması için sitogenetik yöntemlerle 

kromozom analizi yapıldı. Bayanların hepsi 46,XX karyotipi saptandı. 

Y kromozom mikrodelesyon analizi için 100 infertil ve 100 sağlıklı erkek 

bireyden oluşan bir çalışma grubu oluşturuldu. Çalışma grubundaki tüm bireylerden 

alınan genomik DNA, moleküler Real Time PCR yöntemi ile Y kromozom 

mikrodelesyonlarını taşıyıp taşımadıkları araştırılmıştır. 

 

4.2. Kromozom Analizi İçin Kullanılan Kimyasal Maddeler 

 

1- Nutrient Mixture F-10 Ham 

2- Fetal Calf Serum 

3- Phytohemaglutinin  M  

4- Colcemid. 10 mikrogram/ ml  

5- Penisilin-Streptomisin  

6- L-Glutamine 10 mikrogram/ml  

7- KCL- Potassium chloride  
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8- Glacial Acedic Acid  

9- Methano 

10- 10-Xylol   

11-  Giemsa Lösung  

12- Heparin  

13- Ethyl alcohol  

14- Serum fizyolojik 

15- TrypsinCertifield 25gr 1:250  

16- Pancreatin 25 gr  

17- Na2HPO4  

18- KH2PO4   

19- Biebrich scarlet  

20- Distile water  

 

4.3.Kromozom Analizi İçin Kullanılan Solüsyonlar 

 

1- Phytohaemaglutinin solüsyonu: 5 mg phytohaemaglutinin M + 5 ml bidistile su 

2- Hipotonik solüsyonu : 100 ml distile su + 5,6 gr KCL ( 0.075 M KCL) 

3- Cornoy fikstatif : 3 birim methanol + 1 birim acetic acid glacial 

4- Periferik kanda kromozom analizi için kullanılan kültür ortamı içeriği: 

a- Nütrient Mixture F-10 Ham       100 ml 

b- Phytohaemaglutinin M solüsyonu 1.5 ml 

c- L- Glutamine 1 ml 

d- Penisilin- Streptomisin   1 ml 

e- Fetal Calf Serum   20 ml 

5- Trypsin solüsyonu: 50-100 mg Trypsin + 100 ml serum fizyolojik ( 37 0C) 

6- Boya solüsyonları:  

a- G Bantlama için: 95 ml Söransan tamponu + 5 ml Giemsa Gösing 

b- Düz boya için: 5 ml Giemsa Lösing + 95 ml distile su 

7- Pancreatin solüsyonu: 100-50 mg pancreatin solüsyonu + 100 ml serum 

fizyolojik (37 0C) 

8- Söransan tamponu :  
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a- 9.08gr. KH2PO4 + 1000 ml distile su ( A ) 

b- 1.88gr. KH2PO4 + 1000 ml distile su  ( B) 

A ve B solüsyonları karıştırılarak PP: 6.8’e ayarlanır. 

 

4.4. Kromozom Analizi İçin Kullanılan Diğer Araç ve Gereçler 

 

1- Etüv 

2- Mikroskop  

3- Görüntüleme sistemi 

4- Zaman ayarlı etüv 

5- Kuru hava sterilizatör ( kötterman ) 

6- Bunsen bek  

7- Enjektör 

8- Pipet 

9- Elektronik duyarlı terazi 

10- Mezürler 

11- Vorteks 

12- Lam 

13- Buzdolabı 

14- Şaleler 

15- 15 ml’lik konik santrifüj tüpleri 

16- Laboratuvar saati 

17- Plastik eldiven 

18- Lanset 

 

4.5. Kromozomların Elde Edilmesi 

 

Bu çalışma lenfosit kültür yöntemi ile çalışılmıştır. Çalışmanın uygulama 

aşamaları da aşağıdaki gibidir; 

1- Hasta kişiden heparinli steril enjektör ile 5 ml kan alınır 

2- Laboratuvar ortamına gelen kan, heparinli steril tüplere konulmadan önce hasta 

kişinin adı ve soyadı tüpün üstüne yazılır. 
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3- Steril koşullarda hazırlanmış ve buzdolabında korunmuş olan kültür solüsyonu 

çıkarılır ve her bir kültür tüpüne steril ortamda 5 ml aktarılır. 

4- Heparinli steril enjektör ile hastadan alınan kan kültür tüplerine 5-6 damla kan 

eklenir ve tüpün ağzı kontaminasyona karşı alevden geçirilir ardından 72 saatlik 

inkübasyon için etüve konulur. 

5- 71.15 saat sonra inkübasyona konulan kültüre iki damla colcemid eklenir ve 

tekrar etüve bırakılır. 

6- 72 saat sonra etüvden çıkarılan kültür vortekslendikten sonra 10 dakikada 1200 

rpm’de santrifüj edilir. 

7- Santrifüjden sonra üstündeki süpernatant atılır alta kalan pelet vortekle 

karıştırılıp üzerine 10 ml hipotonik solüsyonu eklenip 10 dakika etüve bırakılır. 

8- 1200 rpm’de 10 dakika santrifüj edildikten sonra tekrar üstündeki süpernatant 

atılır ve vortekslenirken bu defa üstüne pastör pipetle 10 ml fiksatif eklenir. 

9-   Fiksatif ile yıkama 3-4 defa tekrarlanır. 

10- Son santrifüj işleminden sonra tüplerde 0.5-1 cc pelet bırakıldı. 

11- En altta kalan materyal pipet ile karıştırıp alkolde temizlenmiş lamlara 25-30 cm 

yükseklikten damla damla damlatılarak yayıldı. 

12- Kurumaya bırakılmış preparat 3 gün etüvde yaşlanmaya bırakılır. 

 

4.6.  Giemsa Bantlama 

 

a- Yaşlandırılmış preparatlar 25-60 saniye arasında pankreatin çözeltisinde tutuldu.  

b-  Preparatlar distile su ile 2 defa yıkandı 

c-  Giemsa çözeltisinde ( PH: 6.8 ) 4-5 dakika boyanır. 

d-  İki defa distile sudan geçirilip kurutuldu. 

 

4.7. Sitogenetik Değerlendirme  

 

Mikroskop ışığı altında incelenen preparatlar önce küçük büyütmeli objektifle 

başlanır. Analize uygun metafaz ( 100x ) objektife alınır ve incelemeye başlanır. en 

az 20 metafaz analiz edildikten sonra istenilen sonuca ulaşıldığında karyotiplenir ve 

arşivlenir. 



 

24 
 

4.8.Kandan DNA İzolasyonu 

 

Hastaların EDTA’lı tüplere alınan periferik kan örneklerinden Genomik 

DNA, EZ1 Blood mini kiti (Qiagen, Germany) kullanılarak, otomatik izolasyon 

cihazı (Qiagen EZ1 İzolasyon Cihazı) çalışma talimatlarıan göre izole edildi. 

(Qiagen, Germany). 

 

4.8.1.Prosedürün çalışma prensibi  

 

Çekirdeğe sahip olan kan hücrelerinin çekirdeğindeki DNA’ya ulaşmak için 

hücre duvarının parçalanması gerekmektedir. Sistemde hücre duvarını parçalamak 

amacı ile Lysis buffer kullanılır.Proteinase K ile proteinleri DNA dan ayırarak 

homojen bir karışım oluşturur. Mangnetic bead yüzeyine negatif yüklü DNA 

bağlanması sağlanarak bead–DNA komplexi total karışımdan ayrılır. Hücresel 

artıkları uzaklaştırmak amacı ile wash solusyonu ile yıkama yapılır. Son olarak 

yüksek ısı ve elution buffer ile Magnetic bead- DNA komplexi birbirinden ayrılarak 

saf DNA elde edilir. 

 

4.8.2 DNA kantitasyonu 

  

İzolasyon sonucu elde edilen DNA’ların konsantrasyonu Qubit dsDNA HS 

Assay Kit ve Qubit 2.0 Fluorometer yardımıyla ölçüldü. Ölçüm için 2 standart 

hazırlandı. Her standart ve örnek için çalışma solüsyonu; total hacim 200 μl olmak 

üzere, Qubit® dsDNA HS Reagent’ın Qubit® dsDNA HS Buffer içinde 1:200 

seyreltilmesiyle hazırlandı. Bu işlemin ardından hazırlanan solüsyondan 190 μl ve kit 

içerisinde bulunan standart #1’den 10 μl olmak üzere 0,5 ml’lik tüplere konuldu. 

Karışım vortekslendikten sonra 1 dakika inkübasyonun ardından standart ölçümü 

yapıldı. Aynı işlem standart #2 için de gerçekleştirildi. Cihaz bu ölçümleri kullanarak 

standart bir eğri çizdi. Ardından örneklerin ölçümüne geçildi. Hazırlanan çalışma 

solüsyonundan 199 μl ve izole edilen DNA’lardan 1 μl 0,5’lik tüplere konuldu. 

Vortekslendikten sonra 1 dakika inkübe edilen örneklerin ölçümü gerçekleştirildi. 

Ölçüm sonuçları not edildi. 
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4.8.3. Gerçek zamanlı kantitatif PCR (Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyou) 

 

DNA örnekleri 20 nanogram/mikrolitre olacak şekilde seyreltildi. Tüm 

örneklerde TTY2L2A, TTY2L12A, sY254 ve sY255 primerleri kullanılarak PCR 

gerçekleştirildi.  Kullanılan PCR içeriği tablo 4’te gösterilmiştir. Kullanılan 

primerlerin dizileri tablo 5’te, PCR döngü koşulları tablo 3’te gösterilmiştir. 

dH2O 
RT2 SyberGreen Master 

Mix(Qiagen, Hilden) 

Forward 

Primer 

Reverse 

Primer 
Template 

6 µl 10 µl 1 µl 1 µl 2 µl 

Toplam Hacim 20 µl 

       

Tablo 2.  Gerçek zamanlı PCR içeriği 

 

SRY 
Forward: 5'-GAATATTCCCGCTCTCCGGA-3' 

Reverse: 5'-GCTGGTGCTCCATTCTTGAG-3' 

    

TTY2L2A 
Forward: 5-CCTATCTGAGCAGGTACTTTAC-3' 

Reverse: 5-GTGTCATCTGTCTTTCTCAGTG-3' 

    

TTY2L12A 
Forward: 5'-CAGACTGTGAGTTGGTTCTG-3' 

Reverse: 5'-TATGTGAGAGAGACCCTGTG-3' 

    

sY254 
Forward: 5'-GGGGTTACCAGAAGGCAAA-3' 

Reverse: 5'-GAACCGTATCTACCAAAGCAGC-3' 

    

sY255 
Forward: 5'-GTTACAGGATTCGGCGTGAT-3' 

Reverse: 5'-CTCGTCATGTGCAGCCAC-3' 

       

       Tablo 3. Primer diziler 
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Evre Süre ve Sıcaklık Döngü 

Sayısı 

Başlangıç Denatürasyon 10 dakika 95°C 1 

Denatürasyon 15 saniye 95°C 40 

Primerlerin Bağlanması      

ve Okuma  

1 dakika 55 °C  40 

Uzama 40 saniye 72°C 40 

      * Tüm primerler için aynı döngü koşulları uygulanmıştır 

       Tablo 4. Gerçek zamanlı PCR döngü koşulları* 

 

4.8.4. Real time PCR sonuçların değerlendirilmesi 

  

Herbir hasta ve kontrol DNA’ları yapılan Gerçek Zamanlı PCR sonunda 

bağlanma eğrileri kontrol edildi. Bağlanmış olan primerlerin ışımalarına göre 

amplifiye olan örneklerin erime eğrilerine göre değerlendirme yapıldı. 

 

Şekil 6.Primerlerin bağlanma eğrileri 
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Şekil 7. Primerlerin erime eğrileri 

 

4.8.5. Sonuç ve yorumlama 

 

Herbir primerin erime eğrisi tablo 5’te gösterilmiştir. Buna göre Y 

kromozomu üzerinde gerçekleşen mutasyonları Wild Tip veya Mutant Tip olarak 

değerlendirildi.  

 

4.9. İstatistiksel Analiz 

 

Yapmış olduğumuz çalışmanın istatistiksel analizleri için SPSS 24.0 for 

Windows paket programı kullanılmıştır. Tanımlayıcı istatistikler; kategorik 

değiskenler için sayı ve yüzde; sayısal değişkenler için normal dağılım 

parametrelerini sağlayan verilerde ortalama±standart sapma değerleri verilmiştir. 

Çalışmamızda kullanılan iki farklı örneklem grubunun ortalamalarını 

kıyaslayıp aralarında anlamlı bir fark olup olmadığını test etmek için İki Bağımsız 

Örneklem t-testi (İndependent Samples t-test) uygulanmıştır.  
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5. BULGULAR 

 

 

Bu çalışma Dicle Üniversitesi Tıp Fakültesi Araştırma Hastanesi, Tıbbi 

Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalı, Genetik Tanı Laboratuvarına gönderilen non-

obstruktif azospermi tanılı 100 infertil ve 100 kontrol fertil erkeği kapsamaktadır. 

Bu çalışma gurubunu oluşturan 100 infertil erkek bireye önce sitogenetik 

analiz yöntemi uygulanmıştır. Bunun için bulgulara periferik kanda lenfosit kültürü 

yöntemi ile karyotip analizi yapılarak sonuçları analiz edildi.  

100 infertil ve 100 kontrol fertil erkeğe AZF ve TTY2 gen mikrodelesyon 

analizi için ise DNA izolasyonu yapılmış ve hedef primerler ile Real Time PCR 

yöntemi kullanılarak elde edilen sonuçlar değerlendirilmiştir. 

 

5.1. Hormonal (testosteron, FSH, LH, prolaktin) Durum 

  

Çalışmaya dahil edilen 100 infertil vakanın yaş dağılımına göre hormon 

düzeyleri şekil 8’de verilmiştir. Yaştaki artışla birlikte hormon düzeylerinde azalma 

görülmektedir. Yaş grupları ve hormon düzeyleri karşılaştırıldığında FSH, LH ve 

Prolaktinde istatistiksel olarak anlamlı bir fark tesbit edilmemiştir. Buna karşın total 

testosteronda yaş grupları arasındaki farkın anlamlı olduğu tespit edilmiştir.  
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Şekil 8. İnfertil vakalarda yaş guruplarına göre hormonal (testosteron, FSH, LH, 

prolaktin) durum  

 

5.2.  Sitogenetik Sonuç 

 

100 infertil erkek gurubunda yapılan sitogenetik analizde 15 olgunun (%15) 

Klinefelter sendromu (47,XXY) karyotipine sahip olduğu görüldü. Ayrıca 1 olguda 

47,XXY, 9qh+  (%1); 1 olguda 46,XY, inv9 (p13;q12)  (%1); 6 olguda 46,XY, 9qh+ 

(%6); 1 olguda 46,XY,15ps+; 1 olguda 46,XY, 21ps+ (%1); 2 olguda 46,XY, 22ps+ 

(%2); 1 olguda da 46,XY, 1qh+ (%1) ve 1 olguda 46,XY,1qh+,9qh+ (%1) 

kromozom kuruluşu saptanmıştır. Farklı kromozom kuruluşuna sahip tüm olgular     

(tablo 6) da gösterilmiştir. 
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Olgu sayısı Karyotip 

71 46,XY 

15 47,XXY 

1 47,XXY, 9qh+ 

1 46,XY, inv9 (p13;q12 

6 46,XY, 9qh+ 

1 46,XY,15ps+ 

1 46,XY, 21ps+ 

2 46,XY, 22ps+ 

1 46,XY, 1qh+ 

1 46,XY,1qh+,9qh+ 

    

  Tablo 5. İnfertil erkeklerdeki karyotip sonuçları. 

          

Kromozom anomalisine sahip olgular FSH (Folikül uyarıcı hormon), LH 

(Lüteinize edici hormon), Total Testosteron ve Prolaktin sonuçlarına göre 

değerlendirilmiş ve Tablo 4’de gösterilmiştir. WHO kriterlerine göre FSH referans 

aralığı 1.5-12 mlU/ml, LH referans aralığı ise 1.7-8.6 mlU/ml, Total Testosteron 

2.18-9.05 ng/ml, Prolaktin ise 4,04-15,02 ng/ml referans aralığında değişmektedir. 

Klinefelter sendromlu olan 16 olguda hem FSH hem de LH yüksek oranda 

bulunurken, Total Testosteron ise 8 olguda normal olurken, 8 olguda ise düşük 

seviyede görülmüştür. Prolaktin ise 3 Klinefelterli olguda normal seviyede 

görülürken 13 olguda ise yüksek değerlere sahip olduğu tespit edilmiştir.  
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Tablo 6. Klinefelterli olgulara ait serum hormon düzeyleri 

 

5.3.Moleküler Genetik (PCR) Analiz Sonuçları  

 

Yapılan bu çalışmada 100 infertil erkek ve kontrol amaçlı 100 fertil erkeğin 

aynı bölgesinde bulunan hedef genlerin (TTY2L2A, TTY2L12A, Sy254, sY255 ) 4 

farklı gen bölgesine 4 farklı primerleri kullanarak hedef genlerde bir mutasyon olup 

olmadığını araştırılmıştır. SRY (Sex determining region of the Y chromosome) 

kontrol primerleri olarak kullanılmıştır. 

 

 

 

 

 

Karyotip FSH 

(1,5-12,4) 

mlU/ml 

LH 

(1,7-8,6) 

mlU/ml 

Total 

Testosteron 

(2,18-9,05) ng/ml 

Prolaktin 

4,04-15,02 

ng/ml 

Yaş 

47,XXY 32,43 16,72 10,86 3,38 24 

47,XXY 41,94 20,35 8,05 2,98 26 

47,XXY 35,9 24,37 18,96 0,89 30 

47,XXY 33,64 23,72 12,66 1,07 39 

47,XXY 33,95 19,89 6,6 1,33 35 

47,XXY 36,35 16,4 11,4 6,92 40 

47,XXY 32,58 25,07 15,46 1,42 29 

47,XXY 26,87 11,64 18,92 3,14 25 

47,XXY 21,45 11,83 9,5 5,15 28 

47,XXY 35,48 19,48 17,98 1,68 29 

47,XXY 44,04 31,08 3,81 1,45 27 

47,XXY 23,74 16,89 2,38 3,28 32 

47,XXY 36,03 21,06 18,47 1,02 40 

47,XXY 50,07 27,11 5,93 2,63 28 

47,XXY 73,75 35,07 9,8 1,61 32 

47,XXY 31,32 29,63 12,39 3,48 26 



 

32 
 

5.3.1. AZF gen analizi 

 

5.3.1.1. sY254 mutasyon analizi 

sY254 primerin uygulandığı 100 infertil ve 100 kontrol erkek bireylerin 

hiçbirinde mutasyon saptanamamıştır [t=-1,750, p=0,083 (p>0,05) WT: Wild Tip. 

 

 

Şekil 9. Kontrol ve NOA’lı infertil vakaların genomik DNA'sında sY254 genindeki 

mikrodelesyonların yüzdesi. (t=-1,750, p=0,083 (p>0,05), WT: Wild Tip. 

 

5.3.1.2. sY255 mutasyon analizi 

 

sY255 primerin uygulandığı 100 fertil kontrolde sY255 mutasyonu 

saptanamazken, 100 infertil erkek bireyin 1’inde (% 1) mutasyon saptanmıştır. 

Yapılan istatistiksel analizde anlamlı bir fark olmadığı görülmüştür [t=1,000, 

p=0,320 (p>0,05)].  

sY255 mutasyonlu infertil vakaların 1’inde aynı zamanda 46,XY,inv9 

(p13;q12) kromozom kuruluşuna rastlanmıştır. 
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Şekil 10. Kontrol ve NOA’lı infertil vakaların genomik DNA'sında sY255 genindeki 

mikrodelesyonların yüzdesi. [t=1,000, p=0,320 (p>0,05)], WT: Wild Tip). 

 

5.3.2. TTY2 gen ailesi analizi 

 

5.3.2.1 TTY2L2A gen ailesi mutasyon analizi 

 

Primerin uygulandığı 100 fertil kontrol bireylerinde TTY2L2A mutasyonu 

saptanamazken, ve 100 infertil erkeğin 1’inde (% 1) mutasyon saptanmıştır. Yapılan 

istatistiksel analizde anlamlı bir fark olmadığı görülmüştür [t=1,000, p=0,320 

(p>0,05)].  

 

Şekil 11. Normal ve NOA’lı vakaların genomik DNA'sında TTY2L2A genindeki 

mikrodelesyonların yüzdesi. [t=1,000, p=0,320 (p>0,05)],WT: Wild Tip . 
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5.3.2.2 TTY2L12A gen ailesi mutasyon analizi 

         Primerin uygulandığı 100 infertil vakanın 11’inde (% 11) ve 100 fertil erkek 

bireylerin sonucunda 5’inde (% 5) mutasyon saptanmıştır. Yapılan istatistiksel 

analizde anlamlı bir fark olmadığı görülmüştür [t=1,56, p=0,119 (p>0,05)] 

        TTY2L12A mutasyonlu infertil vakaların 1’inde hem 46,XY,inv9 (p13;q12) 

kromozom kuruluşu hem de sY255 mikrodelesyon birlikteliği saptanmıştır. Ayrıca 

infertil vakaların 1’inde 46,XY,21ps+, 1’inde 47,XXY, 1’inde 46,XY,21ps+, 1’inde 

46,XY,inv9 (p13;q12) kromozom kuruluşuna rastlanmamıştır. 

 

Şekil 12. Normal ve NOA’lı vakaların genomik DNA'sında TTY2L12A genindeki 

mikrodelesyonların yüzdesi. [t=1,56, p=0,119 (p>0,05)],  WT: Wild Tip . 
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6. TARTIŞMA 

 

İnfertilitenin %30-50 oranında erkek faktörüne bağlı olduğu bildirilmiştir 

(79). Erkek infertilitesinin yaklaşık % 90’ında bozulmuş spermatogenez vardır. Bu 

tip vakalardaki genetik analizler sitogenetik ve moleküler genetik yöntemlerle 

yapılmaktadır (80). 

Olgu Karyotip Sy254 

Mutasyonu 

Sy255 

Mutasyonu 

TTY2L2A 

Mutasyonu 

TTY2L12A 

Mutasyonu 

Yaş 

1 47,XXY     27 

2 46,XY     29 

4 46,XY,inv9(p13;q12)  +  + 35 

9 47,XY,9qh+     40 

13 46,XY,9qh+     34 

15 46,XY,9qh+     26 

18 46,XY,9qh+     29 

19 46,XY   +  39 

22 46,XY,9qh+     35 

23 46,XY,1qh+,9qh+     28 

25 46,XY    + 32 

26 46,XY    + 38 

33 46,XY,21ps+    + 35 

40 46,XY,9qh+     30 

41 46,XY,15ps+     28 

45 46,XY,9qh+     37 

51 46,XY,22ps+     24 

54 46,XY    + 32 

55 47,XXY    + 28 

60 46,XY,22ps+     25 

62 46,XY    + 38 

64 46,XY,1qh+     31 

83 46,XY    + 32 

84 46,XY    + 25 

94 46,XY    + 28 

95 46,XY,21ps+    + 35 

Tablo 7. NOA’lı olgulara ait, Karyotip, sY254, sY255, TTY2L2A ve TTY2L12A 

Mutasyonu verileri 
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6.1. Kromozom Anomali Oranları 

 

Erkek infertilitesinin %40’nın nedeni bilinmemektedir, bu nedenler arasında 

kromozomal düzensizlik şeklinde olan genetik faktörler önemli bir yer tutmakta 

olduğu belirtilmiştir (81). Sebebi bilinmeyen oligozoospermik ve azoospermik 

olgularda, sayısal ve yapısal kromozomal düzensizliklerine sık rastlanıldığı 

bulunmuştur (82). Azoospermik ve Oligozoospermik olgularda kromozomal 

düzensizlik oranı ile ilgili yapılan birçok çalışmada bu oranın % 2,1-10,3 arasında 

olduğu bildirilmiştir (83).  

İnfertil azospermik erkeklerde genellikle seks komozom anomalileri ile 

birlikte, translokasyon, dublikasyon ve delesyon gibi yapısal kromozom 

anomalilerine de rastlanılmaktadır (84). Bu kromozomal anomalilerinin oranı erkek 

infertilitesinde %2 ile %8 arasında değişmektedir. Klinefelter sendromu, infertil 

erkeklerde en fazla görülen kromozom anomalisi olarak bildirilmiştir. Klinefelter 

sendromunun görülme sıklığı şiddetli oligospermik olgularda % 5 ve azospermik 

olgularda % 10-15 civarında olduğu bildirilmiştir. Klinefelter sendromuna sahip 

mozaik olmayan olguların % 90’dan fazlasının azospermi olduğu kabul edilmektedir. 

Klinefelter sendromuna sahip mozaik olan olgularda değişik sayılarda sperm üretimi 

olduğu bilinmektedir (85). Bizim çalışmamızda NOA’lı bireylerdeki Klinefelter 

sendromlu oranı  literatürle uyumlu olarak %16 olduğu tespit edilmiştir. 

Klinefelter Sendromlu erkeklerin steril olmasına rağmen,  mozaik ya da 

mozaik olmayan Klinefelter Sendromuna sahip erkeklerden sperm üretilebildiği ve 

dolayısıyla fertilite gösterip baba olabildiği nadir olgularda bilinmektedir (86-88). 

Yeni yardımcı üreme teknikleri bu tür vakaların bazıları için fertilizasyon ve babalık 

için bir şans olarak görülmektedir (86-88). İnfertil erkeklerde, cinsiyet kromozomu 

anomalilerinin dışında, Robertsian translokasyonlar, dengeli translokasyonlar, 

inversiyonlar (perisentrik ya da parasentrik), marker kromozomları, qh+ ve Ps+ gibi 

yapısal anomaliler de görülebilmektedir (89).  Çalışmamızda görülen infertil 

erkeklerdeki yapısal kromozom anomalileri Tablo 3’de gösterilmiştir. 

Erkek infertil bireylerde 9. kromozom, en fazla varyasyon gözlenen 

kromozom olarak bildirilmiştir. 9. kromozomun perisentrik bölgesinde 12 

heteromorfik kalıp olarak Starke ve ark. tarafından belirlenmiştir. Bu 9. kromozom 
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bölgenin tekrarlayan dizilerden oluştuğunu ve bu tekrarlayan dizilerin bulunduğu 

sentromerik bölgede mayoz sırasında meydana gelen değiş tokuşlar sırasında 

polimorfizmlerin ortaya çıktığını ileri süren çalışmalar ile ilgili bir mekanizmanın bu 

şekilde açıklanabileceğini bildirmişlerdir (90). İnfertil erkek olgularda kromozom 

varyantlarının sayısında artış bulunduğu, ancak heterokromatin artışının çoğunlukla 

raporlarda belirtilmeye gerek duyulmayacak kadar önemsiz olduğu bildirilmiştir 

(91). Heterokromatin polimorfizmi bulunan erkek hastalarda sperm FISH yöntemi ile 

anöploidi oranlarında artış saptanmış, bu olgularda yardımcı üreme tekniklerinin 

uygulanması sırasında daha yüksek başarısızlık ve daha düşük gebelik ve 

implantasyon oranları bulunduğu bildirilmiştir (91). Heterokromatinin sperm 

üretiminde hangi mekanizmayı değiştirerek etkili olduğu henüz bilinmemekle 

birlikte normal varyant olarak değerlendirilen değişikliklerin detaylı olarak 

araştırmaları ile sperm üretiminde rol oynayan genler ile nasıl etkileştikleri açıklığa 

kavuşacağı düşünülmektedir.  Çalışmamızda görülen 9. Kromozom inversiyon ve 

qh+’ları tablo 3’de gösterilmiştir. 

Satellit artışları ps+ şeklinde akrosentrik kromozomların kısa kolunda 

bulunduğu rapor edilmiştir (92). 18S ve 28S rRNA ve ribozomal proteinleri kodlayan 

ve nukleolar organize edici bölgeyi (NOR) oluşturan genler akrosentrik 

kromozomların kısa kolunda bulunmuştur (93). Satellit artışlarının, sperm üretiminde 

hangi mekanizmayı değiştirerek etkili gösterdiği henüz bilinmemekle birlikte normal 

varyant olarak değerlendirilen değişikliklerin ayrıntılı olarak araştırmaları yapılarak 

sperm üretiminde rol oynayan genler ile nasıl etkileştikleri açıklanmaya çalışılmıştır 

(93). 

 

 6.2.  Erkek İnfertilitesi ile Hormonal Durum Arasındaki İlişkisi 

 

Literatürde infertil erkeklerin sperm sonuçları ile hormonal düzeylerin 

karşılaştırılmasında farklı sonuçlar elde edilmiştir. Yaptığımız çalışmada da FSH ve 

LH’ın kromozom anomalilerinde yüksek olduğu saptanmıştır. 16 Klinefelter olgunun 

tamamında hem FSH hem de LH yüksek oranda tespit edilirken, Total Testosteron 

ise sadece 8 Klinefelter olguda düşük seviyede bulunmuştur, prolaktin seviyesinin ise 

13 Klinefelter olguda yüksek olduğu görülmüştür.  
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Yapılan çalışmalarda, özellikle 40'lı yaşlarda, erkeklerde total testosteron 

düzeylerinde düşme eğilimi olduğu, ileri yaşlarda bu düşüşün daha belirgin hale 

geldiği bildirilmektedir (17). Düşüklük izlenen hastalarda ayrıca LH, FSH ve 

prolaktin seviyelerinde de azalma olduğu bildirilmektedir. Çalışmamızda da LH, 

FSH ve prolaktin seviyeleri yaşa bağlı olarak düşüş göstermişse de yaş gurupları 

arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark tespit edilememiştir. Buna karşın yaşın 

ilerlemesi ile bağlantılı olarak testosteron düzeyindeki düşüşün yaş gurupları 

arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark oluşturduğu tespit edilmiştir. 

 

6.3.  AZFc (sY254 ve sY255) ve TTY2 Gen Ailesi (TTY2L2A ve TTY2L12A), 

Mikrodelesyonları 

   

İnfertil erkeklerin tanısal çalışmasında, genellikle AZF bölgesinde Y 

kromozom mikrodelesyonunun taranması temel olarak kan lökositlerinde PCR 

kullanımı ile yapılır. Bu lokusların delesyonu spermatogenik yetmezliğe yol 

açabileceğine ve bu nedenle azospermi ve oligozoospermi ile ilişkili olduğuna 

inanılmaktadır (94-95). AZF genleri arasında AZFc (sY254, sY255), azospermili 

veya ağır oligozoospermili erkeklerde en sık delesyona uğrayan bölgedir ve 

mutasyon sıklığı % 10-15 olarak bildirilmektedir (96,97). Yapılan son çalışmalarda 

AZFc bölgesinde, özellikle DAZ geninde, yüksek oranda mikrodelesyonların ortaya 

çıkabileceği gösterilmiştir (98,99). Çalışmamızdaki hem infertil hem de fertil kontrol 

guruplarındaki olguların hiç birinde sY254 mutasyonu saptanmazken, infertil 

valaların 1’inde (% 1) sY255 mutasyonu saptanmıştır.  

Zonozi ve ark. yaptıkları çalışmada fertil kontrol ve NAO hastalarında AZFc 

mikrodelesyonu görülmezken, fertil kontrolde bir TTY2L2A mikrodelesyonu (% 

3.3) ve NOA'da 4 (% 13.3) gözlemişlerdir (100). Bizim çalışmamızda ise TTY2L2A 

mikrodelesyonu fertil kontrollerde görülmezken, 5  (%5) fertil konrolde  TTY2L12A 

mikrodelesyonu saptanmıştır. Fertil kontrollarde görülen TTY2L12A gen 

mikrodelesyonlarının nedeni anlaşılmamıştır, ancak çevresel etkenlere maruz kalma 

nedeniyle oluşabilecek bir de novo mutasyondan kaynaklanmış olabileceği ileri 

sürülebilir. Benzer bir gözlem daha önce yüksek radyasyonuna maruz kalan normal 

popülasyonda DAZ'ın delesyonları için de rapor edilmiştir (100). 
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Ayrıca 30 NOA hastasının 6'sında (% 20) TTY2L12A mikrodelesyonu olduğunu 

gösterirlerken normal kontrolde gözlenen mikrodelesyon olmadığını göstermişlerdir. 

Oligoazoospermili ve azospermili Yunan vakalardan oluşan başka bir çalışmada 

benzer şekilde erkek infertilitesi ile TTY2L2A ve TTY2L12A genlerinin 

mikrodelesyonları arasında bir ilişki tespit edilmiştir (101). Bu çalışmanın yazarları 

ayrıca bu genlerin spermatogenezde yer aldığı sonucuna da varmışlardır.  

Azoospermi hastalarında yapılan bir başka çalışmada, AZFc mikrodelesyonu 

olmadığı halde, hem TTY2L2A hem de TTY2L12A genleri için yaklaşık % 2.2  

mikrodelesyon bildirmişlerdir (102). 

Bizim çalışmamızda da ise AZFc bölgelerinden Sy254’de hem fertil kontrol 

hem de NOA’lı infertil vakalarda mutasyon tespit edilmemiştir. Sy255 

mikrodelesyonu fertil kontrollerde görülmezken, NAO olguların 1’inde (% 1) 

görülmüştür. TTY2L2A mikrodelesyonu fertil kontrollerde görülmemiştir, fakat 

NOA'lı olguların 1’inde (% 1) mikrodelesyon tespit edilmiştir. Ayrıca 100 NOA 

hastasının 11'inde (% 11) TTY2L12A mikrodelesyonu olduğu görülmüş ve normal 

kontrolde 5 vakada (%5) TTY2L12A mikrodelesyonu saptanmıştır. Çalışmamızdaki 

infertil azoospermili hastalarda TTY2 gen ailesinde görülen delesyonların, TTY2'ye 

benzer transkriptlerin karmaşık spermatogenez sürecinde önemli bir rol 

oynayabileceğini ve spermatogenezis başarısızlığına yol açarak erkek infertilitesine 

neden olabileceğini düşündürmektedir. Bu durum, TTY2L2A ve TTY2L12A 

genlerinin de erkek infertilitesi için yeni bir markır olarak kullanılabileceğini, rutin 

olarak taranan AZF genleri kadar önemli olabileceği sonucunu doğurmaktadır.  

  AZFc ve TTY2 gen aileleri için literatürde bildirilen mikrodelesyonların 

sıklığı, sonuçlarımızla farklı olmuştur. Literatürde belirtilen Yq delesyon oranlarında 

%0.6 ile % 55 arasında değişen büyük varyasyonlar görülmektedir (103). Bu 

durumun etnik farklılıklar, hasta seçim kriterleri ve metodolojik özelliklerin 

farklılığından kaynaklandığı ileri sürülmektedir (104). Delesyon sıklığını etkileyen 

bir diğer etmen kullanılan primerlerin uygunluğu ve sayısıdır (105,106). Şimdiye 

kadar yapılan çalışmaların her birinde infertil erkek bireyde Yq’daki 

mikrodelesyonları belirlemek için uygulanan PCR tekniğinde farklı sayıda aday 

genlerdeki delesyonu saptamak için farklı sayıda primer kullanılmıştır. Kan hücreleri 

(lenfositler)  mezodermden ve gametler endodermden ve deri hücreleri ektoderm gibi 
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farklı embriyonik dokulardan geliştikleri ve farklı genetik lezyonlar içerebildikleri 

için, delesyon sıklığını etkileyebilmektedirler (107). Kleiman ve ark. (1999) 

azospermik ve oligospermik olgularda hem lenfosit DNA, hem semen ve hem de 

yanak hücre DNA'sındaki Y kromozom delesyonlarını çalışmışlardır. Farklı 

dokuların DNA'sında mikrodelesyon sıklıklarının da farklı olduğunu gözlemişlerdir 

(108).   

Bununla birlikte, literatürde TTY2 gen ailesini erkek infertilitesiyle 

ilişkilendiren sınırlı sayıda rapor vardır. Bu genler için bildirilen farklı 

mikrodelesyon sıklıklarının olası nedenleri AZF için olanlarla aynı olmakla birlikte, 

bu genlerin diğer Y mikrodelesyonları ile birlikte bir markır olarak test edilebilmesi 

için, daha önce farklı etnik köken ve coğrafi dağılımları olan farklı popülasyonlardan 

daha fazla araştırmaya ve daha fazla veriye ihtiyaç vardır. Böylece, TTY2 gen 

ailesinin klinik kullanımı için bir mikrodelesyon aralığını sağlamak üzere farklı 

raporlardan bir meta-analiz yapılabilir. 
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7.SONUÇLAR 

 
 

Sonuç olarak, AZFc mikrodelesyonu düşük oranda görülen non-obstrüktif 

azospermi hastalarından oluşan çalışmamızda görülen yüksek orandaki TTY2 

mikrodelesyonları, TTY2 genlerinin spermatogenez yetersizliği ve erkek 

infertilitesinde rol oynamış olabileceğini ileri sürmektedir. Ayrıca kromozom 

anomalisi özelliklede Klinefelter Sendromunun yüksek oranda görülmesi infertil 

vakalarda karyotip analizinin gerekliliğini de ortaya çıkarmıştır.  
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