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Nonobstruktif Azospermili Infertil Erkeklerde AZFc ve TTY2 Gen Ailelerinin
Mikrodelesyonu

Ogrencinin Adi ve Soyadi: Mustafa EKIN
Damismani: Do¢.Dr. Mahmut BALKAN

Anabilim Dali: T1bbi Biyoloji

1.1. OZET

Amag: Bu calisma en az bir yil evli olmalarina ragmen ¢ocuk sahibi olamamis
primer infertilite 6n tanili non-obstriiktif azospermili (NOA) erkek bireylerde AZFc
(sY254, sY255) wve TTY2 gen ailesi (TTY2L2A ve TTY2L12A),

mikrodelesyonlarinin oranlini saptamak ve karsilastirmak i¢in yapilmistir.

Gere¢c ve Yontem: Laboratuarimiza basvuran 100 infertil ve 100 fertil kontrol
erkege Oncelikle sitogenetik analiz yontemi uygulanmis ve kromozomal anomali
yoniinden degerlendirilmistir. Ayrica olgulara Real Time PCR teknigi uygulanarak
AZFc ve TTY2 gen ailesi mikrodelesyonlarini tasiyip tagimadiklari aragtirilmistir.
Ayrica bu calisgmada hasta ve normal fertil kontrolde AZFc mikrodelesyonunun
sikligl, TTY?2 gen ailesi, yani TTY2L2A ve TTY2L12A ile karsilagtirildi.

Bulgular: Calisma serisini olusturan 100 olgudan 71 olgunun (%71) normal
karyotipe (46,XY), 16 olgunun Klinefelter ve 13 olgunun da (%13) yapisal

kromozomal anomalili karyotipe sahip oldugu goriildii.

Bu calismada, AZFc bolgelerinden Sy254°de hem fertil kontrol hem de NOA’I
infertil vakalarda mutasyon tespit edilmemistir. Sy255 mikrodelesyonu fertil
kontrollerde goriilmezken, NAO olgularin 1’inde (% 1) goriilmiistir. TTY2L2A
mikrodelesyonu fertil kontrollerde goriilmemistir, fakat NOA'l1 olgularin 1’inde (%
1) mikrodelesyon tespit edilmistir (p>0,05). Ayrica 100 NOA hastasinin 11'inde (%
11) TTY2L12A mikrodelesyonu oldugu goriilmiis ve normal kontrolde 5 vakada
(%5) TTY2L12A mikrodelesyonu saptanmistir (p>0,05).




Sonug¢: Calismamizdaki infertil azoospermili hastalarda AZFc mutasyonlarina oranla
daha yiiksek oranlarda goriilen TTY2 gen ailesinde delesyonlarin, TTY2L2A ve
TTY2L12A genlerinin de erkek infertilitesi i¢in yeni bir markir olarak
kullanilabilecegini, rutin olarak taranan AZF genleri kadar 6nemli olabilecegi

sonucunu dogurmaktadir.

Anahtar Kelimeler: obstriiktif olmayan azospermi; Y kromozomu mikrodelesyonu;
AZFc; TTY?2 genleri




The Microdeletions of AZFc and TTY2 Gene Families in Infertile Men With
Non-Obstructive Azoospermia

Student’s Surname and Name: EKIN 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).




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




2. GIRIS VE AMAC

Uremek ve neslini devam ettirmek insanlarin dogasinda mevcut olan bir
olaydir. Bazen iftler bilinen ya da bilinmeyen bir nedenle ¢ocuk sahibi
olamayabilirler. Cocuk sahibi olamama sorunu c¢iftlerden birini veya her ikisini de
birden etkileyebilmektedir (1).

Infertilite, Diinya Saglik Urgiiti (WHO) tarafindan ciftlerin herhangi bir
korunma yontemi kullanmaksizin en az bir yil igerisinde diizenli cinsel iligkisine
ragmen ¢ocuk sahibi olunamamasidir (2). Infertilite tiim toplumlarda degiskenlik
gostermektedir. Bugiin diinya genelinde ¢iftlerin yaklasik ylizde %10-15’1 infertilite
sorunu yasamaktadir ve bunlarin da % 30-40’nda erkekte problem yasanirken, %30-
40 oraninda her ikisinden kaynaklanirken geriye kalan %20’lik kismi ise nedeni
bilinmeyen idiyopatik infertilitedir (3). Infertilite vakalarinin % 15'inde bu durum
hem kromozomal hem de tek gen degisiklikleri dahil olmak iizere genetik
bozukluklarla iliskilidir (4). Her 6-7 giften birinde goriilmektedir (5).

Erkek infertilitesinin en 6nemli nedeni idiyopatik semen bozukluklaridir.
Azospermi, oligozoospermi ve deforme olmus spermlerin tiimii, hormonal
dengesizligi de etkileyen kalitimsal faktorlerle iliskili durumlardir (6). Azospermi,
WHO tarafindan, art arda yapilan en az iki meni incelemesinde sperm
gbzlenememesi olarak tanimlanmustir. infertilite nedeniyle takipli erkeklerde yapilan
caligmalarda %10-20 oraninda azosperminin infertiliteden sorumlu olarak
bulunmustur (7). Genel populasyonda ise bu oran yaklasik % 1’dir. Detayli anamnez,
fizik muayene, hormon profilleme ve genetik konsiiltasyon azosperminin klinik
siiflandirmasi agisindan son derece 6nemlidir (6,8). Obstruktif azospermi, testiste
tiretilen sperm hiicrelerinin lireme kanalinin herhangi bir alaninda tikaniklik olmasi
nedeniyle ejekiilat olamamasidir. Non-obstruktif azospermi ise testis kaynakli
sorunlar nedeniyle sperm iiretiminde yasanan sorunlar olarak tarif edilebilir.
Birbirinden farkli tedavi yontemleri olmasi nedeniyle hastada gbzlenen azospermi
nedeninin, obstruktif kaynakli olup olmadigi arastiriimalidir (3). Kromozomal

bozukluklar saglikli toplumlarda %0.5 oraninda gozlemlenirken, infertil erkek




bireylerdeki oran ise %>5.8’¢ ¢ikmaktadir, bu nedenle semen analizinde azospermi
gbzlenen tiim bireylerin genetik agidan arastirilmasi onerilmektedir (4).

Erkeklerde seks kromozomlar1 ve otozomlar, spermatogenezi diizenleyen
genleri barindirirlar (9). Bu genlerdeki yeniden diizenlemeler ya da sckans
degisiklikleri sperm {liretimine zarar vermekte ve sperm sayisinin azalmasina neden
olmaktadir. Giiniimiizde erkeklerde infertiliteye sebep olan genetik patolojiler olarak;
kromozomal anomalileri, izole spermatogenez defekti yapabilen Y-kromozom
mikrodelasyonlar1 (AZF), dogumsal duktus agenezisi yapan kistik fibroz gen
mutasyonlart ve sperm fonksiyonlarini bozan genetik hastaliklar1 sayabiliriz (10).
Idiyopatik nonobstruktive azoo-oligospermia vakalarinin yaklasik %10’u Y
kromozomunun uzun kolu iizerindeki AZF bdlgesinin  delesyonundan
kaynaklanmaktadir. Ayrica spermatik kord agenezisi azoospermik erkeklerin
%1,4’linde goriiliirken , kistik fibr6ziz gen mutasyonlardaki hastalarinda %85°tir.
Genlerdeki mutasyonlar ile ¢esitli multifaktoriyal diizensizlikler arasindaki iliskilerle
ilgili calismalar giin gectikce artmaktadir. Bu klinisyenler i¢in ¢ok giiclii bir tanisal
ara¢ olabilir. Hastalarin genis kapsaml fizyolojik ve genetik incelemeleri ¢ok daha
anlaml1 genotip/fenotip kurmamiza yardimci olur (11).

Ciftlerde dogal yoldan gebelik olusmamasi durumunda intrasitoplazmik
sperm injeksiyon ( ICSI) veya In vitro vertilizasyon ( IVF) yontemi ile sperm
faktoriine bagli olarak 6nemli dogum oranlari gerceklestirilmistir (12).

Erkek fertilitesini etkileyen faktdrler sadece cinsiyet kromozomlarinda ve
otozomal kromozomlarda olusan kromozomal patolojileri, AZF mikrodelesyonlar1 ya
da duktus agenezisi yapan Kkistik fibroz gen mutasyonlar ile siirh degildir.
Molekiiler genetik temelinde erkek infertilitenin hakkinda daha bilmedigimiz ¢ok sey
vardir. Insanlardaki genetik rahatsizliklar olan sperm fonksiyonunda deforme, sperm
tasinmasinda ya da spermatogeneziste deformeler infertiliteye yol agabilir. Erkek
infertilitesinin genetik nedenlerinin ortaya konulmasi tedavi yaklagimlart ve onlarin
dogacak ¢ocuklarina taginma risklerini ortaya koymay1 saglayacaktir (13).

Y kromozomundan mikrodelesyonlari NOA’li  erkeklerin %6-12’sinde
saptanmistir (5). 1976 yilinda yapilan karyotip ¢alismasinda Tiepolo ve Zufardi
sperm iretiminde Y kromozomun rolii oldugunu saptamislardir (6). Tespit edilen

bolge “Azospermi Faktor” (AZF) bolgesidir. Spermatogenez i¢in gerekli olan genler




bu bolgede taginmaktadir. Fertilite i¢in gerekli olan ve Y kromozomunun uzun
kolunda bulunan AZF bdlgelerinin bir kismi idiyopatik infertilite gosteren erkeklerin
% 10-20’sinde bulunmaktadir. AZFa, AZFb AZFc ve AZFd bolgeleri olarak
adlandirilan bu kisimlar sitogenetik olarak teshis edilebilmektedir. Y kromozomunun
uzun kolunun 11.23 boélgesinde AZF bolgesi bulunmaktadir (7,8-13,13-16).

Erkek infertilitesi ayn1 zamanda hormonal nedenler, yasa bagli, enfeksiyonlar,
onezite, psikolojik nedenler, ge¢irilmis cerrahi operasyonlar da infertiliteye neden
olabilirler (17).

Spermatogenezden sorumlu Y kromozomu {iizerinde 4 adet bdlge
bulunmaktadir. Bu bdlgeler; AZFa, AZFb, AZFc (DAZ) ve AZFd bolgeleridir.
Spermatogenezi saglayan bu bdlgelerde ¢ok sayida gen yer almaktadir (18).

Y kromozomunun heterokromatin bolgesine yakin yerde yer alan AZFc
bolgesi 3 Mb’lik bir alanda dagilim gosterir. AZFc bolgesi lizerinde en ¢ok ¢aligilan
ve ¢ok fazla delesyona ugrayan bolgelerden birisidir. Bu bolge direk tekrarlayan
dizilimlere (amplikon) ve dizilim benzerligi gosteren ters donmiis tekrarlayan
dizilimleri (palindromik dizilimlere) olusturan genis alanlardan meydana gelmistir.
AZFc igerisinde tamami testise 6zel 19 transkripsiyon tinitesi bulunan 7 farkli gen
ailesi bulunmaktadir. AZFc bolgesi; DAZ gen ailesi ile birlikte CDY, BPY2, RBM,
TTY2 ve PRY’nin kopyalarint da igermektedir. Tirozin fosfatazin kodlanmasi
islevini gerceklestiren ayni gen ailesine sahip PRY, TTY2 genleri DAZ gen
ailesindendir (18-21).

AZFa, AZFb ve AZFc bolgeleri i¢cin Molekiiler Genetik kalite kontrol ag: 6
adet STS’nin (Sequence-Tagged Site) yeterli oldugu bildirilmistir. Bu hedef bolgeler:
AZFa bolgesi i¢in sY84 ve sY86, AZFb bolgesi icin sY127 ve sY134, AZFc ve
AZFd bolgesi (DAZ) igin ise sY254 ve sY255 bolgeleridir. Azospermiden sorumlu
olarak en fazla delesyona maruz kalan ve iizerinde en sik calisilan bolge AZFc
(SY254 ve SY255) bolgesi olarak bildirilmistir (22-26).

Son zamanlarda, Y kromozomunun diger mikrodelesyonlarmin da, drnegin
TTY2 gen ailesi, azospermiden sorumlu oldugu ileri stirilmektedir. TTY2 gen ailesi,
Y kromozomunun kisa kolunda (Ypll) bulunan TTY2L12A ve uzun kolunda
(Yqll) bulunan TTY2L2A genlerini igeren, bilinmeyen bir fonksiyonu olan bir Y

baglantili ¢oklu kopya gen ailesidir. Y kromozomu iizerinde bulundugu ve testiste




ifade edilen genlerden oldugu i¢in muhtemelen spermatogenezde de rol oynadig ileri
stiriilmektedir.

Bu c¢alismada; erkek infertilite tanis1 i¢in yeni molekiiler-genetik marker
olarak kullanilabilecek erkek infertilitesi genlerindeki mutasyonlarin etkisi
tartisilacaktir. Bu amagcla; idyopatik azospermiye sahip infertil erkeklerde ve kontrol
grubunda testis dokusunda eksprese olan ve dolayisiyla spermatogenezde rol
oynayan TTY2 gen ailesi, yani TTY2L2A ve TTY2L12A genlerinndeki
mikrodelesyon sikligi, AZFc mikrodelesyonunun sikligi ile karsilastirilacaktir.

Mutasyon siklig1 cografik bolgeler ve etnik gruplar arasinda da Onemli
farkliliklar gosterir. Erkek infertil gruplarinin {izerine yapilan mutasyon siklig
caligmalari, ¢alisilan populasyonda bulunan mutasyonlar hakkinda yeterli verilerin
olmasiyla daha saglikli sonuglara ulasabilecegimizi diisiinmekteyiz. Bundan dolay1
yaptigimiz ¢alismamizin, TTY2L2A ve TTY2L12A gen mutasyonlarinin Diyarbakir
ve gevre illerdeki dagilim frekansinin belirlenmesi yoniindeki galigsmalara baslangig
teskil etmesi amaclanmaktadir. Bu amagla TTY2L2A ve TTY2L12A’de goriilen
mutasyonlarin cografyamizdaki allelik frekanslar1 ile bu allelerin homozigot ve
heterozigot dagilimlarinin saptanarak bu mutasyonlarin frekanslarinin tespit edilecegi
amaclanmgtir.

Bu calisma Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma hastanesine gelen ve
en az bir yil evli olmalarina ragmen cocuk sahibi olamamis birinci dereceden
infertilite 6n tanimli erkek bireylerde genetik nedenleri belirlenmesi amaciyla
yapilmistir. Calisma igin infertil erkeklerden uygun laboratuar kosullari altinda kan
numunesi alimmistir. Infertil oldugu diisiiniilen erkek bireylerden alinan kan numune
orneklerinden total testosteron, FSH, LH ve prolaktin gibi hormonlarin yanisira
kromozom analizi, Y kromozomu mikrodelesyon testi gibi molekiiler analizler de
yapilmistir.

Laboratuarimiza gelen 100 infertil erkege hem sitogenetik analiz yontemi
uygulanarak kromozom analizi degerlendirildi hemde Rotor Gene Q 5 Flex hrm
Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile belirlenen Yq kromozom mikrodelesyonu ile
TTY2L2A ve TTY2L12A, sY254 ve sY255 gen bolgelerinde inceleme yapilmustir.
SRY (Sex determining region of the Y chromosome) kontrol primerleri olarak

kullanilmastir.




Bu analizin degerlendirmesi sonucunda Dicle Universitesi Tip Fakultesi
Arastirma hastanesine gelen infertil erkeklerde, infertilitenin genetik nedenleri,
infertil oranlarin1 ve infertil siklign ortaya koyup ICSI (intrastoplazmik sperm
enjeksiyonu), IVF (Invitro fertilization ) ve TESE (Testikular sperm extraction) gibi

yardimci yontemlerine bagvurarak hastalara yardimci olabilmektir.




3. GENEL BILGILER

3.1. Erkek Ureme Sistemi

Ureme organlari, insan neslinin soyunun devammi saglayan, iireme
fonksiyonlarin1 gerceklestiren organlardir. Ureme sistemi, iireme ile ilgili cinsiyet
Ozelliklerini belirleyen, iireme islevlerini yerine getiren ve hormonlar salgilayan
organlarin olusturdugu sistemin genel adidir. Ureme organlar1 i¢ ve dis olarak iki

gruba ayrilmaktadir (27).

. Ampulia

. Seminal vezikil

. Ductus ejokiulatorius
. Periuretral bezler
Uretra

. Epididim

Testis

. Penis

Ureter

10.Mesane —arka yluzi-
11.Prostat

12 Spermatik kordon
13.Duktus deferens

VN HEWN -

Sekil 1. Erkek iireme sistemi
3.1.1.Erkek i¢ iireme organlari
3.1.1.1. Testisler (Orchis, Er bezleri)
Erkek bireylerde scrotum iginde yer alan, temel lireme organlarindan biri
testislerdir (Sekil 1). Testisler erkek germ hiicrelerini (sperm) iiretirler. Ayrica

testisler erkeklik hormonunu (testosteron) da salgilarlar ve islevlerini de scrotom

icinde gergeklestirirler (27-38).
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3.1.1.2. Epididymis (Epididim)

Epididim, testisin arka kisminda bulunur ve yaklasik olarak 6-7 cm
uzunlugunda bir kanal yumagidir (Sekil 1). Epididim, spermi hem iletme hem de

olgunlastirma ve depolama yeri olarak da gorev yapar (27-38).

3.1.1.3. Ductus deferens (Vas deferens, Sperma kanali)

Ductus Deferens, testislerin i¢inde iiretilen sperm hiicrelerini epididimis
kanalina tasiyan ve aynit zamanda sperm depolayabilen kas yapisinda sag ve sol iki

kanal olarak isimlendirilmektedir (27-38).

3.1.1.4. Vesicula seminalis (Meni kesecigi)

Vesicula Seminalis, idrar torbasi ile rektum arasinda olan kese sekline
benzeyen bir ¢ift bez olarak tanimlanmaktadir. Vesicula Seminalis, spermin
canliliginin korunmasini saglamaktadir. Ayrica Vesicula Seminalis spermin hareket
etmesini ve salgiladigi siv1 ile sperm hiicrelerinin beslenmesini saglayan bir salgi

bezidir (Sekil 1) (27-38).
3.1.1.5. Ductus ejaculatorius (Ejakulator kanal)

Ductus Ejaculatorius, prostat bezi i¢erisinde yer tutan, 6n tarafa ve asag1 yone
hareket ederek prostat pargasinin i¢ine yayillmis durumda bulunan bir kanaldir (Sekil
1). Ductus deferens igerigi ile vesicula seminalis salgisin1 karigtirarak disariya dogru
atilmasini saglar (27-38).
3.1.1.6. Prostatae (Prostat)

Prostatae, idrar torbasinin altinda bulunan, ceviz biiyiikliigiinde olan ve

olabilidigince sik1 ve sert organ olup ayni zamanda erkek ilireme organinin en biiyiik

bezi olarak tanimlanmaktadir (Sekil 1). Erkek bireylerde ilerleyen yaslarda degisim
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gostermektedir. Asidik olmayan prostat, sivi salgilayarak spermlerin korumasini
saglamaktadir. Ayrica prostattan salgilanan sivinin, spermlerin hareketini ve
testosteron hormonun salgilamasini kontrol etme gorevi bulunmaktadir. Erkek
bireyler prostat salgisinin yaklasik giinde 0.5-2 ml tiretebilmektedir. Meni hacminin

yaklasik olarak % 20-30’nu prostat salgist olusturmaktadir (27-38).

3.1.2. Erkek dis iireme organlari

3.1.2.1 Penis

Penis, bosaltim sisteminin en son kismini olusturmakta ve bosaltim gdérevinin
disinda spermlerin disariya atilma islevini de iistlenmektedir (Sekil 1). Penis radix

corpus ve glans olmak iizere i¢ boliimden olusmaktadir (27-38).

3.1.2.2 Scrotum (Testis torbasi)

Scrotum, penis ve simfizis pubisinin altinda olan kese olarak
adlandirilmaktadir ve biyiikligii ve sekli yas ile birlikte degisiklik gostermektedir.
Yetiskin erkek bireylerde yumusak ve hareketli olup, deri ve elastik liflerden
yapilmistir (Sekil 1). Testis, epididim ve spermatik kordonun bir kismi, Kkese
seklindeki scrotumun igerisinde yer almaktadir. Scrotumlar sicak ve soguga karsi
duyarlilik gostermekte ve icerisinde bulunan elastik lifler sayesinde 1s1 ayarlamasim

da yapabilmektedirler (27-38).
3.2. Erkek infertilitenin Nedenleri
3.2.1. Hormonal nedenler
LH ve FSH hormonlari hipofiz bezinden salinir (Sekil 2). Testis eksikligi olan
erkeklerde hipergonadotrofik hipogonadizm genellikle yiliksek diizeyde folikiil

uyarict hormon (FSH) ve luteinize edici hormon (LH) ve bazen de diisiik testosteron

seviyelerinde bulunur. Genel olarak, FSH seviyeleri, spermatogonia sayisi ile
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iligkilidir: spermatogonia bulunmadiginda veya belirgin sekilde azaldiginda, FSH
degerleri genellikle yiikselir; Spermatogonia sayisi normal ancak spermatocyte veya
spermatid seviyesinde olgunlasma durmasi mevcutsa, FSH degerleri normal simirlar

icindedir (39-40).

Sperm tiretimi i¢in ihtiya¢ duyulan erkek seks hormonlari tablo 1°de gdosterilmistir.

Hormon Etkisi

GnRH FSH ve LH hormonlarin salgilanmasint saglar. Beyinde
hipotalamustan salgilanir.

FSH Testisteki sertoli hiicrelerini uyararak sperm {iretimini saglar.
Hipofiz bezinden salgilanir.

LH Leydig hiicrelerinde testosteron sentezlenmesini ve sperm
iiretiminin devamliligin1 saglar. Hipofiz bezinden salgilanir.

Prolaktin LH’mm Leydig hiicreleri iizerindeki etkisini arttirir. Hipofiz

bezinden salgilanir.

Testosteron Sperm iretiminin devamlilifini saglar. Testisteki Leydig
hiicrelerinden salgilanir.

Estradiol LH sentezini kontrol eder. Karaciger, kas ve yag dokusunda
testosteronun metabolize edilmesi ile olusur. %20-25’i Leydig
hiicrelerinden salgilanir.

Inhibin FSH salinimini engeller. Sertoli hiicrelerinden salgilanir.

Aktivin FSH salimimini arttirir. Leydig hiicrelerinden salgilanir

Tablo 1. Sperm iiretimi igin ihtiyag¢ duyulan hormonlar ve etkileri
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Sekil 2. Erkeklerin Hipotalamik-Hipofiz-Gonadal (HPG) ekseni ve iireme geri

I_

bildirim dongiilerinin basitlestirilmis gosterimi (41).

3.2.2. Hipotalamus bozukluklari:

Hipotalamus bozukluklarindan dolayi, hipotalamusdan salgilanan GnRH
hormonu eksik oldugu durumlarda hipofizden salgilanan FSH ve LH diizeyleri de
azalir ve testis fonksiyonlar1 bozulmkaktadir. Hipotalamus patolojileri genelde

dogumsal anomaliler ile birliktelik gostermekte oldugu bildirilmistir (40).

3.2.3. Kallman Sendromu

Kallmann sendromu, X’e bagh kalitim gosteren erkek infertilitesinde en fazla
rastlanilan bir bozukluk olarak bildirilmistir. Ayrica idiopatik hipogonadotropik
hipogonadizmin nedenlerinden biri olarakta bilinmektedir. X kromozomunun p
lokusunda bulunan Kal (Xp22.3) geninde meydana gelen mutasyon hipotalamustan
GnRH sekresyonunda bozulmaya neden olmaktadir. Kallman sendromu goriilen
bireyler uzun boylu ve azospermik olup pubertal gecikme gostermektedirler. Bu
sendromlu bireylerde konjenital sagirlik, kraniyum ve yiiz asimetrisi, yarik damak,
serebellar disfonksiyon, kriptorsidizm ve renal anomalilere de sahip olabildikleri
bildirilmistir (42,43).
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3.3. Kromozomal Bozukluklar

3.3.1. Klinefelter sendromu (47, XXY)

Klinefelter sendromu erkek bireylerde 1/1000 oraninda tiim sperm
hiicrelerinde “komplet trizomi” olarak goriilen veya “mozaik” formunda goézlenen
47,XXY karyotipli bir sendromu olarak bildirilmistir (Sekil 3). Klinefelter sendromlu
erkek bireylerde goriilen mozaik form gostermedigi durumlarda 46,XY / 47, XXY
kromozom yapis1 goriiliir iken mozaik erkeklerde artan kromozom hatalarina yol
acmaktadir. Bu yiizden ireyebilen Klinefelter sendromlu erkeklerin aneuploid
yavrulara sahip olma olasiliklarinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir (44,45).
Klinefelter sendromu, X ve Y’nin mayoz I sirasinda rekombinasyon yapamamasi ile

iliskili oldugu bildirilmistir (46).

"|‘ ! J' e |‘ “. ;xg “\:

Sekil 3. Klinefelter sendromu karyotipi

3.3.2. 47, XYY erkekler

47, XYY Anomalisi, 1000 erkek dogumundan birinde bulunan 47,XYY,
paternal mayotik II evresinde Y kromozomu ayrigmamasiyla olusmaktadir. Bu
durum, gonadal ortaminda anormal bir hormonal dengeye neden olmaktadir (47). Bu
erkeklerin biiyiik bir kismi fenotipik olarak normal o6zellik gosterirler. Ancak

infertilite, kanser, norolojik hastaliklar riskinde artma bildirilmistir (48).
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3.3.3. Y kromozom mikrodelesyonu

Erkek infertilitesinin en sik saptanan molekiiler genetik nedenlerinden biridir.
Y kromozomun uzun kolunda bulunan AZFa, AZFb, AZFc ve AZFd boélgelerindeki
mikrodelesyonlardan kaynaklanmaktadir (Sekil 4). AZF bolgesi igindeki delesyonlar,
farkli derecelerde spermatogenik yetmezlige ve dolayisiyla infertiliye neden olurlar
(49). AZF bolgesindeki mikrodelesyonlar oligospermili erkeklerin yaklasik %
4'linde; siddetli oligospermili erkeklerin %14'tinde; ve obstriiktif olmayan azospermi
erkeklerin de % 18’inde goriiliir (50).

Mikrodelesyonlarin biiylik ¢ogunlugu de novo olusumlu olup germ hiicre
dongiisii diizenlemesinde ve mayozda kritik rol oynadigina inanilmaktadir (51,52).
En yaygin Yq mikrodelesyonlari, AZFa bolgesinde meydana gelir ve rapor edilen
mikrodelesyonlarin yaklasik %601 olusturur (53). Bu vakalardan, bireylerin
yaklagik tigte ikisi azospermiktir; bu vakalarin yaklasik% 50'sinde ICSI'de testikiiler
sperm ekstraksiyonu ile sperm elde edilebilmektedir (54). AZFc mikrodelesyon
vakalar1 siklikla ciddi oligozoospermi ile ortaya cikar. Sertoli cell-only sendromu ile
siklikla bagvuran vakalarda en sik AZFa bolgesindeki delesyonlar goriilmektedir
(55). Sertoli cell-only sendromundan hipospermatogeneze kadar degisen vakalarda
AZFb mikrodelesyonlar1 bildirilmistir (56). Bununla birlikte, AZFb vakalarinda, en
stk goriilen gbzlem primer spermatoosit asamasinda germ hiicre durmasidir (57).
Mikrodelesyonlar birden fazla bdlgeyi kapsadiginda, genotip-fenotip korelasyonlari
bildirilen genis c¢aptaki spermatogenik fenotiplerle sasirtict derecede daha
karmagiktir (58). En sik bildirilen, AZFc bolgesinin yaklagik yarisinin delesyonuna
neden olan gr/gr delesyonlardir. Gr/gr mutasyonunun fenotipik etkisi, sperm
konsantrasyonu iizerinde ¢ok az veya hi¢ etkisi olmadigi, ancak infertilite ile bir
iliski oldugunu bildiren bazi ¢alismalar bulunmaktadir (59) digerleri ise gr / gr

mutasyonu ile oligo veya azospermi arasinda bir iliski oldugunu bildirmistir (60).
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Sekil 4. Y kromozomu AZF bolgesi haritas1 (61).

USPY9Y gibi AZF bolgesindeki gen mutasyonlarin da spermatogenik
yetmezlik ile baglantili oldugu belirtilmistir (62). Bununla birlikte, raporlar bu
mutasyonlarin oldukca degisken bir fenotip ile iliskili olma egiliminde olduklarini
gostermektedir ve bu nedenle su anda bu mutasyonlara yonelik taramalarin klinik
ortamda rutin olarak uygulanmamasi gerektigi ileri siiriilmektedir (63). Cok sayida
kopya sayist varyantt iceren Y kromozomunun olagandisi genomik peyzaji da
dikkate degerdir (64). Son zamanlarda, bu kopya sayisi degiskenlerinin erkek
kisirligy ile iligkili olabilecegi giin 15181na ¢ikmustir.

Yq mikrodelesyonlu bireylerinde ICSI igin sperm mevcut oldugunda, ¢iftlerin
Yq mikrodelesyonu kaginilmaz olarak tiim erkek yavrularin kisirligia sahip olacagi
anlamina gelecek sekilde tiim erkek yavrularina gecirilecegi i¢cin uygun genetik

danismanlik saglamasi 6nemlidir (65,66).
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3.3.4. TTY2 gen ailesi mikrodelesyonlari

AZFc de ilk tanimlanan aday gen DAZ (Deleted in azoospermi)dir, DAZ
geniyle birlikte 7 tane aday gen tanimlanmustir. Bu genler; CDY1 (chromodomain
Y1), BPY1, BPY2 (Basic protein Y), PRY (PTA BL related Y), TTY1 ve TTY2
(testis traskript 2) genleri haritalanmistir (sekil 5) (67).

TN, |
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i :
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pee==q )
' L}
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1
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AZFe _
sY254 - sY255 DAZ, CDYI, BPY2, PRY, TTY2
________________________ >
'
'
i
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"

Sekil 5. Y kromozomunun sematik gosterimi

Son zamanlarda, Y kromozomunun diger mikrodelesyonlarinin, ornegin,
TTY2 (testis-specific transcript, Y-linked 2) gen ailesinin, erkek infertilitesine neden
olabilecegi bildirilmektedir. TTY2 gen ailesi, sirasiyla Y kromozomunun kisa
kolunda (Ypl11) ve uzun kolunda (Yq11) bulunan TTY2L12A ve TTY2L2A'y1 igeren
bilinmeyen fonksiyonlu bir Y baglantili multicopy gen ailesidir. TTY2 gen ailesinin
tirozin fosfatazin kodlanmasindan sorumlu oldugu ve testiste ifade edilen genlerden
oldugu i¢in muhtemelen spermatogenezde de rol oynadig ileri siiriilmektedir (68-
0).

~

Ayni zamanda, X veya diger otozom kromozomlar: iizerinde de benzer
sekanslarin olmadig1 gosterilmistir. Y kromozomunda bulunan ve testiste eksprese
edilen TTY2 gen ailesi gen ailesinin spermatogenezde rol oynamasinin muhtemel

oldugu bildirilmektedir.
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Bilindigi gibi sperm DNA hasari, erkek infertilitesi ve anormal
spermatogenez ile acikca iliskilidir. DNA hasari, hiicresel sistemde genom
kararsizligmin baslica nedenidir. Ozellikle DAZ genlerinde Y kromozomunun
azospermi faktorii (AZF) bolgesinde genomik instabilite, daha 6nceki ¢aligmalarda
da gosterilmistir. Spermatogenezde yer alan genlerde goriilen mikrodelesyonlarin de
novo kokenli oldugu ve embriyogenez sirasinda genom instabilitesine neden
olabilecegi bildirilmistir. Bu nedenle, bu tez ¢alismasinda NOA hastalarinda TTY?2
gen ailesinde ve AZFc bolgesinde mikrodelesyon sikligini karsilastirmali olarak

degerlendirmistir (71-78).
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4. GEREC ve YONTEM

4.1. Arastirma Populasyonu

Bu calisma, Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik
Bolimii Genetik Tani Laboratuvari’nda yapilmistir. Calisma materyali Haziran
2018- Haziran 2019 tarihleri arasinda en az bir yil evlenmis olmalarina ragmen
cocuk sahibi olamamis non-obstruktif azospermili 100 infertil erkek ve 100 kontrol
grubu bireylerden olusturulmustur. Ilk olarak calisma kapsamindaki her ¢iftin aile
bilgilerini iceren pedigrileri olusturuldu. Pedigiri analizinde bireylerin yas, cinsiyet,
akraba evliligi, sigara, alkol ve ila¢ kullanimi kriterler ele alinir. Ayrica galisma
gruplaria dahil edilen olgularin ailelerindeki infertilite Oykiileri, testis morfolojisi,
spermiyogram ve bazal hormonal (FSH, LH, Testosteron, Prolaktin) gibi
radyoterapiye maruz kalip kalmadiklar1 hakkinda bilgi formu dolduruldu.

Gelen infertil giftlere herhangi bir otozomal veya gonozomal kromozom
anomalisi tasiylp tasimadiklarmin anlagilmasi igin sitogenetik yOntemlerle
kromozom analizi yapildi. Bayanlarin hepsi 46,XX karyotipi saptandi.

Y kromozom mikrodelesyon analizi i¢in 100 infertil ve 100 saglikli erkek
bireyden olusan bir calisma grubu olusturuldu. Calisma grubundaki tiim bireylerden
alman genomik DNA, molekiiler Real Time PCR yontemi ile Y kromozom

mikrodelesyonlarini tasiyip tasimadiklari arastirilmstir.
4.2. Kromozom Analizi icin Kullamlan 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-

9-

10-
11-
12-
13-
14-
15-
16-
17-
18-
19-
20-

Glacial Acedic Acid
Methano

10-Xylol

Giemsa Losung
Heparin

Ethyl alcohol
Serum fizyolojik
TrypsinCertifield 25gr 1:250
Pancreatin 25 gr
Na2HPO4

KH2PO4

Biebrich scarlet

Distile water

4.3.Kromozom Analizi I¢in Kullanilan Soliisyonlar

Phytohaemaglutinin soliisyonu: 5 mg phytohaemaglutinin M + 5 ml bidistile su
Hipotonik soliisyonu : 100 ml distile su + 5,6 gr KCL ( 0.075 M KCL)

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

Periferik kanda kromozom analizi i¢in kullanilan kiiltiir ortami icerigi:
Niitrient Mixture F-10 Ham 100 ml

Phytohaemaglutinin M soliisyonu 1.5 ml

L- Glutamine 1 ml

Penisilin- Streptomisin 1 ml

Fetal Calf Serum 20 ml

Trypsin soliisyonu: 50-100 mg Trypsin + 100 ml serum fizyolojik ( 37 °C)
Boya soliisyonlari:

G Bantlama i¢in: 95 ml Séransan tamponu + 5 ml Giemsa Gosing

Diiz boya i¢in: 5 ml Giemsa Losing + 95 ml distile su

Pancreatin soliisyonu: 100-50 mg pancreatin soliisyonu + 100 ml serum
fizyolojik (37 °C)

Soransan 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 soliisyonlar1 karigtirilarak PP: 6.8’e ayarlanir.

4.4. Kromozom Analizi i¢in Kullanilan Diger Arag¢ ve Geregler

1- Etiv

2- Mikroskop

3- Goriintiileme sistemi

4- Zaman ayarh etiiv

5- Kuru hava sterilizator ( kotterman )
6- Bunsen bek

7- Enjektor

8- Pipet

9- Elektronik duyarl: terazi

10- Meziirler

11- Vorteks

12- Lam

13- Buzdolabi

14- Saleler

15- 15 ml’lik konik santrifiij tiipleri
16- Laboratuvar saati

17- Plastik eldiven

18- Lanset

4.5. Kromozomlarin Elde Edilmesi

Bu c¢alisma lenfosit kiiltiir yontemi ile calisilmistir. Calismanin uygulama
asamalar1 da agagidaki gibidir;
1- Hasta kisiden heparinli steril enjektor ile 5 ml kan alinir
2- Laboratuvar ortamina gelen kan, heparinli steril tiiplere konulmadan 6nce hasta

kisinin ad1 ve soyad tiipiin iistiine yazilir.
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4.7.

Steril kosullarda hazirlanmis ve buzdolabinda korunmus olan kiiltiir soliisyonu
cikarilir ve her bir kiiltiir tiipiine steril ortamda 5 ml aktarilir.

Heparinli steril enjektor ile hastadan alinan kan kiiltiir tiiplerine 5-6 damla kan
eklenir ve tiipiin agz1 kontaminasyona kars1 alevden gegcirilir ardindan 72 saatlik
inkiibasyon i¢in etiive konulur.

71.15 saat sonra inkiibasyona konulan kiiltiire iki damla colcemid eklenir ve
tekrar etlive birakilir.

72 saat sonra etiivden cikarilan kiiltiir vortekslendikten sonra 10 dakikada 1200
rpm’de santrifiij edilir.

Santrifiijden sonra dstiindeki silipernatant atilir alta kalan pelet vortekle
karistirilip tizerine 10 ml hipotonik soliisyonu eklenip 10 dakika etiive birakilir.
1200 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra tekrar iistiindeki siipernatant
atilir ve vortekslenirken bu defa iistiine pastor pipetle 10 ml fiksatif eklenir.
Fiksatif ile yitkama 3-4 defa tekrarlanir.

Son santrifiij isleminden sonra tiiplerde 0.5-1 cc pelet birakildi.

En altta kalan materyal pipet ile karistirip alkolde temizlenmis lamlara 25-30 cm
yiikseklikten damla damla damlatilarak yayildi.

Kurumaya birakilmis preparat 3 giin etiivde yaslanmaya birakilir.

. Giemsa Bantlama

Yaslandirilmis preparatlar 25-60 saniye arasinda pankreatin ¢ozeltisinde tutuldu.
Preparatlar distile su ile 2 defa yikandi

Giemsa ¢ozeltisinde ( PH: 6.8 ) 4-5 dakika boyanur.

Iki defa distile sudan gegirilip kurutuldu.

Sitogenetik Degerlendirme

Mikroskop 15181 altinda incelenen preparatlar dnce kiiciik biiylitmeli objektifle

baslanir. Analize uygun metafaz ( 100x ) objektife alinir ve incelemeye baslanir. en

az 20 metafaz analiz edildikten sonra istenilen sonuca ulasildiginda karyotiplenir ve

arsivlenir.
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4.8.Kandan DNA izolasyonu

Hastalarin EDTA’l1 tiiplere alman periferik kan 6rneklerinden Genomik
DNA, EZ1 Blood mini kiti (Qiagen, Germany) kullanilarak, otomatik izolasyon
cihazi (Qiagen EZ1 Izolasyon Cihazi) c¢alisma talimatlarian gore izole edildi.

(Qiagen, Germany).

4.8.1.Prosediiriin ¢calisma prensibi

Cekirdege sahip olan kan hiicrelerinin ¢ekirdegindeki DNA’ya ulagsmak igin
hiicre duvariin pargalanmasi1 gerekmektedir. Sistemde hiicre duvarini parcalamak
amaci ile Lysis buffer kullanilir.Proteinase K ile proteinleri DNA dan ayirarak
homojen bir karigim olusturur. Mangnetic bead ylizeyine negatif yiikli DNA
baglanmas1 saglanarak bead—DNA komplexi total karisimdan ayrilir. Hiicresel
artiklar1 uzaklastirmak amaci ile wash solusyonu ile yikama yapilir. Son olarak
yiiksek 1s1 ve elution buffer ile Magnetic bead- DNA komplexi birbirinden ayrilarak
saf DNA elde edilir.

4.8.2 DNA kantitasyonu

Izolasyon sonucu elde edilen DNA’larin konsantrasyonu Qubit dsDNA HS
Assay Kit ve Qubit 2.0 Fluorometer yardimiyla &lgiildii. Olgiim igin 2 standart
hazirlandi. Her standart ve 6rnek i¢in ¢alisma soliisyonu; total hacim 200 pl olmak
tizere, Qubit® dsDNA HS Reagent’in Qubit® dsDNA HS Buffer i¢inde 1:200
seyreltilmesiyle hazirlandi. Bu islemin ardindan hazirlanan soliisyondan 190 pul ve kit
igerisinde bulunan standart #1°den 10 pl olmak iizere 0,5 ml’lik tiiplere konuldu.
Karigim vortekslendikten sonra 1 dakika inkiibasyonun ardindan standart 6lglimi
yapildi. Ayni islem standart #2 i¢in de gergeklestirildi. Cihaz bu 6l¢timleri kullanarak
standart bir egri ¢izdi. Ardindan 6rneklerin 6l¢iimiine gecildi. Hazirlanan calisma
soliisyonundan 199 pl ve izole edilen DNA’lardan 1 pl 0,5’1ik tiiplere konuldu.
Vortekslendikten sonra 1 dakika inkiibe edilen 6rneklerin 6l¢iimii gergeklestirildi.

Ol¢iim sonuglari not edildi.
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4.8.3. Ger¢ek zamanh kantitatif PCR (Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyou)

DNA ornekleri 20 nanogram/mikrolitre olacak sekilde seyreltildi. Tim
orneklerde TTY2L2A, TTY2L12A, sY254 ve sY255 primerleri kullanilarak PCR
gerceklestirildi.  Kullanilan PCR igerigi tablo 4’te gosterilmistir. Kullanilan
primerlerin dizileri tablo 5’te, PCR dongii kosullar1 tablo 3’te gdsterilmistir.

RT2 SyberGreen Master | Forward | Reverse

dH20 - ) ) ) Template
Mix(Qiagen, Hilden) Primer | Primer

6 ul 10 ul 1 ul 1 ul 2 ul

Toplam Hacim 20 pl

Tablo 2. Gergek zamanli PCR igerigi

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'
Y254 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 Siire ve Sicakhk Dongii
Sayisi

Baslangi¢ Denatiirasyon | 10 dakika 95°C 1

Denatiirasyon 15 saniye 95°C 40

Primerlerin ~ Baglanmasi | 1 dakika 55 °C 40

ve Okuma

Uzama 40 saniye 72°C 40

* Tim primerler i¢in ayn1 dongii kosullart uygulanmistir

Tablo 4. Gergek zamanli PCR dongii kosullart™®
4.8.4. Real time PCR sonuclarin degerlendirilmesi
Herbir hasta ve kontrol DNA’lar1 yapilan Ger¢gek Zamanli PCR sonunda

baglanma egrileri kontrol edildi. Baglanmis olan primerlerin 1s1malarina gore

amplifiye olan drneklerin erime egrilerine gore degerlendirme yapildi.

File Analysis Run Gain View Window Help

ZEHPNE O | @ @ # B % W 8 B
Help

New Open Save " Settings Progress Profile  Temp. Samples Analysis Reports Arrange
Channels 1 Cyeling AGreen 4 Melt AGreen

< Quantitation Analysis - Cycling AGreen (Page 1) = [e] =
¥ Reports.. % Std. Curve [ Results | g Dynamic Tube "% Slope Correct "% Ignore First 10 8 Take Off Adj. | & Outlier Removal... kd Save Defaults

00 -

5 10 15 20 2% 0 s a0
ﬂ Cyzle
AdjustScale.  Auto-Scale  DefaultScale  Log Scale
[ Quant. Results - Cycling A Green (Page 1) o B[ ®

[Type O |ctCormment | Given Cone (Cop| Calc Con (Copie % Var
Unknawn
Unknawn
Unknown
Unknawn
Unknawn
Unknown
Unkngwn

Rotor-Gene O Series Sohware 231

Sekil 6.Primerlerin baglanma egrileri
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file Analysis Run Gain View Window Help

2¢€¢drnme & ¢ # B & & § B,
Pause Stop | Help

New Open Save Gtz ° Settings Progress Profile  Temp. Samples Analysis Reports Amange

|Chanmels 3 Cycling AGreen & Melt AGreen

.I Melt Curve Analysis - Melt A.Green (Page 1) EEE
g 8 a
Reports..  Results | Genotypes..

B

0 —
ﬂ 61 62 63 6 65 66 6 6 6 0 T 7 173 W 15 7% 77 7 79 80 81 8 8 4 85 8% 87 8 8 90 91 ¥ 98B MW B % 9
°C

Adjust Scale Auto-Scale

{5 Melt Curve Results - Melt AGreen (Page 1)

|13

Sekil 7. Primerlerin erime egrileri

4.8.5. Sonu¢ ve yorumlama

Herbir primerin erime egrisi tablo 5’te goOsterilmistir. Buna gore Y
kromozomu {iizerinde gerceklesen mutasyonlart Wild Tip veya Mutant Tip olarak
degerlendirildi.

4.9, istatistiksel Analiz

Yapmis oldugumuz c¢alismanin istatistiksel analizleri igin SPSS 24.0 for
Windows paket programi kullanmilmigtir. Tanimlayic1 istatistikler; kategorik
degiskenler igin say1 ve yiizde; sayisal degiskenler icin normal dagilim
parametrelerini saglayan verilerde ortalamatstandart sapma degerleri verilmistir.

Calismamizda kullanilan iki farkli o6rneklem grubunun ortalamalarini
kiyaslayip aralarinda anlaml bir fark olup olmadigini test etmek icin Iki Bagimsiz

Orneklem t-testi (Independent Samples t-test) uygulanmustir.
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5. BULGULAR

Bu calisma Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Hastanesi, Tibbi
Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali, Genetik Tani1 Laboratuvarina gonderilen non-
obstruktif azospermi tanili 100 infertil ve 100 kontrol fertil erkegi kapsamaktadir.

Bu ¢alisma gurubunu olusturan 100 infertil erkek bireye once sitogenetik
analiz yontemi uygulanmistir. Bunun icin bulgulara periferik kanda lenfosit kiiltiirti
yontemi ile karyotip analizi yapilarak sonuglar analiz edildi.

100 infertil ve 100 kontrol fertil erkege AZF ve TTY2 gen mikrodelesyon
analizi i¢in ise DNA izolasyonu yapilmis ve hedef primerler ile Real Time PCR

yontemi kullanilarak elde edilen sonuglar degerlendirilmistir.

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

Calismaya dahil edilen 100 infertil vakanin yas dagilimmna gore hormon
diizeyleri sekil 8’de verilmistir. Yastaki artisla birlikte hormon diizeylerinde azalma
goriilmektedir. Yas gruplar1 ve hormon diizeyleri karsilastirildiginda FSH, LH ve
Prolaktinde istatistiksel olarak anlamli bir fark tesbit edilmemistir. Buna karsin total

testosteronda yas gruplar arasindaki farkin anlamli oldugu tespit edilmistir.
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23,007

20,007

15,004

Mean

10,007

5,007

0,004

1
20-29 Yag

I
30-39 Yasg
yasgrup

T
40 ve Ustl

PROLAKTIM
— TOTAL TESTOSTERCH
O FsH
) LH
PROLAKTIM
O TOTAL TESTOSTEROM

Sekil 8. Infertil vakalarda yas guruplarma gore hormonal (testosteron, FSH, LH,

prolaktin) durum

5.2. Sitogenetik Sonug¢

100 infertil erkek gurubunda yapilan sitogenetik analizde 15 olgunun (%15)
Klinefelter sendromu (47,XXY) karyotipine sahip oldugu goriildii. Ayrica 1 olguda

47,XXY, 9gh+ (%1); 1 olguda 46,XY, inv9 (p13;g12) (%1); 6 olguda 46,XY, 9gh+
(%6); 1 olguda 46,XY,15ps+; 1 olguda 46,XY, 21ps+ (%1); 2 olguda 46,XY, 22ps+
(%2); 1 olguda da 46,XY, 1lgh+ (%1) ve 1 olguda 46,XY,1gh+9gh+ (%1)

kromozom kurulusu saptanmustir. Farkli kromozom kurulusuna sahip tiim olgular

(tablo 6) da gosterilmistir.
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Olgu sayisi Karyotip

71 46,XY
47 XXY
47,XXY, 9gh+
46,XY, inv9 (p13;912
46,XY, 9gh+
46,XY,15ps+
46,XY, 21ps+
46,XY, 22ps+
46,XY, 1gh+
46,XY,1gh+,9gh+

[y
(S]

P R N R R o k| e

Tablo 5. Infertil erkeklerdeki karyotip sonuglari.

Kromozom anomalisine sahip olgular FSH (Folikiil uyarict1 hormon), LH
(Liiteinize edici hormon), Total Testosteron ve Prolaktin sonuclarina gore
degerlendirilmis ve Tablo 4’de gosterilmistir. WHO kriterlerine gére FSH referans
araligi 1.5-12 mlU/ml, LH referans araligi ise 1.7-8.6 mlU/ml, Total Testosteron
2.18-9.05 ng/ml, Prolaktin ise 4,04-15,02 ng/ml referans araliginda degismektedir.
Klinefelter sendromlu olan 16 olguda hem FSH hem de LH yiiksek oranda
bulunurken, Total Testosteron ise 8 olguda normal olurken, 8 olguda ise diisiik
seviyede gorilmistiir. Prolaktin ise 3 Klinefelterli olguda normal seviyede

gortliirken 13 olguda ise yliksek degerlere sahip oldugu tespit edilmistir.
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Karyotip FSH LH Total Prolaktin Yas

(1,5-12,4) | (1,7-8,6) Testosteron 4,04-15,02

miU/ml | mlU/ml | (2,18-9,05) ng/ml ng/mi
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

Tablo 6. Klinefelterli olgulara ait serum hormon diizeyleri

5.3.Molekiiler Genetik (PCR) Analiz Sonuglari

Yapilan bu calismada 100 infertil erkek ve kontrol amaglh 100 fertil erkegin
ayni bolgesinde bulunan hedef genlerin (TTY2L2A, TTY2LI12A, Sy254, sY255) 4
farkli gen bolgesine 4 farkli primerleri kullanarak hedef genlerde bir mutasyon olup

olmadigmi arastirilmistir. SRY (Sex determining region of the Y chromosome)

kontrol primerleri olarak kullanilmistir.
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5.3.1. AZF gen analizi

5.3.1.1. sY254 mutasyon analizi

SY254 primerin uygulandigr 100 infertil ve 100 kontrol erkek bireylerin
higbirinde mutasyon saptanamamustir [t=-1,750, p=0,083 (p>0,05) WT: Wild Tip.

PRIMER3
T

100—

80—

60—

sY254

40—

207

INFERTIL FERTIL KOMTROL
GRUP

Sekil 9. Kontrol ve NOA’l1 infertil vakalarin genomik DNA'sinda sY254 genindeki
mikrodelesyonlarin yiizdesi. (t=-1,750, p=0,083 (p>0,05), WT: Wild Tip.

5.3.1.2. sY255 mutasyon analizi

sY255 primerin uygulandigt 100 fertil kontrolde sY255 mutasyonu
saptanamazken, 100 infertil erkek bireyin 1’inde (% 1) mutasyon saptanmistir.
Yapilan istatistiksel analizde anlamli bir fark olmadigi goriilmiistir [t=1,000,
p=0,320 (p>0,05)].

sY255 mutasyonlu infertil vakalarin 1’inde aym1 zamanda 46,XY,inv9

(p13;q12) kromozom kurulusuna rastlanmastir.
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PRIMER4

100
T
I rauTAMNT
20—
50—
=
40—
20—
7L
o— T

INFERTIL FERTIL KOMTROL
GRUP

Sekil 10. Kontrol ve NOA’l1 infertil vakalarin genomik DNA'sinda sY255 genindeki
mikrodelesyonlarin yiizdesi. [t=1,000, p=0,320 (p>0,05)], WT: Wild Tip).

sY255

5.3.2. TTY2 gen ailesi analizi

5.3.2.1 TTY2L2A gen ailesi mutasyon analizi

Primerin uygulandigr 100 fertil kontrol bireylerinde TTY2L2A mutasyonu
saptanamazken, ve 100 infertil erkegin 1’inde (% 1) mutasyon saptanmistir. Yapilan
istatistiksel analizde anlamli bir fark olmadig1 gorilmistir [t=1,000, p=0,320
(p>0,05)].

PRIMER

100
T
I rauTaNT
50—
50—
=
40—
20
1L
o— T

INFERTIL FERTIL KONTROL
SGRUP

TTY2L2A

Sekil 11. Normal ve NOA’l1 vakalarin genomik DNA'sinda TTY2L2A genindeki
mikrodelesyonlarin yiizdesi. [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 uygulandigr 100 infertil vakanin 11’inde (% 11) ve 100 fertil erkek
bireylerin sonucunda 5’inde (% 5) mutasyon saptanmistir. Yapilan istatistiksel

analizde anlamli bir fark olmadig1 gorilmiistiir [t=1,56, p=0,119 (p>0,05)]

TTY2L12A mutasyonlu infertil vakalarin 1’inde hem 46,XY,inv9 (p13;ql12)
kromozom kurulugu hem de sY255 mikrodelesyon birlikteligi saptanmistir. Ayrica
infertil vakalarin 1’inde 46,XY,21ps+, 1’inde 47,XXY, 1’inde 46,XY,21ps+, 1’inde

46,XY,inv9 (p13;912) kromozom kurulusuna rastlanmamustir.

FRIMERZ

T
H MuTANT

100

TTY2L12A

INFERTIL FERTIL KOMTROL
GRUP

Sekil 12. Normal ve NOA’l1 vakalarin genomik DNA'sinda TTY2L12A genindeki
mikrodelesyonlarin yiizdesi. [t=1,56, p=0,119 (p>0,05)], WT: Wild Tip .
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6. TARTISMA

Infertilitenin %30-50 oraninda erkek faktdriine baglt oldugu bildirilmistir
(79). Erkek infertilitesinin yaklasik % 90’mnda bozulmus spermatogenez vardir. Bu

tip vakalardaki genetik analizler sitogenetik ve molekiiler genetik yontemlerle

yapilmaktadir (80).
Olgu Karyotip Sy254 Sy255 TTY2L2A | TTY2L12A | Yas
Mutasyonu | Mutasyonu | Mutasyonu | Mutasyonu

1 47, XXY 27
2 46,XY 29
4 46,XY,inv9(p13;q912) + + 35
9 [ 47,XY,9gh+ 40
13 | 46,XY,9gh+ 34
15 | 46,XY,9gh+ 26
18 | 46,XY,9gh+ 29
19 | 46,XY + 39
22 | 46,XY,9qh+ 35
23 | 46,XY,1gh+,9gh+ 28
25 | 46, XY + 32
26 | 46, XY + 38
33 | 46,XY,21ps+ + 35
40 | 46,XY,9gh+ 30
41 | 46,XY,15ps+ 28
45 | 46,XY,9gh+ 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,1gh+ 31
83 | 46,XY + 32
84 | 46, XY + 25
94 | 46,XY + 28
95 | 46,XY,21ps+ + 35

Tablo 7. NOA’l1 olgulara ait, Karyotip, sY254, sY255, TTY2L2A ve TTY2L12A

Mutasyonu verileri
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6.1. Kromozom Anomali Oranlarn

Erkek infertilitesinin %40°’nin nedeni bilinmemektedir, bu nedenler arasinda
kromozomal diizensizlik seklinde olan genetik faktorler onemli bir yer tutmakta
oldugu belirtilmistir (81). Sebebi bilinmeyen oligozoospermik ve azoospermik
olgularda, sayisal ve yapisal kromozomal diizensizliklerine sik rastlanildigi
bulunmustur (82). Azoospermik ve Oligozoospermik olgularda kromozomal
diizensizlik orani ile ilgili yapilan bir¢ok ¢alismada bu oranin % 2,1-10,3 arasinda
oldugu bildirilmistir (83).

Infertil azospermik erkeklerde genellikle seks komozom anomalileri ile
birlikte, translokasyon, dublikasyon ve delesyon gibi yapisal kromozom
anomalilerine de rastlanilmaktadir (84). Bu kromozomal anomalilerinin orani erkek
infertilitesinde %2 ile %8 arasinda degismektedir. Klinefelter sendromu, infertil
erkeklerde en fazla goriilen kromozom anomalisi olarak bildirilmistir. Klinefelter
sendromunun goriilme sikligi siddetli oligospermik olgularda % 5 ve azospermik
olgularda % 10-15 civarinda oldugu bildirilmistir. Klinefelter sendromuna sahip
mozaik olmayan olgularin % 90°dan fazlasinin azospermi oldugu kabul edilmektedir.
Klinefelter sendromuna sahip mozaik olan olgularda degisik sayilarda sperm iiretimi
oldugu bilinmektedir (85). Bizim g¢alismamizda NOA’l1 bireylerdeki Klinefelter
sendromlu oran1 literatiirle uyumlu olarak %16 oldugu tespit edilmistir.

Klinefelter Sendromlu erkeklerin steril olmasina ragmen, mozaik ya da
mozaik olmayan Klinefelter Sendromuna sahip erkeklerden sperm iiretilebildigi ve
dolayisiyla fertilite gosterip baba olabildigi nadir olgularda bilinmektedir (86-88).
Yeni yardimer iireme teknikleri bu tiir vakalarin bazilari icin fertilizasyon ve babalik
icin bir sans olarak goriilmektedir (86-88). Infertil erkeklerde, cinsiyet kromozomu
anomalilerinin diginda, Robertsian translokasyonlar, dengeli translokasyonlar,
inversiyonlar (perisentrik ya da parasentrik), marker kromozomlari, gh+ ve Ps+ gibi
yapisal anomaliler de goriilebilmektedir (89). Calismamizda goriilen infertil
erkeklerdeki yapisal kromozom anomalileri Tablo 3°de gdsterilmistir.

Erkek infertil bireylerde 9. kromozom, en fazla varyasyon go6zlenen
kromozom olarak bildirilmistir. 9. kromozomun perisentrik bolgesinde 12

heteromorfik kalip olarak Starke ve ark. tarafindan belirlenmistir. Bu 9. kromozom
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bolgenin tekrarlayan dizilerden olustugunu ve bu tekrarlayan dizilerin bulundugu
sentromerik bolgede mayoz sirasinda meydana gelen degis tokuslar sirasinda
polimorfizmlerin ortaya ¢iktigini ileri sliren ¢alismalar ile ilgili bir mekanizmanin bu
sekilde aciklanabilecegini bildirmislerdir (90). Infertil erkek olgularda kromozom
varyantlarinin sayisinda artis bulundugu, ancak heterokromatin artisinin ¢ogunlukla
raporlarda belirtilmeye gerek duyulmayacak kadar 6nemsiz oldugu bildirilmistir
(91). Heterokromatin polimorfizmi bulunan erkek hastalarda sperm FISH y6ntemi ile
anoploidi oranlarinda artis saptanmis, bu olgularda yardimci {ireme tekniklerinin
uygulanmasi1 sirasinda daha yiiksek basarisizlik ve daha disiik gebelik ve
implantasyon oranlart bulundugu bildirilmistir (91). Heterokromatinin sperm
tiretiminde hangi mekanizmayr degistirerek etkili oldugu heniiz bilinmemekle
birlikte normal varyant olarak degerlendirilen degisikliklerin detayli olarak
aragtirmalart ile sperm iiretiminde rol oynayan genler ile nasil etkilestikleri acikliga
kavusacag diisiiniilmektedir. Calismamizda goriilen 9. Kromozom inversiyon ve
gh+’lar1 tablo 3’de gosterilmistir.

Satellit artiglar1 ps+ seklinde akrosentrik kromozomlarin kisa kolunda
bulundugu rapor edilmistir (92). 18S ve 28S rRNA ve ribozomal proteinleri kodlayan
ve nukleolar organize edici bolgeyi (NOR) olusturan genler akrosentrik
kromozomlarin kisa kolunda bulunmustur (93). Satellit artislarinin, sperm tiretiminde
hangi mekanizmay1 degistirerek etkili gosterdigi heniiz bilinmemekle birlikte normal
varyant olarak degerlendirilen degisikliklerin ayrintili olarak arastirmalar1 yapilarak

sperm lretiminde rol oynayan genler ile nasil etkilestikleri aciklanmaya ¢alisilmistir
(93).

6.2. Erkek Infertilitesi ile Hormonal Durum Arasindaki fliskisi

Literatiirde infertil erkeklerin sperm sonuclar1 ile hormonal diizeylerin
karsilastirilmasinda farkli sonuglar elde edilmistir. Yaptigimiz calismada da FSH ve
LH’m kromozom anomalilerinde yiiksek oldugu saptanmistir. 16 Klinefelter olgunun
tamaminda hem FSH hem de LH yiiksek oranda tespit edilirken, Total Testosteron
ise sadece 8 Klinefelter olguda diisiik seviyede bulunmustur, prolaktin seviyesinin ise

13 Klinefelter olguda yiiksek oldugu gortilmiistiir.
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Yapilan g¢alismalarda, 6zellikle 40'li yaslarda, erkeklerde total testosteron
diizeylerinde diisme egilimi oldugu, ileri yaslarda bu disiisiin daha belirgin hale
geldigi bildirilmektedir (17). Diisiikliikk izlenen hastalarda ayrica LH, FSH ve
prolaktin seviyelerinde de azalma oldugu bildirilmektedir. Calismamizda da LH,
FSH ve prolaktin seviyeleri yasa bagl olarak diisiis gostermisse de yas guruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilememistir. Buna karsin yasin
ilerlemesi ile baglantili olarak testosteron diizeyindeki diislisiin yas guruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturdugu tespit edilmistir.

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

Mikrodelesyonlari

Infertil erkeklerin tanisal calismasinda, genellikle AZF bolgesinde Y
kromozom mikrodelesyonunun taranmasi temel olarak kan Iokositlerinde PCR
kullanim1 ile yapilir. Bu lokuslarin delesyonu spermatogenik yetmezlige yol
acabilecegine ve bu nedenle azospermi ve oligozoospermi ile iliskili olduguna
inanilmaktadir (94-95). AZF genleri arasinda AZFc (sY254, sY255), azospermili
veya agir oligozoospermili erkeklerde en sik delesyona ugrayan bolgedir ve
mutasyon sikligi % 10-15 olarak bildirilmektedir (96,97). Yapilan son ¢aligmalarda
AZFc bolgesinde, 6zellikle DAZ geninde, yliksek oranda mikrodelesyonlarin ortaya
cikabilecegi gosterilmistir (98,99). Calismamizdaki hem infertil hem de fertil kontrol
guruplarindaki olgularin hi¢ birinde sY254 mutasyonu saptanmazken, infertil
valalarin 1’inde (% 1) sY255 mutasyonu saptanmistir.

Zonozi ve ark. yaptiklar1 ¢alismada fertil kontrol ve NAO hastalarinda AZFc
mikrodelesyonu goriilmezken, fertil kontrolde bir TTY2L2A mikrodelesyonu (%
3.3) ve NOA'da 4 (% 13.3) gozlemislerdir (100). Bizim ¢alismamizda ise TTY2L2A
mikrodelesyonu fertil kontrollerde goriilmezken, 5 (%5) fertil konrolde TTY2L12A
mikrodelesyonu saptanmustir. Fertil kontrollarde goriilen TTY2L12A gen
mikrodelesyonlarinin nedeni anlasilmamistir, ancak ¢evresel etkenlere maruz kalma
nedeniyle olusabilecek bir de novo mutasyondan kaynaklanmis olabilecegi ileri
stiriilebilir. Benzer bir gozlem daha 6nce yiiksek radyasyonuna maruz kalan normal

popiilasyonda DAZ'n delesyonlari igin de rapor edilmistir (100).
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Ayrica 30 NOA hastasinin 6'sinda (% 20) TTY2L12A mikrodelesyonu oldugunu
gosterirlerken normal kontrolde gozlenen mikrodelesyon olmadigini géstermislerdir.
Oligoazoospermili ve azospermili Yunan vakalardan olusan bagka bir ¢alismada
benzer sekilde erkek infertilitesi ile TTY2L2A ve TTY2L12A genlerinin
mikrodelesyonlar1 arasinda bir iliski tespit edilmistir (101). Bu ¢alismanin yazarlar
ayrica bu genlerin spermatogenezde yer aldig1 sonucuna da varmislardir.

Azoospermi hastalarinda yapilan bir baska ¢alismada, AZFc mikrodelesyonu
olmadig1 halde, hem TTY2L2A hem de TTY2L12A genleri i¢in yaklasik % 2.2
mikrodelesyon bildirmislerdir (102).

Bizim ¢alismamizda da ise AZFc bolgelerinden Sy254’de hem fertil kontrol
hem de NOA’l infertil vakalarda mutasyon tespit edilmemistir. Sy255
mikrodelesyonu fertil kontrollerde goriilmezken, NAO olgularin 1’inde (% 1)
goriilmiistiir. TTY2L2A mikrodelesyonu fertil kontrollerde goriilmemistir, fakat
NOA'll olgularin 1’inde (% 1) mikrodelesyon tespit edilmistir. Ayrica 100 NOA
hastasinin 11'inde (% 11) TTY2L12A mikrodelesyonu oldugu goriilmiis ve normal
kontrolde 5 vakada (%5) TTY2L12A mikrodelesyonu saptanmistir. Calismamizdaki
infertil azoospermili hastalarda TTY2 gen ailesinde goriilen delesyonlarin, TTY2'ye
benzer transkriptlerin karmasik spermatogenez silirecinde Onemli bir rol
oynayabilecegini ve spermatogenezis basarisizligina yol agarak erkek infertilitesine
neden olabilecegini diislindiirmektedir. Bu durum, TTY2L2A ve TTY2LI2A
genlerinin de erkek infertilitesi i¢in yeni bir markir olarak kullanilabilecegini, rutin
olarak taranan AZF genleri kadar 6nemli olabilecegi sonucunu dogurmaktadir.

AZFc ve TTY2 gen aileleri i¢in literatiirde bildirilen mikrodelesyonlarin
siklig1, sonuglarimizla farkli olmustur. Literatiirde belirtilen Yq delesyon oranlarinda
%0.6 ile % 55 arasinda degisen biiyiikk varyasyonlar goriilmektedir (103). Bu
durumun etnik farkliliklar, hasta se¢im kriterleri ve metodolojik o6zelliklerin
farkliligindan kaynaklandig ileri siiriilmektedir (104). Delesyon sikligini etkileyen
bir diger etmen kullanilan primerlerin uygunlugu ve sayisidir (105,106). Simdiye
kadar yapilan c¢aligmalarin her birinde infertii erkek bireyde Yq’daki
mikrodelesyonlar1 belirlemek i¢in uygulanan PCR tekniginde farkli sayida aday
genlerdeki delesyonu saptamak icin farkli sayida primer kullanilmistir. Kan hiicreleri

(lenfositler) mezodermden ve gametler endodermden ve deri hiicreleri ektoderm gibi
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farkli embriyonik dokulardan gelistikleri ve farkli genetik lezyonlar igerebildikleri
icin, delesyon sikligini etkileyebilmektedirler (107). Kleiman ve ark. (1999)
azospermik ve oligospermik olgularda hem lenfosit DNA, hem semen ve hem de
yanak hiicre DNA'sindaki Y kromozom delesyonlarmi calismislardir. Farkh
dokularin DNA'sinda mikrodelesyon sikliklarinin da farkli oldugunu goézlemislerdir
(108).

Bununla birlikte, literatirde TTY2 gen ailesini erkek infertilitesiyle
iliskilendiren smirli sayida rapor vardir. Bu genler icin bildirilen farkh
mikrodelesyon sikliklarinin olast nedenleri AZF igin olanlarla ayni olmakla birlikte,
bu genlerin diger Y mikrodelesyonlari ile birlikte bir markir olarak test edilebilmesi
icin, daha once farkli etnik koken ve cografi dagilimlar1 olan farkli popiilasyonlardan
daha fazla arastirmaya ve daha fazla veriye ihtiya¢ vardir. Boylece, TTY2 gen
ailesinin klinik kullanimi i¢in bir mikrodelesyon araligini saglamak iizere farkli

raporlardan bir meta-analiz yapilabilir.
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7.SONUCLAR

Sonug olarak, AZFc¢ mikrodelesyonu diisiik oranda goriilen non-obstriiktif
azospermi hastalarindan olusan c¢alismamizda goriilen yiiksek orandaki TTY2
mikrodelesyonlari, TTY2 genlerinin spermatogenez yetersizligi ve erkek
infertilitesinde rol oynamig olabilecegini ileri siirmektedir. Ayrica kromozom
anomalisi Ozelliklede Klinefelter Sendromunun yiliksek oranda goriilmesi infertil

vakalarda karyotip analizinin gerekliligini de ortaya ¢ikarmistir.
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