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1. GIRIS ve AMAG

infertiliteye yol acan nedenlerin bir kismi sonradan olustugu halde bir
kismi da genetik bir temele dayanir. Cinsiyet kromozomlari (X ve Y) ve
otozomal kromozomlarin her ikisinde de normal cinsiyet karakterlerini belirleyen
genetik yapilar bulunmaktadir (1). Bu genlerin lokalizasyonlarinda ve
yapilarinda ortaya ¢ikan degisiklikler (genetik mutasyonlar) seksuel farklilagsma
bozukluklari seklinde kargimiza c¢ikmaktadir. Bazi gen mutasyonlarinin
spermatozoa eksikligi ve azospermiye neden oldugu, bir kisim genetik
degisikliklerinde spermatogenez bozukluklarina yol agtigi gosterilmistir (2).
Yapilan bir arastirmada azospermik hastalarin %15’'inde, oligospermik
hastalarin %5’inde, normal erkeklerin ise %71’inden daha azinda kromozom
anormalligi bulundugu, sperm sayisi arttikga bu oranin azaldigi ve 20 milyon/ml
uzerindeki sayilarda ortalama %1’e dustugu tespit edilmistir (3). Azoospermik
ve siddetli oligospermik erkeklerin %10-15’'inde ayni zamanda Y kromozom
mikrodelesyonlarina da rastlandigi bildirilmigtir (3). 2372 infertil erkegin
kromozom analizlerinde, 33’U cinsiyet kromozomunda, 18’i otozomlarda olmak
uzere toplam 51 vakada (%2.1) kromozom duzensizligi bulunmustur. Bunlarin
yaklasik yarisini Klinifelter sendromlu vakalarin olusturdugu gértlmusttr (4). Bu
nedenle azoospermisi ya da siddetli oligospermisi olan erkeklerin, kromozom
anomalisi ve Y kromozom mikrodelesyonlari tasiyabilecekleri konusunda
bilgilendiriimeleri gerekir. Bu erkeklerin spermleri intra sitoplazmik sperm
injeksiyon (ICSI) tekniginde kullanilmadan énce karyotip analizi ve Y kromozom

mikrodelesyonu testleri istenmelidir.

Cinsiyet kromozomunda yer alan gonad belirleyici yapilar gonadlarin
testis ve ovaryum seklinde gelismesine yol acmakta, daha sonra salgilanan
gonad hormonlari genital ve duktal farkhlagsmayl saglamaktadir. Y
kromozomunda mayoz bolinme sirasinda olusan defektler cinsiyet kromozomu
sayisinda anormalliklere, spermatogenez ve fertilite Uzerinde belirgin

bozukluklara neden olmaktadir (3,4).

Androjen hormonu erkek fenotipik karakterlerinin olusmasi ve

spermatogenez igin kritik Gneme sahiptir. Androjen sentezi ve biyolojik etkisi ile



iliskili cesitli spesifik gen defektleri ortaya konmustur. Bazi erkek infertilite
vakalarinda androjen reseptor genleri ile iliskili reseptor defektlerinin rol
oynadigi ileri surulmektedir. Ayrica birgok genetik sendromun, Uureme

fonksiyonlarini 6nemli derecede etkiledigi bilinmektedir (3,4).

infertilite vakalarinin en azindan yarisinda erkek reme yetmezIigi ya da
disfonksiyonu tam veya kismen rol oynamaktadir. Ozellikle azospermik
hastalarin tanisi yapilirken mutlaka genetik hasar agisindan degerlendirilmeleri
gerekmektedir. Hamileligin dogal olarak basarilamayacag ¢iftlerde guinumuizde
gelisen intra sitoplazmik sperm injeksiyonu (ICSI) gibi yeni teknikler ile sperm
faktoriine dayanan infertilitenin Ustesinden gelinmektedir. ICSI’den 6nce her
cifte, mevcut olan genetik hasarin, mevcut infertilitenin ve diger degisen

fenotipik belirtilerin cocuga gegme riski icin bilgi verilmelidir.

Bu calismada amacimiz, Isparta ve yoresinde yasayan ve infertilite
nedeni ile infertilite poliklinigine basvurmus azospermik ve siddetli oligospermik
erkeklerin ve ayni yorede yasayan fertil saglikh bireylerin periferik kan

lenfositlerinde kromozomal anomali sikligini aragtirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Erkek infertilitesi Hakkinda Genel Bilgiler

Eslerin istemelerine ve herhangi bir gebeligi Onleyici ydntem
kullanmamalarina ragmen en az 1 yil igerisinde ¢ocuk sahibi olamamalarina
primer infertilite denir. Evli ¢iftlerin yaklasik %15’i bir yil beklemelerine ragmen
¢ocuk sahibi olamamaktadirlar (5). Fertilite erkek ve kadin Greme sistemlerinin
anatomik ve fonksiyonel olarak normal calismalarina baghdir. Hem kadinda
hem erkekte Ureme sistemlerini bozan edinsel ve konjenital faktorlere
rastlanabilir. Ya kadinda ya erkekte, ya da her ikisinde bu faktorlerden biri veya
daha fazlasi mevcut olabilir. infertil olgularin %20’sinde erkek tek bagina
sorumlu iken, %30-40’inda kadin faktérine eslik eden bir patoloji bulunmaktadir
(5). Erkege ait bir problem s6z konusu ise, bu siklikla sperm parametrelerinde
bozulma ile ortaya ¢ikar. Normal fertil bir erkekte sperm sayisinin mililitrede 20
milyondan fazla olmasi gerekir. Oligospermi sperm yogunlugunun 20
milyon/ml’den az olmasi durumudur. Sperm sayisinin 5 milyon/ml’den az olmasi
siddetli oligospermi olarak adlandirilir. Ejekulatta hi¢c sperm bulunmamasina

azospermi denir.

2.1.1. Azospermi

Semen 0Ornegi incelendiginde sperm igermiyorsa, azospermik oldugu
dUsundlir; buna ragmen, sperm igermeyen ejekulat mutlaka santrifij edilmelidir.
Seminal sivi volimu azosperminin etiyolojisini belirlemede énemli bir kriterdir.
Total ejekllat sivisinin, yaklasik %70’ini seminal vezikiller, %10’unu vas
deferens ve %20’sini prostat olusturur. Normal semen volimune sahip
azospermili erkeklerde (>1 mL, pH>7.5) en olasi etiyoloji spermatogenetik
yetmezlik ya da vazal epididimal tikanmadir. Seminal vezikiller normal,
ejekllator kanallar acik ve saglam ise vazal aplazi patofizyolojisi disunilmelidir.
Semen volumu <1mL ve pH<7.5 ise, ya seminal vezikuller ejekllata
katilamiyordur ya da yoktur veya hipoplazik ya da tam olarak tikanmigtir. Bu
durum bilateral ejekulatér kanal obstriksiyonu olarak tanimlanir. Azosperminin

ayirici tanisi semen volimu ve pH’ya dayanir (6).



Azospermik hastalar iki genis kategoride siniflandirilabilir:
1- Spermatogenetik yetmezlige sahip hastalar (nonobstruktif azospermi)

2- Bir obstrukte duktal sisteme sahip ama normal spermatogeneze sahip

hastalar (obstruktif azospermi) (6).

2.1.1.1. Nonobstruktif Azospermi

Nonobstruktif azospermi, testisdeki spermatogenetik potansiyelin
spermatozoanin ejekulatta bulunup bulunamayacagini belirleyen belirli bir
esigin altina dustigu zaman olusur. Nonobstruktif azospermili erkeklerin
yaklasik %50’si, testikuler parankima igerisinde bulunan birka¢ sperme sahip
olabilir. Bu erkeklerin spermatogenezis duzeyleri, ejekulatlarinda belirlenebilen
sperm uretmeye yetmeyecek kadar dusuktur. Fakat bu spermatogenezis dizeyi
ile testis icinde sperm bulunabilir ve bu sperm testis dokusundan cesitli
yontemler ile toplanabilir. Testis parankiminde bulunan spermlerin izolasyonu ile
fertiliteye sahip olamayan erkeklerin ICSI ile g¢ocuk sahibi olabilmeleri
basarilabilir. Bir organizmanin yasami ve uUreme yeteneginin optimizasyonu
evrimsel bir gercektir ve spermatogenezis siki sekilde kontrol edilen kompleks
bir olaydir. Ureme yetmezligine herhangi bir gevresel faktdr sebep olmamissa,

bdyle vakalarin cogunda ureme yetmezligi genetik bir temelden kaynaklanir (6).

2.1.1.2. Obstruktif Azospermi

Vazal Aplazi Sendromu, azospermiye neden olan en yaygin genetik
durumdur. Bilateral ya da unilateral vazal aplaziye neden olan en az 3 ayri klinik
sendrom vardir. Bunlar, kKistik fibrozis (CF), vas deferensin konjenital bilateral
yoklugu (CBAVD) ve vaz deferensin konjenital unilateral yoklugudur (UVY).
Erken embriyogeneziste, primitif Urogenital trakt hem erkeklerde hem
kadinlarda benzerdir. Hamileligin yaklasik 7. haftasinda farkhlagsmalar
(diferansiyasyon) yani mezonefrik (wolfian) farklilasirken, paramesonefrik
(mullerian) kanallari kaybolmaya baglar. Yedinci haftadan 6nce mesonefrik
kanal olusturan hareketler renal sistemin morfogenezi kadar reproduktif kanal
sistemini de etkiler, daha sonra olugan yeni hareketler yalniz bir sistemi

etkilerken digerini etkilemez (6).



2.1.2. Gonad Farklilagmasi

insanda bulunan 23 cift kromozomun bir cifti cinsiyet kromozomudur
(erkekte XY, disilerde XX). Y kromozomun kisa kolunda (Yp) testis gelisimini
saglayan genler (Y kromozomunun seks belirleyicisi bolgesi; SRY)
bulunmaktadir (7). Gonad gelisimi gebeligin 5.-6. haftalarinda gergeklesir. Bu
haftalarda SRY bolgesi normal bir Y kromozomu varhiginda primitif gonadin
korteks bolgesi geriler, medulla gelisimine devam ederek primitif testis halini
alir. Y kromozomu yoksa medulla kismi gerileyip korteks gelismesini sturdurerek
overler olusur (1). Yp eksik olan kisilerde disi yonunde farklilagsma ortaya
cikmaktadir. Ancak SRY’nin lokalizasyonu degigiklikler gosterebilmektedir
(7,8,9,10). Testis gelisimi igin Y kromozomundaki genlere ilave olarak X
kromozomu ve otozomal kromozomlarda ki yapilara da ihtiyag duyulmaktadir
(1). X kromozomunun onemi X'e bagh XY gonad disgenezilerinde ortaya
cikmaktadir. Otozomal faktdrler hem erkek hem de kadinda germ hucrelerinde
hipoplaziye neden olmaktadir. Farelerde yapilan deneysel arastirmalarda
otozomal genlerin testis farklilagsmasinda diger faktérleri bitlnleyici bir rol aldigi

kesin olarak gosterilmistir (1).

2.1.3. insan Esey Kromozomlarinin Tarihgesi

insan esey kromozomlarinin memelilerde ortaya c¢ikmadan evvel
suringenlerden 300 milyon yil dnce 6zdes bir kromozom ciftinden olustugu
dUsundlir. Bu kromozomlar tzerindeki genler bugln hala bazi stringenlerde
cevresel uyarilara maruz birakildiklarinda seks belirleyici olarak goraltr (11).
Memelilerde seks kromozomlari muhtemelen memeli X kromozomu Uzerinde de
yapisal homologu olan SOX3' den SRY geninin farklilagsmasi ile ortaya c¢ikar.
SRY ve SOX3 bir progenitor genden olusur. Gelismis SRY geni ise erkek
belirleyici fonksiyon kazanir (11,12). Memeli X ve Y kromozomunun ayriimasi
sirasinda X kromozomu Uzerinde mindr dedisiklikler olusurken Y
kromozomunda hizli dejenerasyon olusmaktadir. ilave olarak Y kromozomunun
genis bir bolimunun ters gevrilmesini (inversiyon) takip eden mutasyonlar X ve
daha kuguk olan Y kromozomlari arasinda non-rekombinasyona neden olur.

Rekombinasyon yoklugunun Y baglantili genlerin pargalanmasindan sorumlu



olabilecegi dusunulir (11,13). Yq Uzerinde P1’den P5’e kadar olan bolgede yer
alan palindromik dizilerde meydana gelen delesyonlarin spermatogenetik
yetmezlige sebep oldugu bulunmustur. P5/proksimal P1 delesyonlari 6.2 Mb
dizi ve 32 gen ile transkriptinden fazlasini kapsarken P5/distal P1 delesyonlari
7.7 Mb’lik dizi, 42 gen ve transkriptinden fazlasini igermektedir (14,15,16). Bu
palindromik dizilerin analizi ile AZFb ve AZFc bdlgelerinin birbirinden bagimsiz
olmayip hatta overlap yaptigi gosterilmistir. Fakat 0.8 Mb’lik dizi uzunlugundaki
AZFa bolgesi AZFb ve AZFc’ den bagimsizdir.

2.2. Erkek infertilitesi ile ilgili Genetik Faktorler

Erkek infertilitesi ile birlikte gorulen genetik bozukluklar, sperm yapimini
bozarak ya da spermin tasinmasini engelleyerek erkekte infertiliteye neden
olurlar. Bu hastalarda ya azospermi ya da siddetli oligospermi mevcuttur. Erkek

infertilitesi ile ilgili dort genetik faktor bilinmektedir:
1--Izole spermatogenez defekti yapabilen Y-kromozom mikrodelesyonlar

2-Konjenital vaz deferens agenezi (yoklugu) olan Kkistik fibrozis gen

mutasyonlari
3-Testis fonksiyonlarini bozan kromozom anomalileri

4 Sperm fonksiyonlarini direkt olarak etkileyen genetik sendromlar

2.21. lizole Spermatogenez Defekti Yapabilen Y-Kromozom

Mikrodelesyonlari

2.2.1.1. insan Y Kromozomu ve Yapisi

Y kromozomu testisde gonadal farklilasma ve spermatogenez igin gerekli
genleri tagsiyan yaklasik altmis milyon baz ¢ifti iceren, sentromeri uca yakin yani
akrosentrik bir kromozomdur. Pek c¢ok ilging biyolojik 6zellige sahiptir. Erkek
karakterinin Ozelliklerinin genetik belirleyicisi olan Y kromozomu fonksiyonel
genlerin yani sira yuksek oranda tekrar elementleri icerir. Y kromozomu Yq ve
Yp kollar1 Gzerinde iki tane pseudootosomal bolge (PABY1 ve PABY2) igerir (8).

Boyanma 6zelligine gore okromatik ve heterokromatik olmak Uzere iki bolumde



incelenebilir. Okromatik bolgenin boyutu hemen her zaman sabit olup otuz
milyon baz ¢ifti uzunlugundayken heterokromatik bdlgenin boyutu ¢ok
degiskendir. Okromatik boélge kromozomun kisa kolunu (Yp), sentromerik

bdlgeyi ve uzun kolun (Yq) proksimalini kapsar (Sekil 1).

Okromatik bélge igeriginin en azindan %25 X kromozomu ile
homologtur. Ayni zamanda mitoz ve mayoz sirasinda X-Y eslesmesi ve
krossing-over bu bdlgede gergeklesmektedir. U¢ kisimlarda pseudootozomal
(PABYI ve PABYII) bolgeler bulunmaktadir ve eglesme sirasinda X kromozomu
ile tutunma bu bdlgelerde gergeklesmektedir. Yp'nin 2.7 milyon baz cifti
uzunlugindaki pseudootozomal bolumunde haritalandiriimis birgok gen bulunur.
Bunlar arasinda MIC2 (monoklonal antikorlar tarafindan belirlenen antijen) geni
ve CSF2RA (koloni stimlle edici faktor) genini sayabiliriz ki bu genler Xp
uzerindeki genlerle benzerlik gosterirler. Pseudootozomal bdlgenin hemen
proksimalindeki 280-kb’lik bdlgede de ¢ gen gdsterilmistir. Bu genler SRY (Y
kromozomunun seks belirleyicisi bolgesi), ZFY (ginko parmak gen) ve RPS4Y
(ribozomal protein geni) genleridir. Okromatik Yq bdlgesinde AZF geni, H-Y
antijen geni, vlicut yapisi ve dis boyutunu belirlemeye yardim eden genler ve X
homolog bdlgeler bulunmaktadir. Heterokromatik bdlge ise replike olan fakat
transkribe olmayan cgesitli uzunluktaki DNA'yl igerir ve uzunlugu bireyler
arasinda c¢ok farklilik gosterir. Spermatogenezi ve testisi belirleyen genler Y
kromozomuna 6zguldir. Y kromozomunun uzun kolunun spermatogenezis igin
gerekli oldugunun ortaya kondugu yetmigli yillardan sonra Y kromozomundaki
yapisal degisikliklerin erkek infertilitesinde rolu olabileceg@i ileri suralmustar
(9.10).
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Sekil 1. insan Y kromozomu ve haritalanmasi tamamlanmis olan genlerin
lokalizasyonu (Klinik Androloji, E. Ozdiler, K. Aydos, 2000).

1994’den beri Yq mikrodelesyonlarinin azospermik ve oligospermik
erkeklerde oranlarini tespit etmek ve infertil fenotip ile delesyonun boyut ve
pozisyonunu iligkilendirmek igin klinik ve molekuler c¢alismalar birlikte
yuratulmektedir. Bu bilgilerin edinilmesi, ozellikle "sertoli cell-only" sendromlu

veya agir spermatogenez bozukluk gosteren hastalarin ICSI yontemi ile gocuk



sahibi olabilmeleri ve bu genetik hasari erkek ¢ocuklara gecgirme riski agisindan

onem tasimaktadir.

Y kromozom sitolojik bandlari
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Sekil 2. Y Kromozomunun yliksek rezoliisyon bandlanmasi ve haritalanmasi. En solda
Y kromozomunun yiksek rezolisyon GTG bantlama ile ortaya ¢ikan goruntisu yer
almaktadir. Ortadaki resimde ise Vergnaud’'un 1986’da Southern-blotting yontemi ile

yedi intervale boler

2.2.1.2. Pseudootozomal Bolgeler (PABY1, PABY2)

Pseudootozomal (PABYIl ve PABYIIl) bolgeler Y kromozomunun ug
kisimlarinda bulunmaktadir ve eslesme sirasinda X kromozomu ile tutunma bu
bdlgelerde gerceklesmektedir (Sekil 1). Haritalandiriimig birgok gen, Yp'nin 2.7
milyon baz c¢ifti uzunlugindaki pseudootozomal béliminde bulunur. PABY1
(pseudootozomal boundry region on Y chromosome) ve PABY2 bdlgelerinin X
kromozomu uzerinde ayni sirada homologlari mevcuttur. Y kromozomu
Uzerinde sadece bu iki bdlge mayotik bolinmeye katilir. Mayotik bdlinmeye
katiimayan bdlge Y kromozomunun %9%’ini olusturur. Bu bdlgeler erkege
spesifik Ozellikleri belirleyen bolge (MSY) ismini alir. Bu bolgeler tg¢ farkli
okromatik (X transposed, X degeneratif ve amflikonik sekanslar) ve

heterokromatik bdlgeden olusur. Pseudootozomal bdlgeler toplam 156



transkripsiyon Uniti ve 78 proteini kodlayan bir boélgedir. Gunimize kadar bu

bdlgelerle ilgili 27 ayri protein tanimlanmigtir (17,18).

2.2.1.3. insan Y Kromozomu Uzerindeki Genler ve Erkek infertilitesi

Y kromozomu uzerindeki toplam 107 gen sembolu, sitogenetik harita
pozisyonu, ilave isimleri ve pek ¢ok karakterize ozellikleri ile 2002 yili aralik
ayinda listelenmigtir. Ama devam eden calismalar bu veri bankasina yeni
bilgiler ilave etmeye devam etmektedir. Y kromozomu Uzerinde erkek spesifik
bdlge olarak tarif edilen MSY bdlgesi, Y kromozomunun non- rekombine
bolgesinin  (NRY) %95’ini olusturur. En az 156 transkripsiyon Unitesini
barindirmaktadir. Bu Unitelerin yarisinin 78 adet protein kodladigi dusunalur.
MSY bdlgesinde 27 ayri protein ya da protein ailesi belirlenmistir. Bunlarin 12
adedi her zaman bulunur ve 11 tanesi sadece testiste salinmaktadir (19). insan
Y kromozomu uUzerindeki testis spesifik genlerin ¢ogunlugu ilging bir sekilde
birden (TGIF2LY=TGFB linked Y), ikiye (VCK, XKRY, HSFY, PRY), uge
(BPY2), dorde (CDY= chromodomain region on Y chromosome, DAZ= deleted
on Y chromosome), altiya (RBMY= RNA binding motif protein on Y
chromosome) hatta otuzbese (TSPY= testis spesifik protein, Y- linked) kadar
degisen pek ¢ok kopyaya sahiptir. Bu genler AZF faktorleri kusatan proksimal
ve distal palindromik komplekslere yerlesmistir ve spermatogenetik yetmezlige
neden olan silinme gosterirler (19). Toplam 23 testis spesifik transkripti (TTTYI—
23) tanimlanmigtir. Bunlardan 3, 4, 5, 6, 9, 10, 13, 14 nolu palindromik
komplekslerin silinmesi spermatogenetik yetmezlikli hastalarda tanimlanmigtir.
Ancak yeni calismalar, TTTY4Un testis ve prostattan, TTTY710' nun testis,
prostat ve fetal beyinden salgilandigini, TTTY1, 2, 6, 7, 8, 18, 19, 21, 22 nolu
transkriptlerinin ise noncoding oldugunu bildirmektedir (19,14). Goruldugu gibi
testis spesifik oldugu duasunulen transkriptlerin  bazilari  fertilitenin
regulasyonundan baska, daha genis biyolojik aktivite gostererek diger somatik
dokularda da kopya edilirken digerlerinin gorinen biyolojik bir aktivitesi yoktur.
Bu genlerden o0Ozellikle erkek infertilitesi ile iligkili olanlari burada sirayla

arastiriimistir.
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2.2.1.4. Testis Belirleyici Faktor (SRY) Bolgesi ve Geni

Testis gelisimini belirleyen faktor ya da faktorlerin arastiriimasi sirasinda
birgok gen incelenmistir. Bunlar arasinda H-Y antijeni ve ZFY geni de vardir.
Ancak bugun icgin bu faktorlerin testis belirlenmesinde rolleri olmadidi kabul
edilmigtir. Bipotansiyel gonadin testis yonune farklilagsmasi i¢in gerekli gen, “Y
kromozomunun cinsiyeti belirleyen bolgesindeki SRY genidir (10,20) (Resim 1).

Bu gen farkhilasma igin gerekli olmakla beraber yeterli degildir.

Yp 11.3 bandinda tanimlanan ve intronsuz olan SRY’nin tek ekzonunun
olusturdugu 1.1 kb boyutundaki transkriplerin Urettigi proteinler, 204 aminoasit
uzunlugundadir. HMG-BOX (High mobility group) homolog dizi icerir. HMG-
BOX ileri dizeyde korunan 79 aminoasitlik DNA baglayici bir motiftir. DNA’nin
kivrilmasina yardimci olarak, hedef genin aktivasyonu veya baskilanmasini ve

gendeki transkripsiyonun hizlanmasi veya yavaslamasini saglar.

46, XY kadinlarda yapilan galismalarda X kromozomunun kisa kolu
uzerinde (xp21.2 — p22.11) SRVX ( X — linked sex reversed locus: cinsiyet
donustartcu gen) adl bir gen haritalanmigtir. Ogata ve Matsuo SRY geni ile
SRVX ve testis olusturan otozomal genlerin iligkisi hakkinda bir hipotez 6ne
surmuslerdir. Buna gore SRY, SRVX’i baskilamak Uzere islev gormekte, SRVX
ise otozomal genlerin baskilanmasinda rol oynamaktadir. 46 XY disilere seks
reserved digsiler denir ve bu digilerde yetersiz SRY veya SRY yoklugu
bulunmaktadir (21). XY seks reserved digilerde SRVX duplikasyonundan
bahsedilmektedir (22).

Normal 46, XY erkekler ve bir kisim 47, XXY Klinefelter erkeklerde SRY
geni, SRVX'in aktif tek kopyasini baskilayabilir. Boylece serbest kalan otozomal
lokus testis formasyonunu gergeklestirebilir. 46, XX digilerde SRVX aktiftir ve
otozomal genleri baskilayarak, bipotansiyel gonadin over yonunde
farkhlasmasini saglar. Eger SRVX iki kopya halinde ise ve aktif durumdaysa
SRY geni SRVX’in fonksiyonlarini yeterince azaltmayacak ve testis olusumu
engellenecektir. Bu model gonadal farklilasmada X ve Y kromozomlari ile

otozomal genlerin birlikte ¢galistigini agiklamaktadir.
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2.2.1.5. Azospermi Faktor (AZF) Bolgesi ve Genleri

DNA hibridizasyon yontemi ile Y kromozomunun bir delesyon haritasi
cikarilmistir. Bu haritada pseudootozamal bdlgeler hari¢ olmak Uzere birden
dorde kadar olan bolgeler kisa kol ve sentromeri, besden yediye kadar olan
bolgeler ise uzun kolu kapsayacak sekilde 7 ayri bolge tarif edilmigtir (Sekil 2).

Sekil 2’de bu bolgeler ve AZF gen lokusu gosterilmektedir.

ik kez 1976°da Tiepolo ve Zufuardi, 1170 infertil erkek lizerinde yaptiklari
c¢alismada Y kromozomunun Uzerinde spermatogenezden sorumlu bir bolgenin
varligina isaret etmisler ve karyotip analizleri sonucunda 6 hastada Y
kromozomunun uzun kolunun delesyona ugradigini gézlemis ve bu bdlgeyi de
Azospermi Faktéri (AZF) olarak adlandirmislardir (20). infertil erkekler tizerinde
daha sonra yapilan sitogenetik caligmalarda insitu hibridizasyon bantlama
yontemleri ile sik delesyona ugrayan bdlgenin Y kromozomunun uzun kolu
oldugu gézlenmis ve bu boélge AZF olarak adlandirimistir. infertil erkekler
Uzerinde daha sonra yapilan sitogenetik calismalarda insitu hibridizasyon
bantlama yontemleri ile sik delesyona ugrayan bolgenin Y kromozomunun uzun
kolunun distal bolgesi (Yq11) oldugu gosterilmistir (20). infertil erkekler arasinda
Y kromozomu mikrodelesyonlarinin prevalansi ortalama %7’dir. Son
calismalarda Y-mikrodelesyonuna sahip erkeklerin spermini kullanarak ICSI ile

hamileliklerin basarildigi bildiriimektedir (23).

infertil erkeklerde yapilan Y kromozomu molekiler analizlerinde, 1’den
5’e kadar olan bdlgede herhangi bir delesyon bulunamamis ve rastlanilan tim
delesyonlarin 6. bolgede oldugu saptanmistir. 1992'de Vogt, 19 infertil erkegin
ikisinde, 6. bolgede delesyon saptamis ve bu delesyonlardan birinin Yq
11.22’nin distalinde, digerinin ise Yq11.23'Un distalinde olduklarini gostermis ve
sonug olarak bu bolgede azospermiden sorumlu en az iki genin olmasi gerektigi

kanisina variimistir (24).

Bugln Y kromozomu uzun kolu Uzerinde spermatogenezin farkl
asamalarinda etkili olan AZF a, AZF b ve AZF c olmak Uzere en az 3 bdlgenin

varlig bilinmektedir. infertilite sebebi agiklanamayan erkeklerde, bu bélgelerin
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delesyona ugramis oldugu goérulmastir (25). AZFa bdlgesi ayni zamanda Jolar

Boélgesi olarak da adlandirilir (Sekil 2).

Testise spesifik ekspresyon gosteren her U¢ gen bolgesinin hem
testikuler histoloji ile ilgili oldugu hem de spermatogenezin evrelerine etki ettigi
gosterilmistir. AZFa boélgesinde X kromozomu Uzerinde homologlari bulunan ve
vlcutta yaygin olarak ekspresse edilen DFFRY, DBY, UTY, TBY genleri
bulunurken, AZFc bdlgesinde DAZ, CDY, SPGY, BPYz ve PRY genleri

haritalanmistir.

AZFb’de ise RNA binding motif kodlayan gen olarak adlandirilan RBM
gen ailesi bulunur ki bu bolgeye ayrica YRRM (Y spesifik RNA recognition
motif) de denilmektedir. AZFb’'de bulunan RBM genleri ve AZFc'de bulunan
DAZ genleri testise spesifik ekspresyon gostermekte ve her ikisi de RNA —
binding motif iceren birer proteini kodlamaktadir. Bu genlerin yapi ve
fonksiyonlari tam anlamiyla bilinmemekle beraber her ikisinin de
spermatogenez esnasinda spermin maturasyonundan sorumlu olduklari

saniimaktadir.

Kent ve Firstin 1996’da yaptiklari ¢alismada AZFb ve AZFc arasi
delesyonlara daha sik rastlandigini, AZFb’nin delesyonlarinin matirasyon
arrestine ve AZFa, AZFb ve AZFc’nin delesyonlarininda Sertoli Cell Only

sendromuna neden oldugu bildiriimektedir (26).

AZFa delesyonlari, sertoli cell only sendromu ile, AZFb delesyonlari,
pakiten spermatosit evresindeki spermatogenez arresti ile, AZFc delesyonlari

ise spermatid evresindeki spermatogenez arresti ile birlikte gozlenmistir.

infertil erkeklerdeki Y kromozom delesyonlarinin, en yaygin olarak, 3.
bdlge yani AZFc’'de oldugu gosterilmistir. Reijo ve arkadaslari 89 erkek ile
calismis ve bunlarin %13’Gnin AZFc bdlgesinin tim uzunlugu boyunca Y
kromozomunun  mikrodelesyonlarina  sahip  olduklarini  belirlemislerdir.
Arastiricilar ayni zamanda siddetli oligospermik erkeklerin %6’sinin da AZFc'nin

delesyonuna sahip oldugunu bildirmislerdir (14).
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AZFc bolgesinde delesyon var ise hastalarin siddetli oligospermiye ya da
testikuler dokuda hi¢ spermin saptanamadigi azospermiye sahip olma ihtimalleri

yuksektir.

2.2.1.6. DAZ (Deleted in Azoospermia) Gen Gruplari

Bu gen gruplari Y kromozomunun 6. bolgesindeki AZFc’nin distalinde yer
alirlar ve ardigik tekrarlanan 24 aminoasitlik 7-11 kopyadan olusan bir proteini
kodlarlar (Sekil 2). DAZ geni 10 exon igerir ve spermatozoada ifade edilir. DAZ
geni en erken germ hucrelerinin spermatogonial ¢izgi boyunca farklilasmasina
yardim eder ya da onlarin farklilanip farklilanmayacagini ya da yenilenip

yenilenmeyeceklerini belirler.

DAZ genlerinin 6zellikle spermatogonia ve spermatositlerde transkribe
oldugu gosterilmistir. DAZ geninin  tum kopyalari AZFc bolgesinde
bulundugundan, bu bdlgenin delesyonu tum kopyalarinin kaybina neden
olabilmektedir. Y kromozomu Uzerinde daginik olarak bulunan ve ¢ok sayida
fonksiyonel kopyasi olan genlerin bir veya bir kaginin delesyonu fenotipte ortaya
¢cikmayabilir. DAZ geninin tum kopyalarinin kaybi, agir klinik belirtilerle ortaya
cikabilir. Farenin Y kromozomu Uzerindeki AZF bolgesinde DAZ veya DAZ
benzeri bir gene rastlanmamigtir. 17. kromozomun uzun kolu Uzerinde DAZ’a
benzer DAZL genine rastlanmistir. Fakat bu DAZL geni DAZ’in aksine bir tek
DAZ kopyasindan olusmaktadir. insanda DAZL’a benzer bir gen dizisi 3.
otozomal kromozomun kisa kolunun 3p24 bdlgesinde bulunmus ve DAZLA
(DAZ like Autozomal) olarak adlandirilmigtir. Yapi olarak tek DAZ kopyasindan
olusur. DAZL ve DAZLA, RNA binding motif iceren bir proteini kodlamaktadir.
DAZLA'nin otozomal resesif erkek infertilitesinin bazi ailesel olgularindan

sorumlu oldugu dusunulmektedir.

DAZ geninin testise spesifik ekspresyon gosterdigi, insanda DAZ
proteininin  sperm  kuyrugunda toplandigi ve immatlir germ hicre

populasyonunda da bdyle bir proteinin bulundugu gdsterilmistir (5).
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2.2.1.7. RBM (RNA Baglayici Motif) Gen Ailesi

Y kromozomunun uzun ve kisa kolu Uzerinde yayilmis olarak bulunan 20-
40 kopyadan olugsmus bir gen ailesi olan RBM, 32 aminoasitlik bir proteini
kodlar. RBM 1 ve RBM 2 olmak Uzere 2 gen ailesinden olusur. RBM 1 gen ailesi
Yq 11.23'te kumelenir ve 15 kopyadan olusur. AZFb bdlgesinde RBM gen
ailesinin en azindan bir fonksiyonel kopyasinin bulundugu gosterilmigtir. AZFb
delesyonlu erkeklerde RBM 1 gen kaybinin kesin olarak infertiliteye neden olup

olmadigi henuz bilinmemektedir.

Japon infertil erkekler Gzerinde yapilan molekuler analizler sonrasinda
RBM?2 geninin polimorfik oldugu gosterilmis ve bu genin infertil erkeklerin
babalarinda da delesyona ugramis oldugu saptanmistir. Bu durum oguldaki

infertilitenin RBM2 gen delesyonuna bagl olmadigini gostermistir (27).

Ozetlenecek olursa Y kromozomunun diger bolgeleri korunmus olmakla
birlikte DAZ bodlgesinin korunmadigi ve bu bdlgede delesyonlara sikg¢a
rastlandi§i dikkat ¢ekmektedir. RBM 2 geninin infertil erkeklerde delesyona
ugradigi gosterilmekle birlikte babalarinda da ayni delesyona rastlanmasi
bunun infertiliteye yol acan bir mutasyondan ¢ok fenotipe yansimayan bir

polimorfizm oldugunu dusundurmektedir (28).

Bazi infertil erkeklerde RBM 1 geni delesyonu gosterilmis olsa da DAZ
bolgesinin bu tur hastalarda daha buyuk siklikla delesyona ugradiginin
gosteriimesi ve ayni zamanda saglkh fertil erkeklerde de RBM 1 geni
delesyonuna rastlanmig olmasi, AZF’ye en guglli aday genin AZFc bdlgesindeki

DAZ geni oldugunu ortaya koymaktadir.

2.2.1.8. Y Kromozomu ile ilgili Anomaliler

Y kromozomu; XY gonadal disgenezi, XYY erkekler, reklrren spontan
abortuslar (RSA), Turner sendromu gibi seks kromozom anomalilerinde rol
oynamaktadir. Buna ragmen bu anomalilerde Y kromozom baglantili genlerdeki

degisiklikler ve dizenleyici diziler hala agiklanamamisgtir.
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2.2.1.8.1. XY Gonadal Disgenezi (Swyer Sendromu)

Fenotipik olarak kadin gorintusune sahiptirler. XY gonadal disgenezili
kadinlar dogumda normaldirler. Puberte ile gelismemis cizgi (strik) seklinde
kalinti gonadlar belirir. Menstruasyon olmazlar. Sekonder seks karakterleri
yoktur. Hastalar fenotipik olarak normal yapidadir. XY gonadal disgenezili
kadinlar normal kadinlardan daha uzundur. Bu durum kalinti halinde bulunan
gonadlardan androjen salinimi ile agiklanabilir. Turner sendromunun somatik

bulgularina sahip degillerdir. Bazi vakalarda kliteromegali vardir.
Swyer sendromunun U¢ formu gozlenmektedir.

1- STAS Formu: H-Y negatif kisilerde saptanan sporadik testikuler

agenezi formudur.

2- FTAS Formu: Familyar testikiler agenezi sendromudur. X’e bagl

resesif pedigri gosterirler.

3- FTDS Formu: Ailesel testikuler disgenezi sendromudur. Hastalar H-Y
pozitif olmalarina ragmen kadin fenotipi gosterirler. Ayrica testis benzeri timoral
yapilar icerebilen strik gonadlara sahiptirler. Mutasyon STASta Y
kromozomunda, FTAS’ta ise X kromozomunda olmasina ragmen her ikisinde
de fenotip aynidir. Yapilan bir galismada iki vakada Y kromozomunun p kolunda
klguk delesyonlar bildiriimis ve vakalarin 46 XY kadin karyotipine sahiptirler. Bu
iki vakada lenf 6dem, primer amonera ile birlikte strik gonadlari iceren Turner
sendromunun bazi belirtilerinin de mevcut oldugu bildiriimektedir (29).
Hastalarin boylari normal uzunluktayken vakalardan birinde bilateral
gonadoblatoma tanisi da koyulmustur. DNA analizi ile her iki hastada da
delesyonun farkh oldugu, fakat testis belirleyici faktér (TDF) genini kapsayan
yaygin bir overlapping bélgeyi icerdigi gosterilmistir (29,30).

2.2.1.8.2. XYY Erkekler

Ekstra bir Y kromozomuna sahip XYY sendromu uzun boy, dusuk zeka
seviyesi, ge¢ konusma, bazi 6grenme problemlerinin goéruldugu bir anomalidir.
Hastalik her 1000 canl dogumda bir goérulur. Nadiren sendrom babadan ogula

gecer. Fakat pek ¢ok vakada kalitim ozelligi gosterilememigtir. XYY sendromu
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genelde gizli kalir ve ciddi bir rahatsizlik gostermez. Ancak kromozom analizi ile
teshis edilebilir. Tum hucreler XYY vyapisina sahip olmayabilir. Bu duruma
mozaizim denir ve degisik derecelerde gdzlenir. insan Y kromozomunun, erkek
fetisun miyadinda gebeliklerinin devam ettiriimesinde rol oynayip oynamadigi
henlz tam olarak belirlenememistir. Tekrar eden abortus gbzlenen ciftlerden
alinan DNA orneklerinin analizi, bu yonde bilgi saglayabilir. Ayrica abortus olan
fetlsun analizi eger var ise Y baglantih bazi kritik somatik kromozom yerlerini

ve dizi modullerini anlamamiza yardim edecektir (30).
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Sekil 3. Swyer Sendromunun Olus Mekanizmasi
2.2.1.8.3. Rekiirren Spontan Abortus (RSA)

RSA’ dan sorumlu spesifik bir gen gosterilememesine ragmen Yq
pozitifligi ile artmis abortus riski arasinda bir iligki mevcuttur. 11148 ardisik yeni

dogan c¢ocukla yapilan bir arastirmada Yq pozitif kromozomuna sahip 58 erkek
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cocuk gérulmustur. Bu 58 erkek ¢ocugun annelerinin %22 gibi abortus oranina
sahip oldugu goézlenmistir. Yq pozitifligi olmayan normal karyotipli 4895 ¢ocuk
ile bu gocuklarin anneleri arasindaki iliskiye bakildiginda bu oran %13 olarak
bulunmustur ve bu oran istatistiki olarak anlamli degerlendirilmigtir (p > 0.001).
Arastirma sonuglart  uzun bir Y kromozomunun zigotun canliigini
etkileyebildigini fakat bu mutasyonu tasiyan ebeveynin fertilizasyonunu
etkilemedigini gostermistir. Yani Ygh bolgesinin  miyadinda gebeligin
saglanmasinda olduk¢a onemli bir rolt oldugu gorilmektedir. Arastirmaya goére
Ygh materyali ayni zamanda fetlise de zarar vermektedir. Ygh materyalinin
nasil olup da babanin fertilizasyonuna zarar vermedigi ise oldukca ilgingtir. Yq
bdlgesinin  bazi acgiklanamamig, bilinmeyen mekanizmalar ile babanin
dogumundan sonra Yq pozitif olabileceg@i ihtimali oldukga gugludur. Bu durum
daha sonra fetlsin abortusuna neden olan bir genetik bozukluk halini
almaktadir (30,31).

2.2.1.8.4. Ygh bélgesi

Ygh materyalinin major kismini DYZI satellit fraksiyonu olusturur. Tekrar
eden abortus vakalarinda bu bdlgenin kaybedilmesi ya da sayisinin artmasi
onemli olabilir. DYZI satellit fraksiyonu insan Y kromozomunun Ygh bolgesinde
3.4 kb’ lik tek bir dizinin 800 - 4000 kopyasini icermektedir. Tekrar eden abortus
vakalarinda DYZI| bdlgesinin analizi Ygh bdlgesinin fetise zarar verip
vermedigini aciklayacagi gibi ayni zamanda normal bir insanda DYZI
kopyalarinin optimal sayisinin da belirlenmesini saglayacaktir. Heterokromatik
dizilerin kaybi ile tekrar eden abortus gobzlenen hastalardan alinan DNA
orneklerinin analizi miyadinda erkek gebeligin saglanmasinda Ygh bolgesinin

rolunu anlamamizi saglayacaktir.

2.2.1.8.5. Turner Sendromu (TS)

45,X0 karyotipine sahip turner sendromu, 2500 kiz canli dogumunda bir
oraninda gorultr. X kromozomunun bilinen tek monozomik vakasidir. Saf XO
dollenmelerinin %90’ Indan fazlasi prenatal gelisim esnasinda ya da postnatal

donemin ilk aylarinda elimine olmaktadir. Hem X hem de Y kromozomlarinin
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kromozomal mozaizmi goralur. Yeni bir galismada turner sendromlu bir hastada
DYZI bdlgesinde nadir silinme ve anneden kalitimig oldugu dusundlen, Y
kromozomundan tlreyen anormal bir markir kromozom belirlenmigtir. Hastadaki
DYZI' deki silinmelerin post zigotik bir sporadik mutasyondan kaynaklandigi

dusunulmektedir.

2.2.1.8.6. Aday Turner Sendromu Genleri

Turner sendromu fenotipini aciklamak icin, kromozom imbalansi,

genomik imprinting, haplo-yetmezlik gibi pek ¢cok mekanizma 6ne suralmustur.

Her bir hucrede iki X kromozomu bulunan normal kadinda bir X
kromozomu uzerindeki genler, inaktivedir. Boylece kadinlar erkekte oldugu gibi
X’ e bagli genlerin ayni miktarina sahip olmaktadirlar. Bu kuralin diginda kalan
istisnalar ise Y kromozomu uUzerinde karsihdi bulunan X baglantili idareci
genlerdir. idareci genler her iki X kromozomu lzerinde de agik kalarak erkek
hdcrelerinin  miktarina esit olurlar. Bundan da anlasilacagr gibi turner
sendromundaki anormallikler haplo yetmezlige bagl olarak ortaya c¢ikabilir.
Cunku tek X kromozomunun Uranu pek ¢ok fonksiyon igin ihtiya¢ duyulan
miktarin sadece vyarisini olugturmaktadir. Bu hipoteze goére turner sendrom
lokusunun orijinal olarak X ve Y kromozomlarinin kisa kolu uzerindeki
pseudootozomal bdlge disinda bulunabilecegi 06ne surllmektedir (32).
Mutasyon analizleri Xp-Xp pseudootozomal boélgedeki SHOX/PHOX genlerinin
TS icin buyume genine aday olabilecegini gostermektedir. Ayrica ilave X e
bagli lokus ya da anoploidinin de TS gelisimine katkida bulundugu iddia
edilmektedir. X’ e badli bu ilave lokusun insanda ZFX (X kromozomu tGzerindeki
cinko parmak motif geni) geni olma olasiigi oldukga gugclidir. TS’da kisa
boyluluktan baska higbir fenotip X ya da Y kromozomunun spesifik delesyonlari
ile ilgili degildir. TS lenf 6dem geninin de Yq ya da Yp’ nin distal bolgesinde

olabilecegi yonunde bulgular mevcuttur (33).
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2.2.2. Konjenital Vaz Deferens Agenezi (Yoklugu) Olan Kistik
Fibrozis Gen Mutasyonlari

2.2.2.1. Ekstra Testikuler Duktal ve Ejakilator Sistem Anomalileri

2.2.2.1.1. Kistik Fibrozis

Kistik fibrozis (CF) kuzey avrupada 1/1600 siklikla gorulen otozomal
resesif gegisli bir hastaliktir. Tagiyici sikligr 1/25°dir. 250 kilobaz uzunlugunda
ve 27 ekzon igceren CF geni 7q31’de lokalizedir. Bu gen, epitelle ortula
limenlerde klor iyon transmembran transportunun regulasyonuna yardim eden,
kistik fibrozis transmembran tasima regulatort (CFTR) ismi verilen bir proteini
kodlar. CFTR proteininin fonksiyonunun bozulmasi bilateral vaz deferens ile
sonuglanabilir. Azoospermik olgularin %1.4’Gn0 olusturan konjenital vaz
deferensli hastalarin %85’'inde CF gen mutasyonu tanimlanmigstir (34). Normal
ve fonksiyonel CFTR miktari belirli degerlerin altina dustigu zaman respiratuvar
sistem ve pankreatik kanalda sekresyonlar kalinlasir ve yapigkanlasir. CFTR’nin
vazal gelisme ya da vazal bitinligin devam ettiriimesinde de bir roll vardir,
cunkl hemen hemen Kkistik fibrozisli tim erkekler bilateral vaz deferens agenezi
gosterirler. Kistik fibrozisli hastalarin klinigi fonksiyonel CFTR protein miktarina
bagldir. Fonksiyonel CFTR miktarindaki azalma arttikga hastalarin fenotipik
olarak daha fazla etkilendikleri gorulir. Bu nedenle, modifiye polimorfizimler
kadar her bir allel Gzerinde olusan mutasyonlarin kombinasyonlari da hastaligin
kKlinik seyrini belirler. Simdiye kadar, 1000’in Uzerinde farkli mutasyon Kistik
fibrozisli ya da Konjenital bilateral vas deferens yoklugu (CBAVD) olan
hastalarda belirlenmigtir. AF508 en siklikla belirlenen mutasyondur ve en az
CF’li hastalarin %50’sinde bulunur. CF’li pek ¢ok hasta AF508 mutasyonu igin
homozigottur (35).

CBAVD obstruktif azospermili hastalarin yaklasik %6’sinda bulunur.
CBAVD olan erkeklerde mutasyon ve polimorfizmlerin kombinasyonlari kistik
fibrozisli erkeklerde gorulenden daha az siddetli oldugu igin, CBAVD’li olan
erkekler Kistik fibrozisli hastalar gibi pulmoner yada pankreatik disfonksiyona

sahip degillerdir. CBAVD’li hastalarin sahip oldugu fonksiyonel CFTR proteini
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miktari respiratuvar ve pankreatik belirtileri dnlemek icin yeterli duzeydedir.
Kistik fibrozisli ve CBAVD’li hastalarin fizik muayenesinde vaz deferensin
bilateral yoklugu ve epididimal kalintinin degisen uzunluklari goérulur. Semen
analizi seminal vezikulin yoklugu yada hipoplazisine gore asidik sivi ve dusuk
volim (<1ml) gosterir. Testikliler hacim normaldir ve spermatogenezis igin
uygundur. Klinik kistik fibrozisli ya da CFTR proteininin fonksiyonel olarak
yetersizliginin neden oldugu CBAVD’li hastalarda, renal anotomi normaldir.
Uygun vazal gelismeyi inhibe eden fonksiyonel CFTR protein miktarindaki
azalma vyedinci haftadan sonra Ureme sisteminin duktal morfogenezini

engellerken Ureteral /renal bliylumeyi etkilemez (6).

CBAVD'li hastalarin %90’'ni iki CFTR allelinin en azindan birinde bir
anormallige sahiptir. Hastalarin yaklasik olarak %75’i ya 2 mutasyona ya da bir
mutasyon ve 5T polimorfizminin bir kombinasyonuna sahiptir. Arastirmalar
polimorfizm etkisinin bu genin Urininidn tamamen salgilanmasini inhibe ettigini
gOstermistir. AF508 mutasyonu bir allel Uzerinde bulundugu zaman, Normal
CFTR’nin total miktart anlamh olarak azalir. M470 varyanti gibi diger
polimorfizimler, ya direkt olarak genin salinimini etkiler ya da ayni allel Gzerinde
diger mutasyon ve polimorfizimlerin yan etkilerini modifiye eder (36). CBAVD,
kistik fibrozisden daha hafif fenotipik 6zelliklere sahip olmasina ragmen her iki

rahatsizlik da CFTR proteininde ki bir anormallikten kaynaklanir.

Ebeveynlerin bebege kistik fibrozisi ya da CBAVD'’yi gecirme riskini

belirlemek icin mutasyon analizi her iki ebeveyne birden yapiimahdir.

2.2.2.1.2. Persistan Miillerian Kanal Sendromu ve Young Sendromu

Young Sendromu ve Persistan Mdullerian Kanal Sendromu, obstruktif
azospermiye neden olur. Young sendromlu hastalar kronik sinuzit, bronsiektazi
ve epididimal obstriksiyona ve sekonder azospermiye sahiptir. Epididimal
obstruksiyon mikrocerrahi rekonstruksiyonla duzeltilir. Gergek hastalik sebebi
belirlenememesine ragmen bazi galismalarda anormal bir aksonomel yapinin
anormal sperm motilitesine yol agabilecegi bildiriimektedir. Hastaligin diger olasi

sebepleri arasinda anormal silier fonksiyon ya da mukus niteligi sayilabilir (37).
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Persistan mdallerian kanal sendromu, antimullerian hormonun (AMH) ya
da AMH reseptorinin kantitatif, kalitatif yada gecici yetmezligi nedeniyle
olusmakta ve erkek psddohermafrodizminin nadir bir formunu olusturmaktadir.
PMDS’li erkekler siklikla bir inguinal herni iginde bulunan bir uterus, Ust vajina
ve fallop tuplerine (mdillerian kanal yapilari) sahiptir. Bu erkekler siklikla

kriptorsittir ve kismi ya da tamamen duktal obstruksiyona sahiptir.

2.2.3. Testis Fonksiyonlarini Bozan Kromozom Anomalileri

Normal insan somatik hicreleri 22 otozom cifti ve 1 seks kromozom cifti
iceren 46 kromozomlu diploid hucrelerdir. Erkekler X ve Y olmak Uzere 2 farkl
seks kromozomuna sahiptir. Buna kargin kadinlar 2 X kromozomuna sahiptir.
Gametler yani sperm ve yumurta haploiddir ve her biri 22 otozom ve bir tek seks
kromozomunun tek bir kopyasina sahiptir. Fertilizasyon sirasinda her iki
ebeveynin kromozomlarinin birlesmesi ile normal 46 kromozomlu yapiyi

olusturur.

Normal populasyonda var olan %1’lik kromozom anormallik orani infertil
erkekteki %5.8’lik kromozomal anormallik orani ile kiyaslandiginda oldukga
anlamh oldugu gorulir (38). Ustelik erkek infertilitesinde seks kromozom
anomalileri otozomal kromozom anomalilerinden daha sik gorulmektedir (%4.2
vs %1.5) (Tablo 1) (39).

Tablo 1. Azospermik ve Siddetli Oligospermik infertil Erkeklerdeki Kromozomal

94465 erkek
9766 infertil erkek 5

yenidogan
Kromozomal anomali %5,8 %0,38
Seks kromozomal %4,2 %0,14
Otozomal kromozomal %1,5 %0,25

Kromozom anomalileri yapisal ya da sayisal olarak siniflandirilabilir.
Yapisal kromozomal anomalileri delesyon, inversiyon, bir kromozomun bir
kisminin dublikasyonu ya da bir kromozomun diger kromozoma bir pargasinin

translokasyonunu ve ring kromozom yapisini igerir. Sayisal kromozomal
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anomaliler poliploid (tim kromozomlarin multipl kopyalarini igeren hicreler) ya
da anodploid (bir ya da daha fazla kromozomun bir ilavesini ya da delesyonunu
iceren hucreler) olarak siniflandirilir. Bazi kanser tipleri hari¢ poliploid hucreler
genellikle yagayamaz. infertiliteye neden olan kromozom anomalilerinden énce
kisaca translokasyon, duplikasyon, delesyon, poliploidi ve andploidi

tanimlamalarini yapmak yararli olacaktir.

2.2.3.1. Kromozom Yapisi Mutasyonlari

2.2.3.1.1. Delesyon

Kromozomunun kuglUk bir pargasinin kirilma sonucu kopmasi demektir.
Kopma iki tarli olabilir ya bir darbe sonucu kromozomun terminal parcasi
koparak kromozomdan ayrilir (terminal delesyon) yada iki darbe sonucu kopan
parca aradan ciktiktan sonra kromozomun iki pargasi yeniden kaynasir
(insersiyonel delesyon). Terminal delesyon pek mumkin gorilmemektedir.
Cunku kopan ug yapiskan ug halini alir ve delesyondan sonra bir translokasyon

gerceklesir.
2.2.3.1.2. inversiyon (Ters Dénme)

Bir kromozoma iki darbenin gelmesi ve bunun sonucunda kopan
parcanin delesyona ugramadan kendi ekseni etrafinda 180 derece donerek yine
eski yerine yapismasi olayidir. iki tirli inversiyon olmaktadir. Perisentrik ve
parasentrik inversiyon. Sentromerin disinda olan ters dénmelere parasentrik
inversiyon denir ve kirllma uzun yada kisa kollardan birinde olur. Kromozomun
gérinimu degismemekle beraber gen sirasi degismektedir. Perisentrik
inversiyonda ise iki darbe kromozomun kisa ve uzun kollarina gelir. Kirilan
aradaki parca sentromeri de igerir ve bu parca kendi ekseni etrafinda 180
derece ters donerek yapistiginda hem gen sirasi hem de kromozomun yapisi

degisir.
2.2.3.1.3. Duplikasyon

Homolog iki kromozomdan birinde c¢ift darbe sonucu kopan parga

digerinde tek darbe sonucu kopan araliga girer ve kaynasirsa duplikasyon
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gerceklesir. Duplikasyon daha ¢ok mayoz bolunme sirasinda egit olmayan
krossing-over sonucu olugur. Duplikasyon kendini iki sekilde gosterir. Tandem
duplikasyonda genler ardi ardina dizilirken ters tandem duplikasyonda artan

parca kendi ekseni etrafinda ters donerek yeni yerine eklenmistir.

2.2.3.1.4. Translokasyon

Heterolog iki kromozomdan birinden kopan bir pargcanin digerinin kirilan

parcasinin lizerine yapismasidir. iki grup icerisinde incelenebilirler.

1- Resiprokal (karsilikli) Translokasyon: Homolog yada homolog olmayan

iki kromozom arasinda kopan pargalarin kargilikli yer degistirmesi olayidir.

2-Sentrik kaynasma tipi translokasyon: Akrosentrik kromozomlar
arasinda kromozomlarin birinde sentromere yakin kisa kolda digerinde ise
sentromere yakin fakat uzun kolda birer kirilma olur. Sonra iki kromozomun
uzun ve kisa kollari birlegserek translokasyon kromozomlarini olustururlar. Bu tip

translokasyona Robertsonian Translokasyon da denmektedir.

2.2.3.1.5. Yuzik (Ring) Kromozom

Bir kromozomun iki ucunda olusan iki kirilma sonucunda, kirik uglarin
birbiri ile kaynasmasi sonucunda halka seklinde bir kromozom olugur. Bu

kromozoma yuzuk veya ring kromozom denir.

2.2.3.2. Kromozom Sayisi Mutasyonlari

2.2.3.2.1. Oploidi

Kromozomlardaki sayisal dizensizlikler olarak bilinirler. insan esey
hlcrelerinde haploid sayida bulunan 23 adet kromozomun haploid sayinin tam

katlari kadar ( n=23 ve 3n, 4n,5n.....) artmasi olayidir.

2.2.3.2.2. Anoploidi

Temel kromozom sayisinin tam katlari kadar olmayan artma yada

eksilmelere denir ve oploididen daha sik goralur (40).
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2.2.3.3. Kromozom Yapi Bozukluklari

Erkek infertilitesinin siddetli sekilde goéruldigu azospermi ve ciddi
oligospermili hastalarda otozomal ve seks kromozomlarinda veya her ikisinde
kromozomal yeniden dizenlenmeler gorulir. Ozellikle Robertsonian ve
resiprokal translokasyonlar rastgele secilmis erkek yenidoganlara gore infertil
erkeklerde 8.5 kat daha fazladir (41). Benzer sekilde, otozomal inversiyonlar da
genel populasyona gore infertil erkeklerde 8 kat daha fazladir. Tutulan
kromozomlara bakilmaksizin, Robertsonian translokasyonlari olan hastalarin
¢ogu anormal seminal parametreler gostermektedir. Resiprokal translokasyon
tasiyan erkekler normalden azospermige kadar dedisen semen Ozelliklerine

sahip olabilir.

Normal bir fenotipe karsin, 46,XX karyotipli bir erkek (XX erkek
sendromu) infertildir. Bu nadir durum yaklagik 20.000 canli dogumda bir gorular.
Daha dnce tanimlandigi gibi, bu sendrom icin en olasi agiklama, ¢ok az hastada
olmasa da, testisin Y kromozomu uzun kolunda bulunan seks belirleyici bolge
yani SRY’nin X kromozomuna translokasyonudur. Bu XX erkek hastalar testis
biyopsilerinde Sertoli cell-only patolojisiyle birlikte azospermiktir (42). Fenotipik
Ozellikleri arasinda jinekomasti, disi killanma modeli ve kuguk testisler bulunur.
XX erkeklerin yaklasik %10’'unda (SRY-negatif) ambigius genitalia veya
hipospadias bulunmaktadir (42)

2.2.3.4. Kromozom Sayi Bozukluklari

Genellikle, otozomal sayisal bozukluga sahip fetuslar yasamla
bagdasmaz. Sadece trizomi 13, trizomi 18 ve trizomi 21’li fetuslar doguma dek
varligini surdurdr ve trizomi 21’li hastalar nadirende trizomi 13 ile trizomi 18’ li
hastalar reproduktif doneme erisebilir. Otozomal sayisal bozukluga sahip
erkeklerde genellikle ciddi oligospermi veya azospermi vardir (43). Sayisal
kromozomal anormalliklerin Ornekleri arasinda Klinefelter sendromu, mikst

gonadal disgenezis ve XYY erkekleri sayabiliriz.

Klinefelter sendromu (XXY) en sik gértlen seks kromozom bozuklugudur

ve infertilite kilinigine basvuran infertil erkeklerde genel poptlasyona goére 30 kat
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daha siktir. Klinefelter sendromunun genetik 6zelligi fazladan bir X
kromozomunun bulunmasidir. Bu sendroma dogan her 600 erkekten birinde
rastlanir. Hastallk mayotik rediksiyon bolinme sirasinda seks kromozom
ayrilamamasindan kaynaklanir. Klinefelter sendromlu hastalar azospermik veya
ciddi oligospermiktir ve azospermi vakalarinin yaklasik %14’Gn0 olusturur (44).
Testis biyopsilerinde siklikla seminifer tibullerde skleroz gdzlenir. Ancak,
nadiren Sertoli hucreleri ve spermatozoa da bulunabilir. Seminifer tubullerdeki
siddetli hasar nedeni ile hastalarin %50’sinde gonadotropinlerin plazma
seviyeleri degisir. Plazma folikul stimule edici hormon (FSH) seviyesi genellikle
belirgin olarak ytkselirken, luteinize edici hormon (LH) seviyesi normal ya da
yukselmis olabilir. Hastalarin %50-60'Inda total plazma testesteron seviyesi
dusmastur. Klinefelter sendromlu erkeklerin fenotipi degiskendir, ancak kuguk,
siki testisler, artmig boy, kadin tipi killanma, alt ekstremitede artmis varikozitler,
zeka duzeyinde azalma, obezite, |16semi ve nonseminomatdz, ekstragonadal
germ hucre tumorlerinin insidansinda artis ve infertiliteyi icermektedir (45)
(resim 3). Ayrica, jinekomastili klinefelter sendromlu hastalarda meme kanseri
gelisme riski artmistir (45). Anne ya da babaya ait gametlerde mayoz sirasinda
kromozomlarin birbirinden ayrilmamalari Klinefelter sendromuna yol agarken,
bu ayriimanin olmayigi embriyonun gelismesi sirasinda mitozla ¢ogalan
hicrelerde meydana gelirse mozaik tablo ortaya ¢ikar. Klinefelter sendromlu
hastalarin %10°’u 46XY/47XXY mozaik karyotipine sahiptirler. Hucrelerin bir
kisminin 46XY ve kalan hucrelerin 47XXY oldugu mozaik grup hastalar
fenotipte daha az siddetli belirtilere sahiptir. Bu hastalar degisen duzeylerde
sperm Uretiler ve nadiren de olsa dogal konsepsiyonla hamilelik
saglanabilmektedir. Daha yaygin olarak Ureme teknolojilerinin uygulanmasiyla
Klinefelter sendromlu bazi hastalar dogal yolla hamileligi saglayabilir fakat bu
karyotipik anomali bu hastalarin gocuklarina degisik kromozom duzensizlikleri

olarak gecmektedir (46).

Daha az yaygin olarak, seks kromozom anormallikleri mikst gonadal
disgenezili ve XYY’li hastalarda ortaya cikar. Mikst gonadal disgenezili hastalar
fenotipik olarak erkek, kadin ya da ambigus genitaleli olabilir. Bu hastalar

siklikla 45X/46XY mozaik karyotipine sahiptir; yaklasik olarak 1/3’'G normal
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karyotipe sahiptir. Pek ¢ok hasta bir testise ve streak gonada sahiptir. Testis
kriptorgit ya da skrotumda lokalize olabilir. Testis skrotumda lokalize ise normal
leydig hucreleri ve sertoli hicre populasyonlari genelllikle vardir. Buna ragmen,
seminifer tubullerde germ hicresi yoktur. Bu hastalarin streak gonadlari

gonadoblastoma igin malign dejenerasyon riski tagirlar.

XYY erkeklerin semen bulgulari normalden azospermiye dogru degisen
bir profil gésterir. Pek gok XYY erkek artmis boy hari¢ fenotipik olarak normaldir.
XYY hastalar spermatogenezis yetmezlige sahiptir ve testis biyopsisinde

matirasyon arresti ya da sertoli-cell only sendromu gosterirler (47).

Sekil 4. A- Klinefelter sendromlu 47,XXY erkek eriskin fenotipi. Kol ve bacak uzunlugu,
kiguk genitelya, Jinekomasti. B- Germ hicresi icermeyen seminifer tibdllerin
goruldugu testis biopsisi. (Thompson&Thompson, Tibbi Genetik, 6. baski, 2005).
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2.2.3.5. Kromozomal Bozukluklar igin Test

Kromozomal anomaliler ve bazi yapisal defektler giemsa bantlama
sitogenetik analizi kullanilarak belirlenebilir. idiopatik infertil erkeklerin %7-13'G
anormal bir karyotipe sahiptir. Bu nedenle genelde 5 milyondan daha az sperm
dansiteli tum erkeklere, Ozellikle bir yardimci dreme teknigini kullanmak igin
bagvuranlara, yuksek rezolUsyonlu bantlama sitogenetik analizini onerilmelidir.
Normal karyotipli bir infertil erkek, germ hucrelerinde kromozomal andploidi de
bir artisa sahip olabilir (38). infertil hasta ejekiilatlarindan morfolojik olarak
normal spermin multikolor fluoresan in situ hibridizasyon analizi (FISH), seks
kromozom anomalilerinin artmis seviyelerini ortaya koymustur. Ayrica,
azospermik hastalarin testis biyopsilerinde yapilan FISH c¢alismalari, hastalarin
germ hucrelerindeki seks kromozom andploidilerinin insidansinda artis
oldugunu gostermistir (41). Bu galismalarin her ikisi de, rutin kan karyotipi veya
sperm morfolojisiyle dnceden bilinemese de, yardimci Ureme tekniklerinde
genetik olarak anormal spermleri kullanmanin riskini yansitmaktadir. Bundan
dolayi, ICSI'den sonraki hamileliklerde otozomal trizomi ve seks kromozom
anoploidilerinin daha yuksek gorulmesi sagsirtict degildir. Bu nedenle, hastada
sayisal veya yapisal bir kromozomal anomali saptandiginda, hastaya genetik
danisma verilerek preimplantasyon genetik tani dnerilmeli, prenatal genetik tani

icin amniyosentez veya koryonik villus orneklemesi tavsiye edilmelidir.

2.2.4. Sperm Fonsiyonlarini Direkt Olarak Etkileyen Genetik

Sendromlar

2.2.4.1. Primer Silier Diskinezi (PCD)

Siliali hicrelerin aksonemlerine ait bazi defektleri igeren birgcok sendrom
tanimlanmistir. Kartagener ve Usher bu sendromlarin en bilinen orneklerdir.
(48) Kartagener sendromu otozomal resesif bir hastalik olup kronik sinizit,
bronsektazi, retinitis pigmentoza ve sagirlik ile karakterizedir. Agir formlarinda

mukosilier transportun bozulmasi ile respiratuar yetmezlige neden olabilir.

Semen analizinde normospermiye ragmen motilite yetersiz ya da

tamamen yoktur. Fertilitenin gerceklesmedigi vakalarda ICSI uygulanabilir.

28



Otozomal resesif bir hastalik olmasina ragmen X’e bagli dominant kalitimda
bildirilmigtir. Normal silier fonksiyon icin gerekli genin FISH analizi ile 14q 23’de
lokalize oldugu bildirilmigtir (49).

Usher sendromu retinal fotoreseptorler ve odyovestibller organlardaki
silier defekte bagli olarak retinitis pigmentosa ve sagirlik ile birlikte gorular.

Sperm motilitesindeki bozukluk infertiliteye neden olmaktadir (48,49).

2.2.4.2. Noonan Sendromu

Turner sendromunun fenotipik 6zelliklerine benzer klinik 6zellikler
gosterir. Fasial dismorfizm, kisa boy, pulmoner ve kardiyak problem, bilateral
kriptorsidizm (% 77 erkekte) en yaygin belirtilerdir. Ozellikle erkek fertilitesi,
kriptorsidizm ve yukselmis plazma FSH duzeyi ile iligkilidir (48). Yiksek FSH ve
kriptorsidizmli erkekte ciddi spermatik disfonksiyon goérulir. Semen analizinde
azoospermi veya ciddi oligozoospermi saptanir. Otozomal dominant gegis
gosterir ve kromozom yapisi erkekte 46XY, kadinda 46XX'dir. Bu sendrom ile
iligkili farkli kromozomlara ait delesyonlar bildiriimekle beraber henltz aday bir

gen ortaya konulamamigtir.

2.2.4.3. Miyotonik Distrofi

Erigkin yaslarda ortaya c¢ikan muskuler distrofinin en sik nedeni 19.
kromozomun 3’ bolgesinde serin-treonin kinaz proteinini kodlayan gendeki CTG
trintkleotid tekrandir. CTG tekrarlarinin olmasi spermatogenezin azalmasi ile
korelasyon gosterir. Katarakt, muskuler atrofi, endokrinopati en belirgin
Ozellikleridir. Cogu hasta seminifer tibll hasarina bagh olarak infertildir. Yapilan
bir calismada 208 kigilik hasta grubunda; 70 miyotonik distrofili erkekten %

65'inin testikuler atrofi gdsterdigi bulunmustur (49).

2.2.4.4. Orak Hiicre Anemisi

Hemoglobinopatilerin en tipik ve en sik goruleni B-globin zincirini
kodlayan gendeki mutasyon sonucu gelisen orak hemoglobinidir. Onbir nolu
kromozomda lokalize olan genin,  zincirin 6. pozisyonunda bulunan glutamin

aminoasidinin yerine valin aminoasidi gelerek rahatsizlik olugur. Otozomal
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resesif gecis goOsteren hastalik testikuler disfonksiyon, hipotalamik-hipofizer
defektler veya ¢cok sayida kan fransflizyonuna bagh olarak gonadlarda demir

depozisyonu sonucu olugmaktadir (50).

2.2.4.5. Genetik Endokrinopatiler

Hormonlar, buayime faktorleri ve onlarin reseptorleri ve diger ilgili sinyal
transduksiyon proteinleri mutasyona ugrayabilir ve hipotalamik pittiter gonadal
aksi etkileyebilir. Bu rahatsizliklar nadirdir fakat siddetli erkek infertilite
bozuklugu yapabilir. Rahatsizliklar genellikle, seksuel gelisme ve fonksiyonun
endokrin ya da humoral regulasyonunda yer alan spesifik genler iginde

mutasyonlar, kiguk delesyonlar ya da polimorfik genislemelerden kaynaklanir.

2.2.4.51. Gonadotropinler (GnRH)’in Uretim veya Sekresyon
Bozukluklari

GnRH’In anormal salinimi ve sentezi ile GnRH’in salinimini takiben FSH
ve LH’da anotomik bir sebep olmaksizin duguk dizeyde salinim sonucunda
olusan bozukluklar idiopatik hipogonadotropik hipogonadizm (IHH) olarak ifade
edilir. Gonadotropinler normal dizeylerde salgilanmazsa, androjen Uretimi ve

spermatogenezis yetersiz olur.

2.2.4.5.2. Kallman Sendromu

Erkek infertilitesinde en sik rastlanilan X’e bagl bozukluktur ve IHH’nin
bir sebebi olarak bilinir. Kalman sendromu yaklagik 10000-60000 canl
dogumda bir gorular. X kromozomunun uzun kolunda lokalize olan Ka1
(Xp22.3) geninde olusan mutasyon hipotalamustan GnRH sekresyonunda
bozukluga sebep olur. Kallman sendromlu hastalar uzun boylu ve
azospermiktirler. Pubertal gelisim gecikmistir. Bu hastalarda testisin FSH ve LH
stimiUlasyonunun yoklugu sebebiyle, spermatogenezis ve testesteron uretimi
yoktur. Bu erkekler siki prepubertal boyutta testislere ve kiguk penise sahiptir.
Hastalar konjenital sagirliga, kraniyum ve ylz asimetrisine, yarik damak,
serebeller disfonksiyon, kriptorsidizm ve renal anomalilere sahip olabilir.

Kallman sendromlu pek ¢ok hastada fertilite icin yapilan hormon replasman
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tedavisinin (insan koryonik gonodotropin = hCG ve FSH) sonucu basarildir
(51).

Pek ¢ok gen mutasyonu farkli mekanizmalarla IHH’ye sebep olmaktadir.
Bir X kromozom geni olan Dax1, konjenital adrenal hipoplazi ve IHH’ye neden
olmaktadir. Dax1 bir ntUkleer hormon reseptor stper familyasini kodlar ve testis
epitelyal batanligunin ve spermatogenezisin  devamliliginda fonksiyona
sahiptir. Gonadotropin releasing hormon igin bir G protein reseptor ciftini
kodlayan Gonadotropin releasing hormon reseptorlerinin mutasyonlari, Greme
disfonksiyonuyla sonuglanan parsiyel ya da tam hipogonadizme sebep
olmaktadir. Gonadotropin releasing hormon sekresyonu PC1 geni tarafindan
etkilenir. PC1 geni mutasyona ugradigi zaman IHH, obezite ve diyabete sebep
olmaktadir (52).

2.2.4.5.3. Prader-Willi Sendromu

Obezite, kriptorsidizm, hafif ya da orta mental gerilik ve IHH ile
karekterizedir. Kromozom 15’in kisa kolunda olusan mutasyon ya da delesyon
(15911913) bu sendroma neden olur. Hastalik babadan ya da daha az siklikla

bu lokusun 2 kromozomal kopyasinin annesinden ge¢gmesi sonucu olusur (37).

Genetik, erkek Ureme sisteminin pek c¢ok ozelligini etkiler. Fare
modellerinde infertiliteyle ilgili 150’den fazla gen goésterilmistir. Buna ragmen bu
bulgularin insan erkek infertilitesinde bulunmasi ve gdsteriimesi oldukca
yavastir. Yine de, farelerde gosterilen infertilite gen silinmelerinin 6nemli bir
kisminin erkek infertilitesiyle iliskili olmasi olasiligi oldukga giglidir. insan
erkek infertilitesinin molekuler temeli hakkinda daha anlasiilmamis pek ¢ok sey
vardir. insanlardaki genetik rahatsizliklar bozulmus spermatogenezise ve
ejekulasyon bozukluklarina neden olabilir. Erkek infertilitesinin genetik temelinin
anlasilmasi ile yeni tedavi yaklagimlar geligtirilerek bu hastalarin ¢gocuk sahibi

olabilmeleri basarilacaktir.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

Calisma, Sileyman Demirel Universitesi Tip Fakiltesi Etik Komitesi
tarafindan onaylandi. Tim hastalara c¢alismanin amaci ve yapilma sekli

anlatilarak yazili bilgilendirme formu imzalatildi.

3.1.1. Calisma Grubu

Subat 2005- Nisan 2007 tarihleri arasinda Stleyman Demirel Universitesi
Tip Fakiltesi Uroloji Anabilim Dalina ve tiip bebek merkezine infertilite nedeni
ile bagvuran, Isparta ve yoresinde yasayan azospermili ya da siddetli
oligospermili (sperm sayisi <5 milyon/ml) hastalar ile benzer yas grubunda
cocugu olan fertil saglikli kontrol grubu ¢alismaya dahil edildi. Hastalarin detayli
anemnezleri alindi. Kriptorsidizm, gegcirilmis genital infeksiyon hikayesi, genital
travma, gecirilmis operasyonlar, aliskanliklar (sigara, alkol, uyusturucu
kullanimi), radyasyon tedavisi, kemoterapi gibi maruz kalinan gonodotoksinler
sorgulanarak hastalarin detayli anemnezleri alindi. Hastalarin testis sayilari,
lokalizasyonu ve volumu kaydedildi. Varikosel varhigi fizik muayene ile
belirlendi. Ayrica epididim ve vas deferensin skrotal kisimlarinin palpasyonu
yapildi. Vaz deferens obstriksiyonu ya da agenezisi stiphesi olan hastalar ile
daha once fertilizasyon amaci ile vazektomi yapilan hastalar c¢alismaya

alinmadi.

3.2. Metod

3.2.1. Semen Analizi

Tam semen analizi dinya saglik orgutu kriterlerine gore yapildi (53).
Semen ornekleri 2-5 gunlik cinsel perhiz periyodundan sonra alindi.
Oligospermi tanisi, araliklarla yapilan, en az 2 anormal semen analizi ile
koyuldu. Azospermi tanisi semen santirfljinden (20 dakika 1000 devirde

cevrilerek yapildi) sonra yapilan pellet analizi ile en az 2 ejekulatin
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degerlendirilmesi ile konuldu. ilave olarak, kromozom analizi ve hormonal

degerlendirme icin kan ornekleri alindi.

3.2.2. Hormonal Degerlendirmeler

FSH, LH, prolaktin ve testesteronun serum konsantrasyonlari
elektrokemiluminesens immunasay (Roche Diagnostics, Mannheim, Almanya)
ile Olculdu. Erkekler icin normal referans araliklari: FSH 1.5-12.4 1U/L, LH 1.7-
8.6 IU/L, prolaktin 4.1-18.4 ng/ml ve testesteron 2.8-8 ng/ml olarak belirlendi.

3.2.3. Sitogenetik Degerlendirme

Universitemizin tip fakiiltesi Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi
Uroloji Anabilim Dalina ve tip bebek merkezine infertilite nedeni ile bagvuran ve
bdlgemizde yagsayan azospermili 92 hasta ile siddetli oligospermili (sperm sayisi
<5 milyon/ml) 23 hasta olmak Uzere toplam 115 erkek olgudan, heparinize
enjektor ile 5 ml vendz periferal kan alindi. Ayrica olgularla benzer yas,
aligkanlik, sosyo-ekonomik duzeyde ve ayni cinsiyette saglikli 60 kontrol
bireyden de kan alinarak toplam 175 bireyde sitogenetik inceleme yapildi.
Sayisal kromozom anomalisi saptanan olgularin preparatlarina mozaiklik
oranlarini belirlemek amaci ile Floresan In-Situ Hibridizasyon (FISH) yontemi

uygulandi.

3.2.3.1. Kiiltiuirlerin Kurulmasi

Sitogenetikte, kromozomlarin elde edilmesinde kullanilan farkh hicre
kalturd yontemleri vardir. Kisa sureli lenfosit kiltura en sik kullanilan yontemdir.
Periferik kan materyali Uremesi igin kultir ortamlarina alindiktan sonra belirli
sureler sonunda hasatlanir. Daha sonra elde edilen lenfosit kiimeleri preparat
haline getirilir ve ilgili boyama yontemleri ile boyandiktan sonra degerlendirmeye

alinir.
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3.2.3.1.1. Periferik Kan Hiicre Kilturu
3.2.3.1.1.1. Zenginlestirilmis Besiyerinin Hazirlanmasi

Hucreleri Uretebilmek icin L-Glutaminli besiyerleri kullanildi. Ayrica
besiyerini mikrobiyal kontaminasyondan korumak igin Penisilin ve Streptomisin
gibi antibiyotikler, besin degerini arttirmak icin Fetal Calf Serumu ile hicreleri

bolinmek igin indukleyen Fitohemaglutinin besi ortami igerisine ilave edildi.
Hazirlanan besiyerinin igerigi ve miktarlari asagida verilmigtir.
RPMI 1640 Medium (Biological Industries, BiO1-106-1B ) 100 ml
Fetal Calf Serum (Biological Industries, BiO4-001-1B ) 30 ml
Fitohemaglutinin Sollisyon (Biological Industries, BiO12-006-1H) 3,3 ml
Penisilin/Streptomisin (Biological Industries, BiO3-031-1B ) 2 ml
L- Glutamin (Biological Industries, Bi03-020-1B) 2 ml

Hazirlanan besiyeri agzi kapakh 10 ml'lik steril falkon tiplere 6'sar ml.

bolindu.
Fitohemaglutinin solisyonunun hazirlanmasi:

Ticari olarak gelen 5 ml'lik fitohemaglutinin gisesi, icinde 5 ml RPMI 1640

Medium ile sulandirldi.
Fetal Calf Serumun hazirlanmasi:

-20 derecede muhafaza edilen fetal calf serum ¢oézduraldikten sonra 65

°C'de 1 saat inaktive edildi.

3.2.3.1.1.2. Ekim islemleri

a. Steril disposible 5 ml'lik enjektér dnce heparinize (Liguemine Roche)
edildi. ilk olarak 0.5 ml heparin bos enjektdre gekildi. Heparinin enjektore iyice

bulasmasi saglandi ve fazla heparin tekrar sise icerisine bosaltildi.

b. Heparinize enjektor ile her olgudan 5 ml periferik kan alindi. Alinan
kanlar, steril ortamda agzi kapakl steril falkon tuplerdeki 6 ml zenginlestirilmis

besiyeri Uzerine 15 damla (0,6-0,8 ml) olacak sekilde ekildi. Tupler hafif¢ce
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karistirildiktan sonra her tipun Uzerine olgunun adi, soyadi, besi ortaminin cinsi
ve tarih not edildi. Daha sonra tiipler agizlar sikica kapatilarak 37 °C'lik etlive
kaldirildi. Gunde bir kez tup yavasca alt Ust edilmek suretiyle 72 saat etlivde
tutuldu.

3.2.4. Kromozom Eldesi

3.2.4.1. Kullanilan Sollisyonlar

Hipotonik soliisyon:

0.075 M KCI (Merck, 104936) olacak sekilde 0.56 gr KCI tartilarak 100 mi
bidistile suda ¢6zuldl, kullanilacagi saatten en az 1 saat 6nce hazirlanarak 37

°C'lik etlive konuldu.
Fiksatif sollisyonu:

1 birim glasial asetik asit (Merck, 100056) uzerine 3 birim methanol
(Merck, 106008) ilave edilerek iyice karigtirildi. Karigsim kullaniimadan énce ve

calisma aralarinda -20 °C'de saklandi.

Solusyon her deney asamasinda taze olarak hazirlandi. Bu solusyonun

taze olmasi igindeki alkolln uguculugu agisindan énemlidir.

3.2.4.2. Hiicrelerin Elde Edilmesi

Kromozom preperasyonu igin Moorhead’in teknigi modifiye edilerek
uygulandi (54,55). Ureme igin 37 °C'deki etiive birakilan kiltiir tiplerine,
kromozom eldesinden 2 saat 6nce yani 70. saatte 10 pg/ml olacak sekilde 2
damla (2 ml'lik enjektor kullanildi) kolgisin ilave edildi ve hafifge karigtirildi,
tekrar iki saat slre ile 37 °C'ye ayarlanmis etlive kaldirildi. Bu slire sonunda
etlvden cikarilan tupler 1200 rpm'de 10 dakika santriflij (Hettich, universal 32R)

edildi. Sipernatan kismi pastor pipeti ile atildi.

Cokelti ile Uzerinde kalan 0.5 ml'lik sivi vortekslendi ve bu sirada Uzerine
toplam hacim 6 ml olana kadar yavasca hipotonik (0.075 M KCI) solusyonu
eklendi. Tupler 20-30 saat 37 °C etiivde bekletildi. Stre bitiminde 1200 rpm'de

10 dakika santriflj edildi, pastor pipeti ile sipernatan kismi atildi. Cokelti ile
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uzerinde kalan 0.5 ml'lik sivi vortekslendi ve vorteksleme iglemi devam ederken
tiplerin yan duvarindan yavasca toplam hacim 6 ml olana kadar fiksatif ilave
edildi. Fiksatif eklendikten sonra tlpler en az 1 saat sireyle -20 °C'de bekletildi.
Bu bekleme basamagi sadece ilk fiksatifle yikama i¢in 6nemlidir, diger fiksatif
asamalarinda bekleme yapilmadan renk seffaf olana kadar yikama iglemine
devam edildi. Rengi acilan tuplerin Uzerinden 4 ml sUpernatan kismi atildi ve
kalan 2 ml kisim yayma igin kullanildi. Kalan miktar yavas yavas pipeta;j
yapilarak karigtinldi. Bir gin ©onceden yari yariya bidistile su ve alkolle
hazirlanmis lamlarin alkol kismi dokulerek tekrar bidistile su konuldu ve suyun
donmasi i¢in buzluga kaldirildi. Yayma sirasinda lamlar buz i¢inden alindi, 45
derecelik agi ile 20 cm yukaridan pastor pipeti ile soguk islak lam Uzerine hicre
suspansiyonu birakildi. Yayma iglemi yapilan preperatlar, kapali sistem etuvde

37 °C'de 3 glin veya 65 °C'de 1 gece yaslandirildi.

3.2.5. Giemsa Bantlama Teknigi

Sitogenetik laboratuarlarinda kromozomlari tanimlamada kullanilan en
yaygin ydntemdir. islem icin Korenberg’in boyama ydntemi modifiye edilerek
kullanildi (54).

Her kromozom kendine 6zgu acgilk ve koyu bant bolgeleri icerir. Bu
bdlgeler premetafaz ve metafaz kromozomlarinda sayica farklilik gdsterir.
Kromozomlarin ilk defa Paris Kongresi'nde (1971) idiogramlari belirlenmis, en
son sekli 1985 ISCN'de yayinlanmistir (55).

Bu boyama yontemi kullaniimadan once (yaymadan hemen sonra)
preparatlar 37 °C'lik etiivde 3 giin bekletilerek yaslandirilir. Alternatif olarak oda

Isisinda 4 gln veya 56-65 °C de de 1 gece bekletilebilir.

3.2.5.1. Kullanilan Sollisyonlar

PBS (Phosphate Buffer Saline) sollisyonlari:

Bir PBS tablet (Amresco, AIE404-100) 100 ml bidistile suda ¢ozuldu.
ikinci PBS sollisyonu yine 100 ml'de 1 PBS gozilerek hazirlanir. Ancak bu

solUsyon islem dncesinde soguk olmalidir.
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Trypsin solusyonu:

Hazirlanan PBS sollisyonu 37 °C'ye kaldirihr 37 °C'ye geldigi hassas
termometre ile tespit edilen PBS tampon sollisyonu Uzerine 0.05 gr Trypsin

eklenerek Trypsin solusyonu hazirlanir.
Soranson tamponu:

A sollisyonu: 4.537 gr KH,PO, (Merck, 104873) 500 ml bidistile suda

¢ozuldu.

B soliisyonu: 5.935 gr NapgHPO,4 (Merck, 106586) 500 ml bidistile suda

¢Ozulda.

Balon jojeye A solusyonundan alinarak pH 6.8'e gelinceye kadar B
solusyonu eklenerek 2 solusyon karistirildi (Ortalama olarak 53 ml A solusyonu

47 ml B solusyonu ile karistirilarak hazirlanir).
Giemsa boya soliisyonu:

3 ml Giemsa |6sing (Merck, 109204), 97 ml pH 6.8'lik séransan tamponu
icine ilave edilerek 100 ml'ye tamamlandi.

3.2.5.2. Preparatlarin Boyama islemleri

a) Preparatlar mikroskop altinda 10X'lik objektifle incelenir ve
kromozomlarin kondansasyonuna gore tripsinde bekletme suresi ayarlanir.
Kromozomlar koyu ve parlak ise preparatlar 20-30 saniye, mat ve soluk ise 5
saniye tripsin solusyonuna daldirilir. Kronometre ile saptanan sure boyunca ¢ok

yavas bir tempoda galkalanir.

b) Sire bitiminde preparatlar soguk PBS solisyonunda c¢alkalanir. Bu
asama onemlidir. Preparatlar soguk PBS'den gegirilmezse tripsinin aktivasyonu

devam eder.

c) % 3'luk Giemsa boya solusyonunda 3-5 dakika bekletilir. Preparat
beherden g¢ikariimadan boyanin st kisminda olugsan parlak tabaka adi kurutma
kagidina emdirilir. Musluk suyundan gegirilen preparatlar kurutma kagidi

arasinda kurutulur. Entellan ile lamelle kapatilir ve mikroskopta incelenir.
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d) Hazirlanan preparatlar, 1sik mikroskopunda 100X objektifle incelendi.

100 metafaz plag kromozomal anomaliler agisindan incelendi.

3.2.6. Dijital Goruntiilerin Elde Edilmesi

Kromozom anomalisi tespit edilen preparatlar ve kontrollerden elde
edilen birkag metafazin 100X objektifle immersiyon yagi altinda Zeiss marka
mikroskop (Zeiss Imager A1, Germany) ve Canon marka dijital fotograf
makinesi (Canon PC1049, Japan) kullanilarak fotograflari ¢ekildi ve goéruntuler

bilgisayar ortamina aktarildi.

3.2.7. Floresan In-Situ Hibridizasyon (FISH) Yontemi

3.2.7.1. Kullanilan Sollisyonlar

20XSSC (Sodium Salina Citrat) Stok soliisyonu

175.3 gram sodyum klorid (Merck) ve 88.2 gram tri-sodyum sitrat (Merck)
tartilarak, 1000 ml distile suda ¢6zduruldu. Hazirlanan stok solisyonunun pH’si;
dilie hidroklorik asit solisyonu (HCI) (Merck) kullanilarak, 7.0’ye ayarlandi. Bu

stok sollisyon aliminyum folyo ile sarilarak, +4 °C’de saklandi (56,57).
2X SSC Solusyonu

Stok olarak hazirlanan 2X SSC solusyonundan 10 ml alinip, Uzerine 90
ml distile su ilave edilerek, hacim 100 ml'ye tamamlandi. Solisyonun pH’si;
dilie HCI solisyonu kullanilarak, 7.0'’ye ayarlandi. Kullanim esnasinda

solUsyonun, oda sicakhginda (20-25 °C) olmasina dikkat edildi.
Etanol Serileri

Preparati dehidrate etmek amaci ile; %70, %85 ve %100’luk etanol
serileri hazirlandi. -20 °C’de saklandi (56,57).

0.4XSSC Solusyonu

Stok olarak hazirladigimiz 20XSSC solusyonundan 2 ml alinip, 98 ml
distile su ilave edilerek, hacim 100 ml'ye tamamlandi. Solisyonun pH’si dilie

HCI sollsyonu kullanilarak, 7.0’ye ayarlandi.

38



2XSSC, %0.05 Tween 20 (Sigma) Solusyonu

Stok olarak hazirladigimiz 20XSSC solisyonundan 10 ml alinip, 90 ml
distile su ilave edilerek, hacim 100 ml'ye tamamlandi. Bu solisyona, 50 ul
Tween-20 (Sigma) ilave edildi. Solusyonun pH’si; dilie HCI solisyonu
kullanilarak, 7.0’ye ayarlandi (56,57).

%100 Metanol (Merck)
Fiksatif Sollisyonu

1 ml glasiyal asetik asit (Merck) ve 3 ml metanolun (Merck) karistiriimasi

ile fiksatif sollisyonu hazirlandi (56,57).

3.2.7.2. Kullanilan FISH Probunun igerigi (Cytocell)

e Chromoprobe-multiprobe hibridizasyon chamber
e Hibridizasyon soltisyonu-B (Cytocell)
Formamid, dekstran sulfat ve SSC’den olusmaktadir.

e 41 adet direkt olarak isaretlenmis prob ile kapli cm multiprob device

counterstain soltisyonu (Cytocell)
DAPI (ES: 0.125 mi/ml) ve antifade icermektedir.
e 24 mm x 60 mm boyutlarinda lamel

e Esit olarak 24 kareye bolunmusg lam

3.2.7.3. FISH Tekniginin Uygulanmasi

On Hazirhik

e Olgulardan rutin kromozom eldesi yobntemi uygulanarak, son
asamada 3 kez fiksatifle yikanan doku kulturd materyali, bir kez daha 1600

rom’de 7 dakika santriflj edildi.
e Esit olarak 24 kareye bolunmus lamin temizlenmesi:

Lam, %100’luk metanol icinde 2 dakika bekletildi. Sure sonunda

yumusak bir bezle iyice kurulandi.
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e ideal hiicre yogunlugunun saglanmasi:

FISH teknigi icin kullanilacak olan Cytocell lami, 24 esit kareye bolinmuUs
olup bu karelerden 22 adeti otozomal kromozomlar icin, 2 adeti de seks
kromozomlari igin ayrilmis durumdadir. Santriflij edilen materyalden otomatik
pipet ile 2 yl alinip, lamin 1 nolu karesine damlatildi. Faz-kontrast mikroskopta
(Nikon), 10X objektif ile metafaz yogunlugu ve metafazlarin altlarinda
stoplasmik artik bulunup bulunmadigi kontrol edildi. Karede, bir alanda 5 kaliteli
metafaz veya en az 20 interfaz varsa hicre yogunlugu ideal olarak kabul edildi.
Eger metafaz ve interfaz yogunlugu az ise; materyal yeniden 1600 rpm’de 7
dakika santrifuj ederek, daha az supernatan birakilip, daha yogun ¢okelti elde
edildi. Fazla ise; fiksatif sollsyonu ile yeterli oranda dilie edildi. Metafazlarin
altinda sitoplazmik artik var ise; ¢okeltiyi kareye damlattiktan sonra Gzerine bir
miktar fiksatif solUsyonu damlatilarak stoplasmik artiklar uzaklastiriimaya
calisildi (57).

Preparatin hazirlanmasi

24 esit kareye bolunmus lamin, 1 nolu karesine hucre yogunlugunu
ayarlamig oldugumuz materyalden 2 ul damlatilarak, ugun bir sekilde kurumasi
saglandi. Daha sonra materyalin tagmasini engellemek amaci ile bir kare
atlayarak, lamin 3 nolu karesine, materyalden 2 pyl damlatilip kurutuldu. Butin
karelere materyalden damlatildiktan sonra, faz kontrast mikroskopta yeterli
metafaz bulunup bulunmadi§i ve yaymanin kurumasinin iyi olup olmadigi
kontrol edildi (57).

Hibridizasyona Hazirlik Asamasi

e Su banyosu 37 °C’ye ayarlandi. Hibridizasyon kutusu su banyosuna

konarak, 37 °C’ye gelmesi saglandi.

e FISH probu icinde hazir olarak bulunan hibridizasyon solisyonundan,
ilk 6nce pipetaj yapilarak bir ependorf tipine 30 pl alindi ve 37 °C’ye ayarl

etlve konuldu.

e Multiprob sistemi; etiketli kisim alta gelecek sekilde 37 °C’ye ayarli

etlve konuldu.
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e Yayma yaptigimiz lam; oda isisindaki (20-25 °C) 2XSSC sollisyonu
icinde, 2 dakika bekletildi.

e Preparatin dehidratasyon asamasi:

Sure sonunda 2XSSC’den cikarilan preparat, dehidratasyon igin; -20
°C’de saklanan %70, %85 ve %100’lik alkol serilerinin her birinde, sirasi ile
2’'ser dakika bekletildi. Preparatin, %100’luk alkol igerisindeki bekleme suresi
biter bitmez gikarilip, hizli bir sekilde kurutuldu ve isisinin 37 °C olmasi igin 37

°C'ye ayarli etlive konuldu.

e Daha Onceden, isinmasi igin 37 °C’ye ayarli etlive koydugumuz
hibridizasyon solusyonundan; uzerinde her kromozoma spesifik telomerik prob
bulunan ve 24 kareye ayriimig olan multiprob sisteminin her karesine otomatik
pipet kullanarak ve pipet ucunu multiprob sistemine degdirmeden 1 pl

damlatildi.

e Hibridizasyon sollisyonunu damlattiktan sonra; 1sinin 37 °C'ye
gelmesi icin etive konulan lam ile multiprob sistemi; lamin 1 nolu karesi ile
multiprob sisteminin sari renkli 1 nolu karesi ¢akigsacak sekilde hava kabarcigi
birakilmadan birlestirildi. Preparat altta kalacak sekilde kaydirilmadan ters
cevrildi. 37 °C’ye ayarli etiivde 10 dakika bekletildi (57).

Denatiirasyon Asamasi

Bekleme suresi sonunda metafaz yaymasi bulunan lam ile her
kromozoma spesifik telomerik prob bulunan multiprob sisteminin denattrasyonu
icin; hazirlanan preparat 75 °C’de ve 2 dakikaya ayarladigimiz termal isiticiya

(Techno) konuldu. Program baslatilarak denattrasyon igslemi yapildi (57).
Hibridizasyon Asamasi

Denatlirasyon iglemi tamamlandiktan sonra; 37 °C'ye ayarli su
banyosuna konulan hibridizasyon kutusu igine, denature ettigimiz lam+multiprob
sistemi yerlestirildi. Hibridizasyon igin, bir gece 37 °C’deki su banyosunda
inkiibasyona birakildi (57).
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Hibridizasyon Sonrasi Yikamalar

e Hibridizasyon suresi tamamlandiktan sonra; lam ile multiprob sistemi

kaydiriimadan dikkatli bir gekilde birbirinden ayrildi.

e 72 °C’ye ayarlanan su banyosuna, 0.4XSSC sollisyonu konularak,

gerekli sicakliga eristikten sonra, lam bu solUsyon icerisinde 2 dakika bekletildi.

e Sire sonunda preparat; oda sicakligindaki (20-25 °C) 2XSSC / %0.05

Tween-20 (Sigma) solusyonu igerisinde 30 saniye bekletildi.
Goriuntileme ve Sayim

e 2XSSC / %0.05 Tween-20 solusyonundan c¢ikarip, lami dikey bir
sekilde tutarak lamdaki fazla solisyonun uzaklastiriimasi saglandi. Ama lamin

tamamen kurumamasina dikkat edildi.

e Lamin her iki ucuna 20°ser pl DAPI-Antifade solisyonundan

damlatildi.

e Lam, 24X60 mm boyutlarindaki lamel ile hava kabarcigi kalmayacak

sekilde kapatildi.

e Daha iyi sinyal alinabilmesi igin lam, florasan mikroskopunda
incelemeden Once hibridizasyon kutusuna konularak +4 °C’de 10 dakika
bekletildi.

e Lam, fluoresan mikroskopunda (Zeiss) incelendi. ilk énce DAPI filtresi
kullanilarak uygun metafaz taramasi yapildi. Uygun metafaz tesbit edildikten
sonra, kirmizi ve yesil spektrumlu filtreler kullanilarak sinyaller gosterildi.
Floresan mikroskopunda elde edilen goruntiler ylksek oerformansli CCD
Camera ile bilgisayar sistemine (Power Macintosh G3) aktarildi. X kromozomu
icin kirmizi, Y kromozomu igin yesil ve 16 nolu kromozom ig¢in mavi sinyal
kullanildi (57).

3.2.8. istatistiksel Analizler

istatistiksel analizler, ‘graphpad instad 3’ programi ile yapildi. Gruplarin

ortalama verileri normal dagilim gostermediginden, istatistik analiz igin non-
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parametrik testlerden Mann-Whitney U testi kullanildi. Sigara ve alkol alan
hasta sayilarinin kiyaslanmasi ise Fisher's Exact Test (iki grubun kiyaslamasi)
ve Chi-square Testi (U¢ grubun kiyaslamasi) ile yapildi. Sonuglar aritmetik
ortalama t standart sapma olarak verildi. P<0.05 olan degerler anlamh olarak
kabul edildi.

43



4. BULGULAR

Bu calisma ile Isparta yoéresinde yasayan ve infertilite nedeni ile
hastanemize basvuran hastalar arasindan Azospermi ya da siddetli
oligospermiye bagl erkek faktor infertilitesi olan hastalardaki kromozomal
anomalileri belirlendi. Bu amagla yine benzer bir kontrol populasyonun

kromozomal anomali sikhgi arastiriimigtir.

Subat 2005-Nisan 2007 tarihleri arasinda Sileyman Demirel Universitesi
Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dalina ve tiip bebek merkezine basvuran 92
azospermik, 23 oligospermik infertil erkek birey ile normal semen analizine
sahip 60 fertil erkek g¢alismaya dahil edildi. Azospermik, oligospermik ve fertil
erkeklerin yaglari (ortalamazSD) sirayla 32.05+7.17 (19-47), 33.34+6.35 (25-48)
ve 32.716.5 (21-47) idi. Gruplarin yas ortalamalari arasinda anlaml fark
bulunamadi (p>0.05). Ortalama infertilite siiresi azospermik hastalarda 7+4.6 yil
(0.4-24), oligospermik hastalarda 7.8+5.9 yil (0.5-20) olarak bulundu. infertilite
sureleri arasinda istatistiki olarak anlamli fark yoktu (p=0.76). Kontrol grubu

hastalarin ortalama ¢ocuk sayisi 2+0.8 (1-4) idi. (Tablo 2).

_ Tablo 2. Hasta Gruplarinin ve Kontrol Grubu Hastalarinin Yas Dagilimlari,
Infertilite Stireleri ve Cocuk Sayilari

*Hasta gruplari ile kontrol grubu kiyaslamasi, p>0.05.
** Azospermi grubu ile oligospermi grubu kiyaslamasi, p=0.76

Azospermi Grubu Oligospermi Grubu Kontrol Grubu
(n=92) (n=23) n(60)

Yas (yil)
(ortalamazSD; 32.1£7.2;19-47 33.316.4; 25-48 32.7+6.5%; 21-47

min-Max)

Infertilite siiresi

(vi) o L _
(ortalamaxSD; 7+4.6; 0.4-24 7.8+5.8,0.5-20

min-max)

Cocuk sayisi
(ortalamazxSD; - - 2+0.8; 14
min-Max)

Hastalarin % 34’4 memur, %28.6'sI isGi, %17.4’0 ¢iftgi, %16.5'i esnaf,
%2.6’s1 issiz, %0.8’i 6grenciydi. Azospermi grubunda memur sayisi, oligospermi

grubunda ise is¢i sayisi en fazlaydi. Hastalarin sperm bulgularina gére meslek
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gruplari tablo 3'de verildi. Onceden radyoterapi, kemoterapi gormis hasta

yoktu.
Tablo 3. Hastalarin Sperm Bulgularina Gore Meslek Dagilimlari
Meslek Gruplari Azospermi grubu Oligospermi Grubu | Toplam sayi
(n) (n=92) (n=23) (%)
Memur 34 5 39 (33.9)
Ciftci 15 5 20 (17.4)
isci 26 7 33 (28.7)
Esnaf 14 1 15 (13)
issiz 2 1 3(2.6)
Ogrenci 1 - 1(0.8)

4.1. Klinik Bulgular

Azospermik hastalarin 3 tanesinde bilateral inmemig testis hikayesi, 4
tanesinde tek tarafli inmemis testis hikayesi, 5 tanesinde sol varikosel
operasyonu hikayesi ve 1 tanesinde cinsel yolla bulagan hastalik (Uretrit)
hikayesi mevcuttu. Oligospermik hastalarin 6 tanesinde varikosel operasyonu
hikayesi, 1 tanesinde postpubertal kabakulak orsiti hikayesi ve 1 tanesinde
epididim kisti hikayesi vardi. Azospermi grubunda inmemis testis hikayesi olan
hasta sayisi en fazla iken, oligospermi grubunda varikosel ameliyati olan hasta
orani fazlaydi (Tablo 4).

Tablo 4. Hasta Gruplarinin Genital Sistemle ilgili Gegirilmis Hastalik Hikayeleri

Hastalik Gruplari Azospermi Grubu (n=92) Oligospermi Grubu (n=23)
Bilateral inmemis 3 i
testis
Unilateral inmemis
Testis 4 i
Varikosel 5 6
Uretrit 1 -
Epididim Kisti - 1
Orsit - 1
Toplam 13 8
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Gecmiste ve simdi sigara icme prevalansi azospermik grupta % 57.6,
oligospermik grupta % 956.5, normal fertil kontrol grubunda ise %13.3 olarak
bulundu. Hasta gruplar arasinda sigara icme oranlari agisindan istatistiki fark
yoktu (p=1). Fakat kontrol grubu hastalarda sigara igme orani anlamli olarak
daha dusuktu (p<0.0001). Azospermik grupta 10 hasta (%10.8), oligospermi
grubunda 2 hasta (%8.7) ve kontrol grubunda 2 kisi (%3.3) hafif-orta miktarda
duzenli alkol kullaniyordu. Hasta gruplari arasinda alkol kullanma oranlari
acisindan istatistiki bir fark bulunamadi (p=1). Ayrica hasta gruplari ile kontrol
grubu hastalar arasinda da alkol kullanma sikligi acgisindan istatistiki fark
g6zlenmedi (p=0.2) Hasta ve kontrol gruplarinin sigara ve alkol kullanma

sikliklari tablo 5’de gosterildi.

Tablo 5. Hasta gruplarinin ve kontrol grubunun sigara, alkol kullanma sikliklari

* Oligospermi grubu ile azospermi grubu kiyaslamasi, p=1; ** Oligospermi
grubu ile azospermi grubu kiyaslamasi, p=1; *** Kontrol grubu ile hasta gruplarinin
kiyaslamasi, p<0.0001; ****Kontrol grubu ile hasta gruplarinin kiyaslamasi, p=0.2

Azospermi Oligospermi Kontrol
Ahlskanliklar
Grubu (n=92) Grubu (n=23) Grubu (n=60)

Sigara kullanan hasta 8/60
sayisi / toplam hasta 53/92 (%57.6) | 13/23 (%56.5)*

(%13.3)***
sayisi (%)
Alkol kullanan hasta 2/60
sayisi /toplam hasta 10/92 (%10.8) 2/23 (%8.7)**

(%3.3)****
sayisi (%)

4.2. Hormon Analizi

Hastalarin serum FSH, LH, testesteron ve prolaktin duzeyleri tablo 7'de
verildi. Azospermik ve oligospermik grubun FSH ve LH dizeyleri sirayla
19.5+11, 10.8+5.3 ve 13.41£12.3, 7.1£5.6 IU/L idi. Azospermik grupta hem FSH
hem de LH oligospermik gruptan anlamli olarak yuksekti (sirayla p=0.01 ve
p=0.005). Buna ragmen azospermik ve oligospermik hasta gruplari arasinda
testesteron ve prolaktin duzeyleri benzer degerlerde bulundu (sirayla p=0.4,
p=0.8) (Tablo 6).
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Tablo 6. Hasta Gruplarinin FSH, LH, Testesteron ve prolaktin Dizeyleri

*Azospermi grubu ile oligospermi grubunun kiyaslamasi

Azospermi Grubu | Oligospermi Grubu P Degeri* haTsi::r:llar
(n=92) (n=23) (n=115)
FSH
(ort+SD, 13.4+12.3: 18+11.6;
min-Max) 19.5+11; 4-48 e P=0.01 o
(1U/mL) 3.4-49.4 3-49.4
LH
(ortxSD, ) . _ 1015.5;
min-Max) 10.845.3; 3-26.5 7.1+£5.6; 2-23 P=0.005 2.26.5
(IU/L)
Testesteron 6.944.7
(ortxSD,min- . ) _ o N
Max) 6.414.9; 0.8-31 5.3£3.1; 2-12.6 P=0.4 0.8-31
(ng/mL)
Prolaktin(ort 12.0245.3 12.145.4
*SD, min- .0210.3; . _ Ax0.4,
Max) 59.05 2 12.315.6; 6.7-28 P=0.8 5908
(ng/mL)

4.3. Sitogenetik Analiz

Azospermik vakalarin 5 tanesinde sayisal kromozom duzensizligi
bulundu (%4.3). 4 hasta 47, XXY mozaik karyotipine (Klinifelter sendromu)
sahipken kalan 1 hasta 46 XX kromozomal yapiya (gonadal disgenezi) sahipti.
Kromozomal anomalili hastalarin genel o6zellikleri tablo 7’de 6zetlendi.
Oligospermik hastalar ve kontrol grubu bireylerde sayisal ve yapisal kromozom

degisikligi saptanmadi.
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Tablo 7. Azospermik ve oligospermik hastalarda kromozom anormallikleri

Vaka Sigaral Urogenital . Semen
No Yag Alkol FSH/LH anormallik Karyotip Sayisi
Vaka . 46, XY
1 | 25 ++ 17.4/10.2 | Varikosel 46, XX | azospermi
operasyonu 47, XXY
(CD) Mozai
ozaik
Vaka
2 45 +/- 21.3/13.2 - 46, XX azospermi
(MA)
46, XX
Vaka 46, XY
3 32 -/- 16.2/11.5 - 47, XXY azospermi
(RE) 45, X
Mozaik
Vaka 46, XY
4 34 -/- 18.6/10.5 - 47, XXY azospermi
(HS) Mozaik
Vaka 46, XY
5 36 -/- 17.3/11.7 - 47, XXY azospermi
(EY) Mozaik

Sayisal kromozom degisikligi olan ilk olgu 25 yasinda sigara ve alkol
aliskanligr olan, FSH ve LH seviyeleri yuksek normal fiziksel gérunumde bir
hastadir. Her iki testisi hipoplazik olan hasta daha dnce varikosel nedeni ile
opere olmustu. Hastanin GTG bantlama ydntemi uygulanmis metafazlarinda
yapilan analiz sonucu karyotipinin 46, XX/47, XXY mozaik oldugu godzlendi.
Mozaizim oranini belirlemek ve bulgumuzu desteklemek igin hastanin
preparatlarina FISH uygulandi. Hastanin preperatllarinda FISH analizi sonucu
100 interfaz nukleusu sayildi ve karyotipi %30 46, XX ve %70 47, XXY olarak
belirlendi. Bu hastanin FISH goéruntlsu sekil 5,6 ve 7’de gosterildi.
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Sekil 5. 46, XX/ 47, XXY bir olgunun FISH goérintisi

47XXy(35) -46XX (15)

Sekil 6. 46, XX/47, XXY kromozom kurulusunda infertil olgu

49



Sekil 7. 46, XX/47, XXY mozaik Klinifelter Sendromlu bir nolu vakanin FISH gérintisu

Erkek fenotipinde, sekonder seks karakterleri olan iki nolu vakamiz 46,
XX kromozomal kurulugsa sahipti. Gonadal disgenezi diusunulen 45 yasindaki
hasta azospermikti ve sigara kullaniyordu. Vakanin plazma FSH ve LH

dizeyleri yuksekti. Testisleri ileri derecede atrofikdi. Bu hastanin FISH
goruntusu sekil 8 ve 9'da gosterildi.

Sekil 8. 46, XX erkegin FISH fotograflari
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Sekil 9. 46, XX erkegin FISH fotograflar

3 numarali hastamiz 32 yasinda, sigara/alkol aligkanligi olmayan ve ek
bir genital patoloji hikayesi tagimayan azospermili bir olguydu. Plazma FSH ve
LH duzeyleri vyuksekti. Hastanin GTG bantlama yontemi uygulanmis
metafazlarinda yapilan analiz sonucu karyotipinin 46, XX/46, XY ve 47, XXY/45,
X mozaik oldugu gozlendi. Mozaizim oranini belilemek ve bulgumuzu
destesteklemek igin hastanin preperatlarina FISH uygulandi. Hastanin
preperatllarinda FISH analizi sonucu 100 interfaz nukleusu sayildi ve karyotipi
%9 oraninda 46, XX, %25 oraninda 46, XY, %50 oraninda 47, XXY ve %16
oraninda 45, X mozaizmine sahipti. Olgu Turner sendromunun tum fiziksel
Ozelliklerini tasiyordu. Kisa boylu (150 cm) olan hastada, testisler hipoplazik,
sekonder seks karekterleri gelismemis ve jinekomasti mevcuttu. Bu hastanin

karyotipi sekil 10’da, FISH goruntusu sekil 11’de gosterildi.
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Sekil 10. 46, XX/46, XY/47, XXY/45, X mozaik karyotipinde ¢ nolu infertil erkek
olgunun karyotip érnegi

45,X(12),46,XX(5),46,Xy(17),47, XXy(25)

Sekil 11. 46, XX/46, XY/47, XXY/45, X mozaik karyotipinde ¢ nolu infertil erkek
olgunun FISH gérintisi
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34 yasinda, azospermik 4 nolu olgunun FSH/LH miktar1 18.6/10.5 olarak
belirlendi. Oldukga uzun boy ve ekstremitelere sahip hasta, Klinefelter
Sendromunun bir ¢ok 6zelligini tasiyordu. Jinekomasti ve hipoplazik testislere
sahipti. Hastanin GTG bantlama yontemi uygulanmis metafazlarinda yapilan
analiz sonucu karyotipinin 46, XY/47, XXY mozaik oldugu gozlendi. Mozaizim
oranini belirlemek ve bulgumuzu desteklemek igin hastanin preparatlarina FISH
uygulandi. Hastanin preparatlarinda FISH analizi sonucu 100 interfaz nukleusu
saylld1 ve karyotipi %18 oraninda 46,XY ve %82 oraninda 47, XXY olarak
belirlendi. Bu hastanin FISH goéruntisua sekil 12 ve 13’de gosterildi.

47,XXY[41) 46, Xy (9)

Sekil 12. 46,XY/47,XXY infertil olgunun interfaz nukleuslarinin FISH gérinima
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47,XXY{41) 46,Xy (9)

Sekil 13. 46, XY/47, XXY kromozom kurulusunda infertil olgunun metafaz
nukleuslarinda uygulanan FISH gorintisu

Sayisal kromozom degisikligi saptanan son olgumuz 36 yasinda ve
azospermik bir bireydi. FSH/LH duzeyleri 17.3/11.7 olarak belirlendi. Fenotipik
olarak normal olan olgunun GTG bantlama uygulanmis preperatlarinda yapilan
analiz sonucunda 47, XXY karyotipine sahip oldugu gdézlendi. Preperatlara FISH
uygulandi. 100 interfaz gekirdegi sayimindan sonra %98 oraninda 46, XY; % 2
oraninda ise 47, XXY mozaizmine sahip oldugu belirlendi, hastaya ait interfaz

ve metafaz nukleuslarinin FISH goruntlsu sekil 14’de gosterildi.
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Sekil 14. 46, XY/47, XXY kromozom kurulusuna sahip infertil olgunun FISH gériinimu

* - .
22 X ¥

Sekil 15. 46, XY normal karyotipli infertil vaka
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Sekil 16. 46, XY kromozom kurulusunda infertil erkek karyotipi
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Sekil 17. 46, XY normal kromozom kurulusuna sahip infertil erkek hastanin karyotipi

Y
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5. TARTISMA ve SONUG

Azospermi ve siddetli oligozoospermi, sperm kanallarinda tikaniklik,
kriptorgidizm (inmemig testis), endokrin rahatsizliklar, infeksiyon, varikosel,
kabakulak orsiti gibi pek ¢ok durumla iligkili olabilir (58,59). Buna ragmen,
vakalarin yaklasik %30’unda erkek infertilitesinin nedeni hala bilinmemektedir
(5). Bu hastalarda en olasi sebep genetik bozukluklardir. Bu nedenle kromozom
anomalileri, Y kromozom mikrodelesyonlari, kistik fibrozis gen defektleri gibi
genetik bozukluklar bu grup hastalarda etiyolojik faktor olarak arastiriimahidir
(6). Obstruktif azospermi dusunulen ve oOzellikle duktus deferensleri palpe
edilemeyen, testisleri normal gérinimde olan hastalarda kistik fibrozis gen
defektleri, nonobstruktif azospermi ya da siddetli oligospermi dusunulen
hastalarda ise kromozomal anomaliler ve Y kromozomu mikrodelesyonlari

etiyolojik faktor olarak dikkate alinmaldir.

Sitogenetik anomalilerin insidansi infertil erkeklerde %5.8 ve normal
erkek populasyonda ise yalniz %0.5 olarak bildiriimektedir (41). Son yillarda
ICSI tedavisi ile kromozomal anomalisi olan erkeklerin baba olmalari
saglanmaktadir. Buna ragmen, bu tlr anomalilerin bu erkeklerin erkek
cocuklarina gegerek gelecek jenerasyonlarda infertiliteye sebep olma olasiliklari
yuksektir (60).

Bizim prospektif calismamizin ana amaci bdlgemizdeki nonobstruktif
azospermi ve siddetli oligospermili infertil erkekler arasinda sitogenetik
anomalilerin oranini belirlemekti. Sitogenetik anomaliler standart sitogenetik

metodlarla aragtirildi (61).

Erkek infertilitesinde genetik faktorlerin 6nemi ge¢mis yillarda pek g¢ok
calisma ile belirlenmistir. (62-70). 6982 vakanin yer aldigi oldukga genis serili
bir calismada erkek infertilitesi ve bazi kromozomal anomaliler arasindaki iligki
arastinimig, infertii erkeklerde kromozomal anomalilerin sikligi  %5.3
bulunurken, tim populasyondaki kromozomal anomali sikhdi %0.6 olarak
bildirilmigtir (62). Calismalarda infertil populasyonda gonozomal ve otozomal

kromozomal anomali sikligi normal populasyona gore sirayla 15 ve 6 kat fazla
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bulunmustur (3,4). Azospermik hastalarda kromozomal anomali oranlari %12.5
ila %31 arasinda degisen oranlarda bildiriimektedir (4,41,66-70).

Ulkemizde bu konuda yapilan ¢alismalardan birinde 28 azospermik ve 32
oligospermik hastanin kromozomal incelenmesi yapilmistir ve kromozomal
anomali sikhd1 azospermik hastalarda %4 olarak bulunurken oligospermik
hastalarda kromozom anomalisine ratlaniimamistir. Fakat calismada
oligospermi grubunu olugsturan hastalarin siddetli oligospermik mi yoksa hafif
oligospermik mi oldugu belirtiimemigtir. Bu belirsizlik, oranlari tartisilir hale
getirmektedir. Yine Ulkemizde yapilan 18 azospermik ve 10 oligospermik
hastanin degerlendirildigi az vakali bir c¢alismada kromozomal anomali
saptanmamigtir (71). Fakat bu galismada vaka sayisinin yetersiz olmasi kesin
bir sonug ¢ikarmayi engellemektedir. Ulkemizde, kromozomal anomali sikligi
hakkinda fikir edinmek i¢in daha genis serili ¢alismalara ihtiyag vardir. Son
zamanlarda yapilan genis kapsamli bir calisma non-obstruktif azospermili
hastalarin kromozomal anomali sikhgi ile ilgili oldukgca faydal bilgiler
vermektedir. Genis bir hasta serisinin degerlendirildigi retrospektif ¢alismada
383 non-obstruktif azospermi vakasinin sitogenetik sonuglari bildirilmistir (72).
Nonobstruktif azospermili 47 vakada (%12) kromozomal anomali saptanmistir.
Bu anormalliklerin 9'unun (%19) otozomal, 38’inin (%80) gonozomal oldugu
bildiriimektedir. Otozomal kromozom anomalilerinin 2’si, 13-14 ve 14-22 nolu
kromozomlarin Robertsonian translokasyonudur. %1.6 siklikta gérilme orani ile
Robertsonian translokasyon infertil erkeklerde bulunan en sik otozomal
kromozomal anomalidir. Robertsonian translokasyonlara o6zellikle oligospermili
infertil erkeklerde sik rastlanmaktadir. Bu anomalinin sikligi azospermik ve
fenotipik olarak normal yenidodan erkeklerde sirayla %0.09, %0.08 olarak
bildiriimektedir (73,74,75). Calismada 3 azospermik vakada kromozom 1,5 ve 9
da inversiyon bildiriimektedir. Bugun kromozom 9’un inversiyonu polimorfizim
olarak kabul edilmektedir (74). Kromozom 1’deki inversiyonun da
spermatogenezis Uzerine higbir negatif etkiye sahip olmadigi gosterilmigstir (76).
Calisma grubumuzda ise 92 azospermik infertil vakanin 5 tanesinde (%4.3)
kromozomal anomali saptandi. Siddetli oligospermi (23 hasta) ve kontrol grubu

(60 vaka) hastalarinin higbirinde kromozomal anomaliye rastlanmadi.

58



Azospermi grubunda %5.4 (5 vaka/92 azospermik vaka) olarak belirledigimiz
kromozomal anomali sikhgi diger calismalarda bildirilen %12.5-31 ve

ulkemizdeki %12 oranindan duguktur (72).

Tayvan’ da yapilan bir galismada 50 azospermik ve 80 oligospermik
infertil erkek ile 50 kontrol bireyin kromozom anomali sikhdi %4.6 (azospermi
grubu %10, oligospermi grubu %1.3) olarak bulunmustur (61). %4.6
kromozomal anomali orani galismamizdaki veriler (% 4.3) ile uyumludur. Bu
c¢alismada bizim galismamiz gibi prospektif bir calisma olup, belirli bir bolgedeki
toplumsal kromozomal sikligi belirlemeyi amaclamigtir. Calismanin, bizim
calismamizdan farki, azospermik hastalarin daha az, oligospermik hastalarin
daha fazla sayida olmasidir. Azospermik hastalarda, oligospermik hastalara
gore kromozomal anomali sikligi daha fazladir. Tayvan galisma grubuna gore,
arastirmamizdaki azospermik hasta sayisi daha fazla oldugu icin (50 ye karsilik
92 hasta), kromozomal anomali sikhidinin serimizde daha fazla olmasi gerekirdi.
Fakat her iki serideki oranlar benzer bulunmustur. Yani bolgemizdeki
azospermik ve oligospermik vakalarda etiyolojik faktor olarak belirlenen
kromozomal anomali sikligi1 orani (%4.3), hem bagka Ulkelerde bildirilen hem de
ulkemizde bildirilen oranlardan daha dusuktur. Tayvan'da yapilan c¢alismada
130 hastanin 6 tanesinde saptanan kromozomal anomalinin 2 tanesi
translokasyon, 4 (%66) tanesi Klinefelter Sendromudur. Klinefelter sendromu bu

calismada en sik rastlanan kromozomal anomalidir.

Samli ve arkadaslari ¢alismalarinda, gonozomal kromozomal anomalili
38 azospermik erkedin %66’sinda reguler tipde, %10’'unda mozaik tipte
Klinifelter sendromu (47, XXY) saptamislardir. Azospermik hastalarda bulunan
en sik gonozomal kromozomal anomalinin %7 ile Klinifelter Sendromu oldugu
bildirilmigtir (72). Diger bir calismada Klinifelter Sendromunun azospermik
hastalarda bulunan en sik gonozomal kromozomal anomali oldugu
bildirilmektedir (41,61). Calisma grubumuzda ise hi¢bir hastada otozomal
kromozomal anomaliye rastlanmamigtir. Gonozomal kromozomal anomali 5
vakada (%100) belirlenmistir. Bunlardan 4 tanesi (%80) Klinifelter sendromudur

ve bu vakalarin hepsi mozaik tiptedir. Azospermik hastalarda belirledigimiz
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gonozomal kromozomal anomaliler, Ulkemiz ve dunya literatiriunde de belirtilen

major kromozomal anomalidir.

5. vakamiz 46, XX karyotipinde erkek hastadir. Bu karyotipdeki bir
hastanin erkek yonunde gelismesi igin Y kromozomunun kisa kolunda bulunan
SRY genine sahip olmasi gerekmektedir (10, 20) (Sekil 3). Olgularin %80’inde
Y kromozomu uzerindeki testis/cinsiyet belirleyici bdlgeye ait (SRY Yp lUzerinde
yer alir) bir fragmanin X kromozomu Uzerindeki homolog bdlgeye
translokasyonu gorulmektedir (77,32). Bir hipoteze gore X kromozomunda
otozomal testis belirleyici gen olarak bilinen SRVX geninin mutasyon veya
delesyonu sonucu SRY-negatif olan hastalar olusmaktadir (78,33). Her iki halde
de hastalar azospermiktir ve erkek fenotipine ragmen sperm Uretimi
gerceklesmemektedir. Bu hastalarin 'Y kromozomu olmadigi igin, Y
kromozomunun uzun koluna lokalize olan ve spermatogenezi kodlayan genleri
tasiyan AZF boélgeleri de yoktur (20,24) (Sekil 8 ve 9). AZF bolgesinin olmamasi
nonobstruktif azospermi ile sonuglanmaktadir (20, 24). 46, XX karyotipine sahip

hastamiz, erkek fenotipinde, evli, cinsel yagsami normal ve azospermikti.

Oligospermik erkeklerde kromozomal anomali sikhgi pek ¢ok galismada
%1.8-6.9 olarak bildiriimistir  (4,41,67-69). Samlhi ve arkadaslari, 436
oligospermik hastanin 20’sinde (%4) kromozomal anomali oldugunu
saptamiglardir (72). Bu anomalilerin 8’inin (%40) otozomal ve 12’sinin (%60)
gonosomal oldugu belirtilmistir. 3 (%0.7) vakada polimorfizim olarak kabul
edilen kromozom 9’da inversiyon (13,30,33), 3 (%0.7) vakada kromozom 13 ve
14’0 iceren Robertsonian translokasyon ve 2 (%0.5) vakada otosomal
kromozomlari igeren resiprokal translokasyon saptamiglardir. Bir bagka
calismada oligospermik hastalar icin resiprokal translokasyon sikhdr %0.6
olarak bildiriimektedir (41). Samli ve arkadaslarinin g¢alismasinda gonozomal
kromozomal anomalili 12 oligospermik vakanin 4’Gnde (%0.9) Kilinifelter
Sendromu saptanirken diger bir ¢alismada oligospermili erkeklerde 47 XXY
karyotipinin sikhdi1 %0.7 olarak bildiriimektedir (77,79).

Calisma grubumuzda 115 infertil vakanin 23 tanesi siddetli oligospermiye

(<5milyon/ml) sahipti. Vakalarin hi¢ birinde kromozomal anomaliye rastlanmadi.
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Calisma grubumuzda oligospermik hastalarin oraninin dusik olmasi kesin
sonu¢ cikarmayi engellemektedir. Bu grupta etiyolojik faktor olarak varikosel
operasyonu hikayesine sahip hasta orani oldukga yuksekti (6/23). Bir hastada
gegcirilmis kabakulak orsiti hikayesi ve baska bir olguda epididim kisti mevcuttu.
Bu grupta genetik faktorler disindaki olasi etiyolojik faktorlerin fazla olmasi

kromozomal anomali sikhgini dugurmus olabilir.

Calisma grubumuzda en dikkat gekici bulgulardan biri kontrol grubuna
gore infertil grupta sigara igme oraninin anlamh olarak ylksek olmasiydi
(p<0.0001). Sigara igme orani azospermi grubunda %57.6, oligospermi
grubunda %56.5 ve kontrol grubunda %13.3 olarak saptandi. Azospermik ve
oligospermik hasta gruplari arasinda sigara icme oranlari arasinda anlaml bir
fark yoktu (p=1). Son zamanlarda yapilan baska bir calismada da infertil hasta
grubunda (azospermili ve oligospermili) kontrol grubuna goére sigara icme
oraninin yuksek oldugu bulunmustur (Azospermik grupta %40, oligospermik
grupta %32.5 ve kontrol grubunda %10) (61). Fakat sigara kullaniminin erkek
germ hdcrelerine gonodoksik etkisi olup olmadiginin ilave c¢alismalarla
belirlenmesi gerekmektedir. Bizim serimizde alkol kullanma oranlari azospermi
grubunda %10.8, oligospermi grubunda %8.7 ve kontrol grubunda %3.3 idi.
infertil grupta alkol alim oranlari daha yiiksek olmasina ragmen, arada istatistiki
olarak anlamli fark bulunamadi (p=0.2). Diger bir ¢galismada da alkol kullanma
oranlari hem azospermik hastalarda hem de oligospermik hastalarda %20
olarak bildirilmistir (61). Bizim serimizde, alkol kullanma oranlarinin hem hasta
hem kontrol grubunda dusik olmasinda, yasam tarzi, gelenekler ve dini

engelllerin etken oldugunu digunmekteyiz.

Azospermik grupta FSH ve LH dlzeyleri, sirasiyla 19.5£11 ve 10.845.3
mIU/ml iken oligospermik grupta, sirasiyla 13.4£12.3 ve 7.1£5.56 mlU/ml’'dir. Bu
degerler normal FSH (1.5-12.4 1U/L) ve LH (1.7-8.6 IU/L) duzeylerinden oldukga
yuksekti. Fonksiyonel testisten salgilanan inhibin (FSH’1 kontrol eder) ve
testesteron (LH’1 kontrol eder) gibi hormonlar, hipofizer hormonlarin salinimini
kontrol ederler. Hasta gruplarinda testiskiler fonksiyonun bozuk olmasi, negatif
feed-back ile ¢alisan hipofizer hormonlarin (FSH, LH) yukselmesine yol acabilir.

Azospermik grupta hem FSH hem de LH oligospermik gruptan anlamli olarak
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yuksekti (sirayla p=0.01 ve p=0.005 ). Buna ragmen testesteron ve prolaktin
dizeyleri azospermik (sirayla, 6.4+4.9 ve 12+5.3 ng/ml) ve oligospermik
(sirayla, 5.31£3.1 ve 1245.6) hasta gruplari arasinda benzer deg@erlerde bulundu
(sirayla p=0.4, p=0.8). Ayrica bu degerler normal referans degerleri
(prolaktin:4.1-18.4, testesteron:2.8-8 ng/ml) igindedir. Testesteron testisin
leyding hucrelerinden salgilanir. Fakat testisin interstisyumunda yer alan leydig
hicreleri spermatogeneze gore dis ortama ve hastaliklara dayanikhdir. Yani
testis volumlU ¢ok azalsa bile yeterli testesteron Uretimi saglanmaktadir.
Vutyavanich ve arkadaglari bulgularimiza benzer gsekilde azospermik hasta
grubunda FSH ve LH’un oligospermik gruptan anlamli olarak ylksek oldugunu
(p=0.001) (61), prolaktin ve testesteron dlzeylerinin ise azospermik ve
oligospermik hastalar arasinda benzer oldugunu bulmuslardir (p=0.7) (61). FSH
dizeyi testisteki spermatogenezin seviyesi ile ters orantilidir. Testisteki
spermatogenez bozuldukgca, FSH dizeyi artmaktadir. LH dizeyide testisin
interstisyumunda bulunan leyding hucrelerinin fonksiyonel durumu ile yakin iligki
icindedir. Leyding hucreleri azaldikga LH duzeyi artar. FSH ve LH duzeyindeki
artis testisteki spermatogenez ve testesteron uretiminin bozuk veya yetersiz
oldugunun habercisidir. Calismamizda azospermik grupta FSH ve LH
duzeylerinin oligospermik gruptan daha yuksek bulunmasi, azospermik grupta

testis fonksiyonunun daha bozuk oldugunu dustndurmektedir.

Calisma grubumuzda kriptorsidizm (inmemis testis) hikayesi olan 7 hasta
(4 tek tarafli, 3 cift tarafli) vardi ve hepsi azospermikdi (Tablo 4). Bu hastalarin
higbirinde kromozomal anomali saptanmadi. Bu, hem Vutyavanich ve
arkadaslarinin hem de Fagerli ve arkadaslarinin bulgulari ile uyumluydu
(61,78,80). Fagerli ve arkadaslari, 38 adet kriptorsidizm hikayesi olan hastanin
higcbirinde kromozomal bozukluk ve Y delesyonu saptamamislardir. Diger bir
calismada ise inmemis testis hikayesi olan hastalarda kromozomal anomali
saptanmigtir (79,81). Arastirmaya katilan azospermili 5 bireyin ve oligospermili
6 bireyin varikosel operasyon hikayesi vardi (Tablo 4). Azospermi grubunda bir
varikoselli hastada kromozomal anomali saptadik (Tablo 8). Simoni ve

arkadaslar da varikoseli olan hastalarda kromozomal bozukluk bildirmiglerdir
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(79,81). Bulgular, varikosele sahip hastalarda infertilitenin sebebinin varikosel

olmayip kromozomal bozukluga bagli oldugunu gostermigtir.

Azopsermi ve oligosperminin diger genetik sebebleri, Y kromozom
mikrodelesyonlari (%3-19), androjen reseptdr geninde mutasyonlar ya da
polimorfizm olabilir. 'Y kromozomu mikrodelesyonlari spermatogenetik
yetmezligin en sik sebeblerinden birisidir. idiyopatik azospermide %15-20,
idiyopatik oligospermide %7-10 oraninda rastlanmaktadir (59-61). Son yillarda
sebebi bilinmeyen infertil erkeklerin %35’inden fazlasinda azospermi ve
oligospermiye androjen reseptdér geninde olusan mutasyon ya da
polimorfizimlerin de sebep oldugu bildiriimektedir (80,82). Androjen
reseptorunun transaktivasyon domaininde trinukleotid tekrar (CAG) artigi olmasi

ile anormal spermatogenez arasinda iligki oldugu bulunmustur (80,82).

Kromozom anomalisi olan bireylerin sahip oldugu anormal genetik igerikli
gametler, ovumun fertilizasyonu i¢in yapilan yardimci dreme teknik iglemleri
esnasinda kullanilabilir. Bu nedenle bu islem igcin bagvuran giftlerin detayli
pedigri ile genetik konsultasyon islemlerine ve sitogenetik analizleri iceren pek
cok laboratuar testlerine alinmasi énemlidir. intrastoplazmik sperm injeksiyonu
gibi yardimci Ureme teknik islemleri uygulanmadan once, rutin olarak

sitogenetik incelemenin yapilmasi gerekir (53).

Sonug¢ olarak, hasta grubumuzda belirlenen %4.3'lUk kromozomal
anomali sikh@i literattire gore dusik gozukmektedir. Fakat literatlrde bildirilen
rakamlar genelde retrospektif ¢calismalarin bulgularidir ve bu literatirlerin hasta
secim kriterleri cok farklidir. Bu nedenle bolgesel ve ulkeler arasi farklari ortaya
clkarmak icin genis kapsamli prospektif, homojen c¢alismalara ihtiyag
duyulmaktadir. Calismamizda 115 infertil (nonobstruktif azospermili ve siddetli
oligospermili) hasta ile 60 kontrol bireyi prospektif olarak degerlendirdik.
Azospermik grupta etiyolojik faktor olarak 5 hastada (%5.4) kromozomal
anomali saptamamiz belirli anormalligi olmayan oligospermik ve azospermik
hastalarda kromozomal anomali bulunup bulunmadiginin test edilmesi

gerektigini ortaya koymustur.
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6. OZET

Calismanin amaci boélgemizdeki nonobstruktif azospermi ve siddetli
oligospermili infertil erkekler arasinda kromozomal anomalilerin oranini
belirlemekti. Bu amagla Isparta yoresinde yasayan ve infertilite nedeni ile
Sileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dalina ve tip
bebek merkezine basvuran 92 azospermili, 23 siddetli oligospermili (sperm
sayisi <5 milyon/ml) hastada kromozomal anomaliler arastirildi. Ayrica, normal
semen analizine sahip benzer yas grubunda ve ¢ocugu olan 60 fertil erkegin

periferal kan drneklerinde de kromozomal anomaliler arastirildi.

Sitogenetik anomaliler standart sitogenetik metodlarla belirlendi.
Hastalara ve kontrol grubu bireylere ait periferal kan lenfositlerinin kultarleri 72
saatlik inkiibasyon periyodundan sonra 0.1 mikrogram/mL Kolsisin ile muamele
edildi. Prometafaz kromozomlar ayrildi ve standart G ve CBG bantlama

teknikleri kullanarak boyandi. Her kisi icin en az 25-50 metafaz analiz edildi

infertil hastalarin 5 tanesinde (%4.3) sayisal kromozomal anormali
bulundu. Bu hastalarin hepsi azospermik hasta grubunda idi (5/92 hasta, %5.4).
4 hasta 47, XXY karyotipine (Klinifelter sendromu) sahipken kalan 1 hasta 46,
XX kromozomal yapiya (gonadal disgenezi) sahipti. Oligospermik hastalar ile

kontrol grubu bireylerde sayisal ve yapisal kromozom degisikligi saptanmadi.

infertilite klinigine basvuran non-obstruktif azospermik ve siddetli
oligospermik infertil erkeklerde, infertilitenin etiyolojisini belirlerken sitogenetik
inceleme yapilmasi ve genetik danisma verilmesi dogru taninin konmasina
yardimci olacaktir. Boylece mevcut kromozomal bozukluklarin dogacak bebege
potansiyel gegme riski, ICSI Oncesi belirlenebilecek ve aile konu ile ilgili

bilgilendirilebilecektir.

Anahtar Kelimeler: Azospermi, oligospermi, erkek infertilitesi, karyotip,

kromozomal anomaliler, Klinefelter Sendromu.
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7. SUMMARY

The objective of the present study was to determine the frequency of
chromosomal abnormalities in infertile males with non-obstructive azoospermia
and severe oligozoospermia. With this aim, chromosomal abnormalities were
researched on 115 patients (infertile males) with azoospermia (92 patients) and
severe oligozoospermia (sperm count < 5 million/ml) (23 patients) who lived in
region of Isparta and applied to Urology Department and IVF Center of
Suleyman Demirel University, School of Medicine. Moreover, chromosomal
analyses were also performed to 60 fertile males who have less a child, normal

semen analyse and same age average with patient groups.

Cytogenetic abnormalities were investigated with standart cytogenetic
methods. Briefly, cultures of peripheral blood lymphocytes were treated with 0.1
miycrogram/mL of colcemid after a 72-h incubation period. The prometaphase
chromosomes were spread and stained using Standard G- and CBG banding

techniques. At least 25-50 metaphases per subject were analysed.

Chromosomal abnormalities were found in 5 out of 115 infertile patients,
corresponding to a frequency of 4.3%. All of them were in azospermic patient
groups, corresponding to a frequency of 5.4% (5/92 patients). While four cases
with chromosomal abnormality had 47, XXY karyotype (Klinefelter's syndrome),
last 1 patient had 46, XX chromosomal karyotype (Gonadal disgenesis).
Numerical or structural chromosomal abnormalities were not determined in

oligozoospermic patients and control cases.

Cytogenetic analysis and genetic counseling would be helpful in infertile
patients with non-obstructive azospermia and severe oligospermia by
determining the genetic factors causing infertility. The potential inheritance risk
of these genetic disorders to offspring provides an information for screening

infertile males prior to ICSI.

Key Words: Azoospermia, oligozoospermia, male infertility, karyotype,

chromosomal abnormalities, Klinefelter’'s syndrome
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