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Ozet

Azospermi tanili primer infertil erkeklerde AZF a,b,c bolgelerinin MLPA
teknigi ile taranmasi ve sonuclarin konfirmasyonu

Y kromozomu mikrodelesyonlari, azosperminin en yaygin nedenidir ve
azospermik infertil erkeklerin %5-15'inde gdridlmektedir. Azospermik
erkeklerin bir kisminda, Y kromozomunun uzun kolunda (Yq) delesyonlarin
saptanmas! Uzerine spermatogenezin bu bdlgeden reglle edildigi tahmin
edilmistir ve bu bdlge azospermi faktér bélgesi (AZF) olarak tanimlanmistir.
Sperm gelisimi ve farklilasmasindan sorumlu olan AZF bdlgesi, AZFa, AZFb,
AZFc bélgelerini icermektedir Bu bdélgeler cok kopyal gen aileleri igerir.

Yéntem karsilastirmasi amaciyla planladiyimiz bu calismamizda; Uroloji
Anabilim Dali'na basvurup, detaylh o6ykld alimi, fizik muayene ve sperm
analizleri yapildiktan sonra herhangi bir ek saglik problemi olmayan, klinik
olarak azospermi tanisi alan hastalar Tibbi Genetik poliklinigimize
yonlendirilmistir. Sitogenetik analiz sonrasinda normal karyotipe sahip oldugu
belirlenen ve multipleks PCR (mPCR) ile yapilan molekller analiz sonucunda
normal olarak dederlendirilen 50 azospermik bireyden olusan hasta
grubumuz ve 15 fertil bireyden olusan kontrol grubumuz MLPA ydéntemiyle
analiz edilmistir. Daha 6nce mPCR (Polymerase Chain Reaction) analiz
yontemiyle delesyon saptanmayan hasta grubumuzun 8 bireyinde %16
oraninda MLPA teknigi ile AZFc ve AZFb bolgelerine ait parsiyel delesyonlar
saptanmistir. AZFb bdlgesinde yerlesen EIF1AY geninde delesyon 2 hastada,
AZBb+c bodlgesindeki EIF1AY ve BPY2 genine ait parsiyel delesyonlar ise
sadece 1 hastada go6rulmustir. Bunun yanisira yine 5 hastada AZFc
bolgesinde yerlesen BPY2 geninde parsiyel delesyonlar tespit edilmistir.
Fertil bireylerden olusan kontrol grubumuzda herhangi bir degisiklik
saptanmamistir.

Bu yontem; daha genis bolgeleri kapsayan
mikrodelesyon/mikroduplikasyon analizinin yapilabilmesine ve bunun yanisira
detayh genotip/fenotip korelasyonlarinin kurulmasina yardimci olacaktir. AZF
bolgelerinin parsiyel ve komplet delesyonlarin erkek infertilitesine etkilerinin
arastiriimasi agisindan mPCR yéntemine kiyasladigimizda MLPA ydnteminin
daha elverisli oldugunu didstinmekteyiz. Buna sebep ise, saptanabilecek bazi
delesyonlarin olustugu bodlgelerin rutinde kullanilan mPCR ydntemiyle bakilan
bélgeler arasinda olmamasi ile iliskilendirilebilir. Multipleks PCR yo6ntemi ile
calisildigi zaman bu bdlgelere 6zgl primerlerin dizayn edilmesi gerekirken,
MLPA ydntemiyle tek prob miksle analiz edilebilmektedir.

Anahtar kelimeler: Azospermi, Y kromozom Mikrodelesyonlari, AZF
Bolgeleri, MLPA, Parsiyel Delesyonlar



Summary

Screening by Multiple ligation - dependent probe amplification assay
of AZF a, b, c regions in primary infertile men with azoospermia.

Y chromosome microdeletions are the most common cause of
azospermia and occur in 5-15% of infertile men with azospermia. In some of
the azoospermic males detection of deletions in the long arm (Yq) of the Y
chromosome predicted that spermatogenesis was to be regulated from this
region, which was defined as the azoospermia factor region (AZF). The AZF
region which responsible for sperm development and differentiation contains
regions AZFa, AZFb, AZFc. These regions contain multiple copies of gene
families. Azospermia is seen as a pre-meiotic spermatogenic arrest or SCOS
(Sertoli cell-only syndrome).

In this study which we planned to compare the methods; patients who
applied to the Department of Urology and received clinical history of
azoospermia without any additional health problems after detailed history
taking, physical examination and sperm measurements were directed to our
Medical Genetics clinic. Our patient group consisting of 50 azoospermic
patients and 15 fertile individuals, which are normally evaluated as a result of
cytogenetic and molecular analyzes, has been analyzed by MLPA (Multiplex
Ligation-dependent Probe Amplification) method. Partial deletions of AZFc
and AZFb regions were detected by MLPA technique in 8 (16%) patients
which had no deletions were detected by previously analyzed multiplex PCR
method. Partial deletions of the EIF1AY and BPY2 genes were seen in 2
patients in the AZFb locus and only in 1 patient in the AZBb+c region. In
addition, in 5 patients were detected partial deletions of BPY2 gene which
located in AZFc region. In our control group which consist of fertile
individuals were not determine any microdeletion or microduplication.

This method will enable the analysis of microdeletions/
microduplications covering a wider area and will also assist in the
establishment of detailed genotype/phenotype correlations. We think that
MLPA is more suitable when compared to mPCR in terms of investigating the
effects of partial and complete deletions of AZF regions on male infertility.
The reason for this may be related to the fact that some of the deletions
which can be detected are not among the regions examined by the mPCR
method used in the routine. When using the multiplex PCR method, it is
necessary to design the primers specific to these regions, it can be analyzed
with a single probe mix with MLPA method.

Key words: Azoospermia, Y Chromosome Microdeletion, AZF Regions,
MLPA, Partial Deletion
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1- GIRIS VE AMAC

Infertilite cinsel olarak aktif ve bir yil boyunca kontrasepsiyon
olmaksizin cinsel birlesme sonrasi gebelige ulasilamamasi durumudur (WHO,
2010). Erkek fertilitesinin azalmasi, dogumsal ve edinsel nedenli Urogenital
anomalilerin, erkek bezlerinin enfeksiyonlarinin, skrotal sicaklidgin artmasinin,
endokrin bozukluklarin, genetik anomalilerin ve immiunolojik faktérler gibi
cesitli olaylarin sonucunda gerceklesebilir (Rowe & Comhaire, 2000).
Infertilite tim erkeklerin yaklasik % 7'sini etkiler. Primer testis yetmezligi,
tim erkek faktéri infertilitesinin yaklasik %75'ini olusturur. Genetik faktérler
vakalarin yaklasik %15'inde tanimlanabilir. Ancak yaklasik %50 vakada
etiyoloji hala bilinmemektedir ve  “idiopatik infertilite”  olarak
adlandiriimaktadir (Csilla Krausz, 2011).

Erkek fertilizasyon potansiyelinin arastirimasindaki ilk adim rutin semen
analizidir. Dinya saglik organizasyonuna goére, geleneksel semen analizi
sperm sayisini, morfolojisini ve hareketliligini gdsteren parametreleri
icermektedir (Oleszczuk, Giwercman, & Bungum, 2011). Uygulanan
dederlendirme yénteminin kantitatif analiz limitine gore ejakilatin santrifiji
sonrasinda pellette hi¢ spermin bulunamamasi durumuna azospermi olarak
adlandirilmaktadir. Azospermi tim erkeklerin %1'inde, infertil erkeklerin ise
% 15'inde tespit edilir ve obstriktif azoospermi (OA) ve non-obstriktif
azoospermi (NOA) olarak siniflandirilir (O'connell, McClure, & Lewis, 2002;
Wosnitzer, Goldstein, & Hardy, 2014). Azosperminin %29 oraninda
olusmasina neden, temelinde yatan genetik anomalilerdir (Dohle et al.,
2002). Y mikrodelesyon ve karyotip analizi yaparak, bu bozukluklarin bir
kismi saptanabilir (Jungwirth et al., 2012). Y kromozomu mikrodelesyonlari,
azosperminin en yaygin nedenidir ve
azospermik infertil erkeklerin % 5-15'inde goridlmektedir. Azospermik
erkeklerin bir kisminda, Y kromozomunun uzun kolunda (Yql1l) delesyonlarin
saptanmas! Uzerine spermatogenezin bu bdlgeden regiile edildigi tahmin
edilmis ve bu bdlge azospermi faktdér bdélgesi (AZF) olarak tanimlanmistir.
AZF bolgesi coklu gen aileleri, AZFa, AZFb, AZFc bdélgelerini icermektedir
(Ferlin ve ark., 2007). AZF bdlgesindeki genler yalniz spermatogenezle ilgili
genlerdir. Bu nedenle bu bdlgedeki delesyonlar fenotipik bozukluk yapmadan
izole spermatogenez defektine (siddetli oligozospermi ya da azospermiye)
neden olur (Kosar & Ozgelik, 2007).

Bu calismanin amaci, Anabilim Dalimiz poliklinigine ydénlendirilen,
normal karyotipe sahip oldugu belirlenen ve multipleks PCR yoOntemiyle
yapilan analiz sonucunda Y mikrodelesyonu saptanmayan hastalari MLPA
teknigi ile arastirmak, olasi mikrodelesyon/mikroduplikasyonlar tespit etmek
ve degerlendirmektir.



2 - GENEL BILGILER
2.1-Erkek Genital Sisteminin Embriyolojisi
2.1.1 Testislerin farklilasmasi

Embriyonik dénemde ilk olarak, ara mezoderm tabakasinin {zerinde
urogenital katlanti (ridge) gelisir ve ilk gonad yaklasik birinci aydan sonra
belirir. Gonadlarin gelisiminde bir sonraki basamak primordial germ
hicrelerinin gocudur. Allantois tabanindaki yolk kesesinde, 4. haftanin
sonunda belirmeye baslayan bu hicreler, Urogenital katlantiya gocleri
sirasinda cogalmaya devam ederler. Germ hicreleri yerlestikten yaklasik bir
hafta sonra, gonad bipotansiyel 6zelligini kaybetmeye bagslar, testis ya da
overe farkhlasir (Siklar Z., 2014). Bipotansiyel gonad testis yonlnde
gelisecekse seminifer tubdller 5. haftadan sonra belirginlesir. Germ hucreleri
spermatogonia yonltnde farklilasmaya baslar ve bu asamadan puberte
baslangicina kadar mayoz boélinme olmayacaktir (Bundak et al., 2008;
Fichna, Fichna, Zurawek, & Nowak, 2011). Fetal ddnemde 6. haftaya kadar
kiime seklinde duran gonadal hulcreler daha sonra testikller kord ve
interstisyel doku seklinde ayrilmaya baslar. Testisin gelisiminin bitlunlGgl
acisindan, gonositlerin 6ncdl hicreleri olan germ hicrelerinin yani sira
somatik hicrelerin de varhd oOnemlidir. Puberteye gegis, testislerin
steroidogenez yetenegdi kazanmasi disinda, beslenme durumu ve vicudun
bliylime hizindan da etkilenmektedir (Bartke, 1999).

Testis belirlenmesinde en 6nemli transkripsiyon faktéri “sex-
determining region Y” SRY'dir. Y kromozomonun kisa kolunda Yp11.3
boélgesinde kodlanir. Erkek yodninde gelisimi sadlayan baslica faktorin Y
kromozomu oldugu anlasildiktan sonra, Y kromozomundaki cesitli aday
genler “Testis Belirleyici Faktor” olarak incelenmis ve 1990 yilinda SRY izole
edilmistir (Siklar, Z. 2014).

2.1.2 Hipotalamus, hipofiz ve testis iliskisi

Spermatogenez ve steroidogenez, birbirilerinden morfolojik ve
fonksiyonel olarak ayirt edilebilen iki kisimda yer alirlar. Bu kisimlar ise
seminifer tublllerden ve seminifer tlbuller arasindaki interstisyel bélmeden
olusan tidbuller bdlmelerdir. Anatomik ayri olmalarina ragmen bu bdlmeler
birbiriyle iliskilidir ve sperm Uretimi icin bir bdtin olmalan gereklidir
(Weinbauer, Luetjens, Simoni, & Nieschlag, 2010).



Testislerde erkek cinsel hormonlari olan androjenler ve erkek gametler
Uretilir. Testisin ve bdlmelerinin islevi hipotalamus ve hipofiz bezi tarafindan
yonetilir (Weinbauer et al., 2010).
2.1.2.1 Interstisyel kisim

Bu bdlmenin en &énemli hucreleri Leydig hucreleridir. Bu hucreler,
testikiller testosteron ve insllin benzeri faktor 3 (INSL3) kaynadidir.
Interstisyel bdlme badisiklik hiicreleri, kan ve lenf damarlari, sinirler,
fibroblastlar ve gevsek bag dokusu icerir. Interstisyel bélme toplam testis
hacminin yaklasik %12-15'ini kapsar, Leydig hucreleri ise bu hacmin %10-
20'si olusturur (Weinbauer et al., 2010).

2.1.2.1.1 Leydig hicreleri

Interstisyel alanda beliren leydig hicreleri, célomik epitelyum ve
mezonefrik mezenkimden gelen steroidojenik dncul hlicrelerden kaynaklanir.
Farklilasmasi igin lGteinlestirici hormon (LH), ayni zamanda sadece Sertoli
hiicrelerinden salinan buylme faktdrleri ve farklilasma faktorleri de gereklidir
(Bundak et al., 2008). Leydig hicrelerinin steroidogeneze baslamasi ile
androjen bagimli erkek tGreme sistemi de farklilasmaya baslar (Weinbauer et
al., 2010). Intrauterin dénemde plasentadan salgilanan human koryonik
gonadotropin (hCG), Leydig hicre gelisimi ve androjen sentezinden
sorumludur (El-Gehani, Zhang, Pakarinen, Rannikko, & Huhtaniemi, 1998;
Hardelin & Dodé, 2008; Majdic, Saunders, & Teerds, 1998) .

2.1.2.2 Tubller kisim

Bu kisim toplam testis hacminin yaklasik %60-80'ini kapsar. Germ
hlcreleri, iki farkli somatik hicre tipi olan peritubller hicrelerini ve Sertoli
hlcrelerini icerir. Genel olarak, insan testisinde yaklasik 600 seminifer tubdl
bulunur (Weinbauer et al., 2010).

2.1.2.2.1 Sertoli hiicreleri

Sertoli hlicreleri, bazal membrana bagh somatik (diploid) hcrelerdir.
Sertoli hicreleri Leydig hicrelerinin farklilasmasinda gérev alir (Hardelin &
Dodé, 2008) (Sekil 2.1). Bu hicreler spermlerin olusumunu ve salinmasini
dizenlemektedirler (Nacar & Nacar, 2010).

Testiste Sertoli hilcrelerinden salinan antimdllerian hormon (AMH)
erkek yonundeki somatik gelisim icin gereklidir (P. A. Lee & Houk, 2007;
Zhao et al., 2001). Antimdllerian hormon (AMH) SRY geninin eksprese
edilmesinden kisa bir sire sonra, Sertoli hicrelerinden eksprese edilir. SOX9



gen ekspresyon artisi ile Sertoli hicre olusumu ve testis farklilagsmasi baslar
(Canto, Munguia, Séderlund, Castro, & Mendez, 2009).
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Sekil 2.1 Seminifer tibdl yapisinda Sertoli hlicreleri, germ hicreleri ve Leydig hlicrelerinin
yerlesimi (Hai et al., 2014)

2.1.2.2.2 Germ hicreleri

Spermatogenezde hiicreler arasi badlanti ve iletisim son derece
onemlidir. Bu iliskiyi saglayan etkenin gelisim evrelerindeki germ hucreleri
yuzeyinde bulunan adhezyon molekdllleri ve hicredisi matriks bilesenleri
arasindaki etkilesimler oldugu distnlilmektedir. Germ hicreleri yada
spermatojenik hicreler, Sertoli hicreleri ile birlikte seminifer tabul epitelini
olusturan, dlizenli olarak cogalan ve olgun spermiyumlara farklilasanan
hicrelerdir. Olgunlasma asamalarindaki bu hicreler bazaldan Ilimene dogru
spermatogonyum, primer spermatosit, sekonder spermatosit, spermatit ve
spermiyum olarak siralanir (Nacar & Nacar, 2010).

2.2 - Spermatogenez

Testislerin seminifer tlbullerinde gerceklesen spermatogenez, ilkel
multipotent kdk hucrelerin, yani spermatogonialarin kendilerini yenilemek



adina boéllinerek ¢ogaldigi veya spermatozoa olacak yavru hicreleri olusturan
karmasik bir strectir (Turek PJ., 2000).

Spermatogenez puberteyle birlikte baslar ve yaslanma silirecine bagl
hizinin yavaslamasiyla birlikte yasam boyunca surebilir (Satar & Gencgdal,
2013). Proliferasyon fazi, rediksiyon-boélinme fazi ve farklilasma fazi olmak
Uzere U¢ asamada gerceklesmektedir. Spermatositogenez olarak adlandirilan
proliferasyon fazinda spermatogoniumlar mitoz bolinmeyle ¢cogalarak, primer
spermatositleri olusturur. Spermatosit fazi olan rediksiyon-bélinme
asamasina girmeden o6nce primer spermatosit hicreleri DNA'larini replike
ederler. Spermatosit fazinda ardi ardina gelen iki mayoz bélinme gergeklesir
ki, sonrasinda htcrelerin hem kromozom sayisinda, hem de DNA miktarinda
azalma olur ve bu asama sonucunda spermatid hicreleri meydana gelir.
Farkllasma fazinda haploid spermatidler, olgun spermiumu meydana
getirecek olan ve spermiogenez olarak adlandirilan bir farklilasma sirecine
girerler (Hai et al., 2014).

Bir spermatogenez déngusu ilkel spermatogonia koék hucresinin takip
eden germ hiucrelerine bdélinmesini igerir. Spermatogoniyumlarin ilk
basamagdi ve en az farklilasmis olani, mitoz béliinme sonrasi olusan koyu tip
A spermatogoniumlarnidir. Koyu tip A spermatogonialar (Ad) yeni Ad
hicrelerle birlikte soluk tip A spermatogonialari (Ap) uretirler. Soluk tip A
spermatogonialar mitotik bélinme sonrasinda tip B spermatogonia’dan
preleptoten primer spermatositlere doénusurler. Primer spermatositler ise
birinci mayoz bélinme ile sekonder spermatositleri olusturur. Hemen
arkasindan ikinci mayoz bdlinmeyle haploid sayida kromozom igeren
spermatidleri meydana getirir. Spermatosit adini alan hlcreler DNA
iceriklerini yani genetik materyallerini iki katina cikardiktan sonra 4 ayri
hiicreye bdéllndrler. Bu 4 hucreden her biri artik yirmi U¢ kromozom
icermektedir (McAninch J. W., Lue T. F., Smith D. R., 2013). Her bir primer
spermatosit, 2 sekonder spermatosite ve bunlarin her biri de 2 spermatide
bolundr (Sekil 2.2). Spermatidlerin Sertoli hicresi icinde olgun spermatozoa
haline gelmesi asamasi haftalarca slrer ve ¢ok sayida olayi icerir (Satar &
Gengdal, 2013).
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Sekil 2.2 Spermatogenez sireci (Bergmann, 2006)

2.2.1 Fertilizasyon

Fertilizasyon asamasi fallop tuplerinin ampulla béliminde gercgeklesir.
Sperm ve ovum arasindaki dogrudan temas, her gametin ylzeyindeki
spesifik reseptdrler tarafindan gergeklestirilir. Sperm hicrelerinin ovuma
girisinden sonra DNA sentezi icin gerekli maddeler tasinmaya baslar ve bu
sayede de DNA sentezi baslamis olur. Déllenen yumurtada kromozom sayisi
kirk alti olur ve hlicre bélinmesi baslar. Déllenmis yumurta, uterusa ulasinca
buraya yerlesir. Olusan yeni hicreye zigot denir (McAninch J. W., 2013).

2.3 - Erkek Infertilitesinin Tanimi

Infertilite cinsel olarak aktif ve bir yil boyunca kontrasepsiyon

olmaksizin cinsel birlesme sonrasi gebelige ulasilamamasi durumudur (WHO,
2010).

2.3.1 Erkek infertilitesinin nedenleri

Erkek fertilitesinin azalmasi, dogumsal ve edinsel nedenli Grogenital
anomalilerin, erkek bezlerinin enfeksiyonlarinin, skrotal sicakhdin (varikosel)
artmasinin, endokrin bozukluklarin, genetik anomalilerin ve immunolojik
faktdrler gibi cesitli olaylarin sonucunda gerceklesebilir (Rowe & Comhaire,
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2000). Erkek infertilitesinin nedenlerinin sayisi ¢cok olsa da geleneksel olarak
pretestikller, testikller ve posttestikiler etkenler seklinde gruplandirilir.

Pretestikller faktorler: Sertoli hicreleri tarafindan salinan inhibin
hormonuyla normal spermatogenez sirasinda kontrol edilen FSH (Folikdl
uyarict hormon) hormonun dederi, spermatogenezdeki hatalar sonucunda
yukselmeye baslar. Gonadotropinlerde artma ve testosteron miktarinda
azalma ise Leydig ve Sertoli hicre fonksiyonlarini etkilemektedir.
Hipotalamus ve hipofiz yolaklarini bozulmasindan kaynaklanan FSH ve LH
degerlerinin azalmasina badgl yetersiz testosteron orani sonucu olusan
hipogonadotropik hipogonadizm hastaligi infertiliteye sebep olmaktadir.

Testikller faktdrler: Testikller faktérler buylk oranda geri
dénusimslzdir. Testis dlzeyinde etki gostererek infertiliteye neden olan
durumlar (Tablo 2.1) goésterilmistir (Aydos K., 2007).

Posttestikliler faktorler: Bu etyolojik kategori, seminal yolun tim
obstriuktif/subobstriktif lezyonlarini, yardimci bezlerin infeksiyonlarini ve
iltihapli hastaliklarini ayni zamanda otoimmun infertiliteyi icerir. Bilateral
obstriiksiyon durumunda semen fenotipi azoospermi olarak, diger tarafdan
ise posttestikiler kosullarda sperm sayisinin, motilitesinin ve morfolojisinin
farkh derecede hasar goérmesi go6zlenilebilir. Posttestikiler faktoérler
reprodiktif yol obstriksiyonu bozukluklarina, cinsel birlesmeye bagh
bozukluklarina ve sperm fonksiyon veya hareketliligi ile iliskili hastaliklara
neden olabilir (Csilla Krausz, 2011).



Tablo 2.1 Infertilitenin testikiiler nedenleri (Turek PJ., 2000)

Kromozomlara bagh
nedenler

Diger sendromlar

Gonadotoksinler

Sistemik hastaliklar

Defektif androjen
aktivitesi

Testis hasarlanmalarni

Kriptorsidizm

Varikosel

Idiyopatik

Klinefelter sendromu
XX erkek sendromu
XYY sendromu

Noonan sendromu

Miyotonik distrofi

Kaybolan testis sendromu

Izole sertoli hiicresi sendromu
Y kromozomu mikrodelesyonlari

Radyasyon
Ilaglar

Bobrek yetersizligi
Karaciger sirozu
Orak hucreli hastalik

5 alfa-rediktaz eksikligi
Androjen reseptor eksikligi

Orsit
Torsiyon
Travma

Bir gelisim kusuru oldugu dusuntlmektedir. Normal
skrotum igindeki testisde yuksek bir germ hicre
anormalliklerine sahip olma riski vardir ve bu nedenle tek
veya cift tarafli inmemis testisi olan erkekler ileride infertil
olma riski tasir.

Skrotal venlerin pampiniform pleksusu iginde genislenmis
ve kivrimlanmis venler olarak tanimlanmaktadir. Testis
atrofisiyle iliskilidir ve semen kalitesini bozduguna iliskin
tartisilmaz kanitlar vardir.

Infertil erkeklerin yaklasik ©%?20-40''nda herhangi bir
etiyolojik neden saptanamaz. Genetik ve c¢evresel
faktorlerinde aciklayabilecedi olasiigi olan bu gruba
idiyopatik infertilite adi verilir.

2.4 - Infertil Erkegin Degerlendirmesi

Ciftlerin %30-40'iInda erkek faktdérinin infertilitenin nedeni olarak
saptanmasi ve olgularin %50'sine katkida bulunmasi, ciftin birlikte
dederlendirilmesini 6nemli hale getirmektedir. Erkek infertilitesi ayni



zamanda sistemik hastaligin belirtisi olabilecegi icin tam Urolojik
degerlendirme 6nemlidir (McAninch J. W., 2013).

2.4.1 Oykii ve fizik muayene

Infertilite arastirmasinda genel tireme dykistiniin alinmasi ile baslanilir.
Infertilitenin siresi, simdiki ve &nceki eslerle olan birlikteliklerde olusan
gebelikler ve daha 6nce konsepsiyonda gliclik olup olmadigi, bunun yanisira;
cocukluk ve ergenlik dénemi ve bu dénemler de gegcirilmis hastaliklar, yapilan
cerrahi islemler, cinsel iliski sikligi ve zamanlamasi, sistemik hastaliklar, ates,
viremi veya diger akut enfeksiyonlar, gonadal toksinlere maruz kalinimi ve
ailedeki fertilite durumu sorgulanir (Kadioglu et al., 2004; McAninch J. W.,
2013; Walsh et al., 2005).

2.4.2 Semen analizi

infertil erkeklerin dederlendiriimesinde semen analizi énemlidir
(Sigman, Boyle, & Jarow, 2008). Fertilitenin bir 6lgiti olmamakla birlikte, bu
tahlil sperm Uretimi ve lGreme sisteminin tikali olup olmadigi konusunda bilgi
veren birinci kaynaktir (Weidner et al., 2002). Azoospermi haric semen
analizinde kesin olarak fertil veya infertil ayrimi yapilamaz (Sigman et al.,
2008).

2.4.3 Idrar tahlili ve ejekiilasyon sonrasi idrarda sperm aranmasi

Idrar tahlili Uriner sistemde anatomik veya tibbi sorunlari akla
getirebilir (McAninch J. W., 2013). Pellet testi adi verilen islem; hastadan
alinan idrar 6rneklerinde hic sperm bulunamamasi halinde santrifij ile dibe
coken kisimda sperm arastirilmasina dayanmaktadir. Ejakulasyon volimu 1
ml’den dlislkse ejakulasyon sonrasi idrarda sperm aramasi yapilir (Sigman
et al., 2008).

2.4.4 Hormonal degerlendirme

Infertiliteye neden olabilecek hipofiz ekseniyle iliskili sorunlar
(hiperprolaktinemi, gonadotropin eksikligi, konjenital adrenal hiperplazi)
ortaya cikabilir. Sperm sayisinda azalma veya morfolojisinde bozukluk varsa
hormonal inceleme yapilir. Testosteron hormonal dengenin bir élgutidir, FSH
ise endokrin dengesinden ¢ok sperm uretiminin durumunu yansitir. FSH,
testosteron ve oOstrodiol hormonlarinin  6lcimu periferik kan testiyle
oncelikli olarak vyapilir (Pavlovich, King, Goldstein, & Schlegel, 2001).
Testosteron ve FSH anormalse endokrin anormalligin tam yerini belirlemek
icin serum LH ve prolaktin duzeyleri dlgulebilir. Kontrol altina alinmamis
sistemik hastaliklar sperm Uretimini etkileyebileceginden aktif hastaliga iliskin
klinik kanit varsa tiroid hormonu tayini, karaciger fonksiyonu ve diger
organlara 6zel testler yapilmalidir (McAninch J. W., 2013).
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2.4.5 Diger degerlendirme yontemleri

Basta karyotip analizi ve Y mikrodelesyon analizi olmak Uzere genetik
testlerde yapilmakta olup bunun yani sira antisperm antikor tayini, sperm-
servikal mukus etkilesim testleri, reaktif oksijen tayini, akrozom reaksiyon
testi gibi nadir testlerde gerekli oldugunda istenmektedir (Aydos K., 2007).

2.5 - Semen Analizi ve Siniflandirilmasi

Erkek fertilizasyon potansiyelinin arastirimasindaki ilk adim rutin semen
analizidir. Dlnya saglik organizasyonuna goére geleneksel semen analizi
sperm sayisini, morfolojisini ve hareketliligini icermektedir (Oleszczuk et al.,
2011). WHO (World Health Organization) standartlarina goére fertilizasyonun
olmasi icin optimal sartlarda semenin mililitresinde on bes milyon
spermatozoa olmasi gerekmektedir. WHO tarafindan 1999 ve 2010 yillarinda
belirlenen normal sperm parametleri karsilastirmasi ve 2010 yilinda
belirlenen semen kalitesine baglh olarak semen analizi terminolojileri Tablo
2.2'de ve Tablo 2.3'de gdsterilmistir (WHO, 2010).

Tablo 2.2 Diinya Saglik Orgiitiine gére semen analizi referans dederler (World Health
Organization, 2010)

Parametre WHO 1999 WHO 2010
Semen hacmi (ml) >2 ml 1,5 ml

Toplam sperm (ejakulat/106) 40 milyon 39 (33-46) milyon
Sperm sayisi/mil 20 milyon 15 (12-16) milyon
Total motilite (%) >50 40 (38-42)

Hizli ileri hareketli,% 25 32 (31-34)
Vitalite (canh sperm,%) 75 58 (55-63)

Sperm  morfolojisi  (nhormal - 4 (3,0-4,0)

form, %)

pH >7,2 >7,2
Peroksizom-pozitif |6kosit <1,0 <1.0
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Tablo 2.3 Diinya saghk Orgiitli gére semen kalitesine iliskin terminoloji (World Health
Organization, 2010)

Semen analizi terminolojileri

Normozoospermi: Alt referans limitlerine esit veya ylksek toplam sperm sayisi (veya
raporlanan sonuca gore, konsantrasyonu) , ileriye dogru hareketli (PR) ve morfolojik olarak
normal spermatozoa ylizdeleri

Oligozoospermi: Alt referans limitinden disiik toplam sperm sayisi (veya raporlanan sonuca
gore, konsantrasyonu)

Asthenozoospermi: Hem ileri hareketli spermlerin (PR) hem de morfolojik olarak normal
spermlerin yilzdesi alt referans limitlerinden distk

Teratozoospermi: Alt referans limitinden dislik ylizdede morfolojik olarak normal spermler

Oligoasthenoteratozoospermi: Alt referans limitlerinden disik toplam sperm sayisi (veya
raporlanan sonuca gore, konsantrasyonu) , hem ileri hareketli (PR) hem de morfolojik olarak
normal spermlerin ylzdeleri

Azospermi: ejakulatta hi¢c sperm olmamasi
Aspermi: semen yok (retrograd ejakilasyon var veya yok)

Kriptozoospermi: taze preparatlarda sperm olmamasina ragmen
santrifijlenmis pellette gozlenir

Lokospermi :ejakilatta esik deger Ustinde l6kosit varlgi

Nekrozoospermi: ejakulatta distk ylzdede canli ve ylksek ylizdede cansiz spermler

2.5.1 Azospermi

Azoospermi, uygulanan dederlendirme yonteminin kantitatif analiz
limitine gb6re ejakllatin santrifijU sonrasinda pellette hic spermin
bulunamamasi durumudur (World Health Organization, 2010), tim erkeklerin
%1'inde, infertil erkeklerin % 15'inde tespit edilir ve obstruktif azoospermi
(OA) ve non-obstriktif azoospermi (NOA) olarak siniflandirilabilir (O'connell
et al., 2002; Wosnitzer et al., 2014).

Obstruktif azospermi (OA) - vas deferensin (CUAVD) dogustan tek
tarafli olarak yoklugunun veya konjenital bilateral vaz deferens yoklugunun
(CBAVD) bir sonucu olabilir. Kistik fibroz transmembran reguilatéri (CFTR)
proteininin mutasyonlar ile iliskili olup, bunun sonucunda vaz deferansin
olmamasina ve epididimisin kismen veya tamamen yokluguna yol acar (J. Y.
Lee, Dada, Sabanegh, Carpi, & Agarwal, 2011; Wosnitzer et al., 2014).
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Sperm tasiyan kanallarin tikanmasindan dolay! sperm elde edilemedigi icin
cerrahi yontemle tikanikligin gegirilmesi halinde spermatogenez normale
déner (J. Y. Lee et al., 2011). Azospermi vakalarinin % 40"'in1 olusturan OA,
tipik olarak normal ekzokrin ve endokrin fonksiyonun korunmasinin yanisira,
testiste normal spermatogeneze eslik eder (Association & Medicine, 2006).

Nonobstruktif azospermi - primer testis yetmezligi olarak bilinir.
Hipotalamik-pituiter-adrenal eksen anormallikleri  (sekonder testikiil
yetmezligi olarak da bilinir) ile iliskili olabilir. Iki farkli etyoloji hormon
seviyelerine gore kolaylikla ayirt edilir (J. Y. Lee et al., 2011). Bu erkeklerin
spermatogenez dlizeyleri, sperm Uretmeye yetmeyecek kadar disuktir.
Ureme yetmezligine herhangi bir cevresel faktér sebep olmamissa, béyle
vakalarin cogunda lUreme yetmezligi genetik bir temelden kaynaklanir (Kosar
& Ozgelik, 2007).

2.6 - Erkek Infertilitesinde Genetik Degerlendirme

Erkek infertilisine yol acan nedenlerin bir kismi sonradan olustugu
halde, bir kismi genetik koékenlidir. Ozellikle azospemik ve siddetli
oligospermik hastalarin etiyolojilerinde hem cinsiyet kromozomlarinda hem
de otozomal kromozomlarda meydana gelen sayisal ve yapisal bozukluklar
onemli yer tutar (Tablo 2.4) (Kosar & Ozgelik, 2007). Azospermi vakalarinin
yaklasik %29'unun, temelinde yatan faktor genetik anomalilerdir (Dohle et
al., 2002). Ayrintili bir genetik éykuyle birlikte, karyotip ve Y mikrodelesyon
analizleri bu bozukluklarin bir kismini saptayabilmektedir (Jungwirth et al.,
2012).
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Tablo 2.4 Erkek infertilitesi ile iligkili en sik gorllen genetik anomalilerin gértlme sikligi ve

fenotipi (Tahmasbpour, Balasubramanian, & Agarwal, 2014)

Genetik anormallikler Fenotip Goriilme sikhigi

Kromozom anomalileri azospermi —normospermi %2-10

Sayisal anomaliler %5-10 azospermi

Klinefelter sendromu azospermi —>siddetli oligospermi %?2-5 oligospermi

Diger cinsiyet sendromlari azospermi —>normospermi %70,1-0,2

Yapisal anomaliler

Robertsoniyan translokasyonlar = azospermi —>siddetli oligospermi %0,5-1

Resiprokal translokasyonlar azospermi —>siddetli oligospermi %0,5-1

Y kromozom delesyonlari ve azospermi —>siddetli oligospermi %5-10

mikrodelesyonlari

AZFa azospermi —>SCOS %0,5-1

AZFb azospermik  —>spermatogenezin %0,5-1
durdurulmasi

AZFc azospermi —>siddetli oligospermi %3-7

AZFb,c SCOS —>spermatogenezin %0,5-1
durdurulmasi

Parsiyel AZFc delesyonlari azospermi —>normospermi %3-5

Genetik mutasyonlar

CFTR obstruktif azospermi %4-5

2.6.1 Kromozomal anomaliler

Kromozom anomalilerin gérilme oranlari, normal populasyonda %.0,5

iken infertil erkeklerde bu oran %5,8’e yukselmektedir (Shah, Sivapalan,
Gibbons, Tempest, & Griffin, 2003). Infertil erkeklerde, spermatogenik
bozuklugun ciddiyetine bagh andploidi insidansi %?2-15 arasinda
gbzlenmektedir. Cinsiyet kromozom anomalilerin ise otozomal kromozom
anomalilerinden daha sik goruldigl tespit edilmistir (%4,2'ye karsin %1,5)
(Stouffs & Lissens, 2012). Azospermi veya oligozoospermisi olan erkeklerin
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yaklasik %3-13'Unde sayisal veya vyapisal kromozom anormallikleri
bildirilmistir (Durak Aras et al., 2012).

Kromozom anomalilerinin ¢ogu mayoz asamasinda olusmaktadir
(Martin, 2008). Mayoz bélinmede olusan kromozomal rekombinasyon,
spermatogenez sirasinda kromozomlarin dogru ayrilmasi icin de oldukca
onemlidir. Sperm dretiminde bozulma hem sayisal hem de vyapisal
kromozomlardaki ylksek frekans ile iliskilidir (Csilla Krausz, 2011).
Kromozom anomalileri sayisal ve yapisal anomaliler olmak Gzere ikiye ayrilir
(Poongothai, Gopenath, & Manonayaki, 2009).

2.6.1.1 Yapisal kromozom anomalileri

Yapisal kromozomal anomalileri, translokasyonlar, inversiyonlar,
delesyonlar, duplikasyonlar, izokromozom, insersiyon gibi kromozomlarin
yapillarinda dedisiklik yaratarak ortaya c¢ilkan aberasyonlar olarak
tanimlanabilir (Neto, Bach, Najari, Li, & Goldstein, 2016).

Infertil erkeklerde saptanan vyapisal kromozom anomali tasiyicilik
siklidi, genel popllasyona goére 6 kat daha ylksek bir ylizde (%2 oraninda)
olarak g6zlenmektedir. En sik gézlenen anomaliler ise sirasiyla; robertsonian
translokasyonlar %0,7, resiprokal translokasyonlar %0,6, inversiyonlar ise
%0,2 olarak siralanabilir (Anton, Vidal, & Blanco, 2011; Mau-Holzmann,
2005).

2.6.1.1.1 Resiprokal translokasyonlar

Resiprokal translokasyonlar homolog olmayan kromozomlar arasinda
parca dedisimi sirasinda olusmaktadir. Bu kromozom anomalileri azospermik
erkeklerde oligospermik erkeklere goére daha az goérilir. Resiprokal
translokasyonlar mayozda olusan hata sonucu spermatogenezde
olgunlasmada duraklamaya ve dengesiz gamet olusumuna yol acmaktadir
(Piomboni, Stendardi, & Gambera, 2014).

2.6.1.1.2 Robertsonian translokasyonlar

Iki akrosentrik kromozomun (13, 14, 15, 21 ve 22) kisa kollarinin kaybi
ve uzun kollarinin sentromer bdlgesinin yakinlarinda birlesmesi sonucu
olusmaktadir (Neto et al., 2016).
2.6.1.1.3 Inversiyon

Otozomal inversiyonlar genetik materyal kaybina neden olmayan
yapisal kromozom anomalileridir. Inversiyon sirasinda genetik materyal kaybi
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veya artisi yoksa (dengeli) klinik olarak énemli sonuglar karsimiza ¢ikmaz. Bu
durumlarda genelde ters ddénen gen diziliminde c¢ok buytk farklihklar
olmamaktadir. Eger yeni gen dizilimi bir artis veya eksilme ile sonuglanmissa
(dengesiz), hastalarda ciddi klinik tablo izlenilebilir. Perisentrik inversiyon
segregasyon calismalarinda dengesiz anomali tasiyan sperm oraninin %1 ile
%54 arasinda oldugu bildirilmistir (Karkucak M., 2016). inversiyonlar, mayoz
bélinmede homolog kromozomlarin eslesmesi sirasinda delesyon ve
duplikasyon olusumuna yol acarak germ hlcre arresti veya ylksek oranda
anoploid sperm hiucrelerinin olusumuna neden olmaktadir (Anton, Blanco,
Egozcue, & Vidal, 2005).

Kromozom 9 inversiyonlari erkek  tasiyicilarda azospermi,
oligozoospermi, astenozoospermi veya normozoospermiye neden olabilir.
Ayrica bu anomaliye sahip bireylerde sperm andploidi insidansi daha
yuksektir (Csilla Krausz & Riera-Escamilla, 2018).

2.6.1.1.4 46,XX kromozom kuruluslu erkek sendromu

46, XX erkek sendromu (ayni zamanda de la Chapelle sendromu olarak
da bilinir), Genetics Home Reference'a goére iyirmi bin ¢ocukta 1 gdérilme
sikhigina sahiptir (Csilla Krausz & Riera-Escamilla, 2018). SRY geninin X
kromozomuna translokasyonu, bu sendromun %80-90'iIndan sorumludur
(Bashamboo & McElreavey, 2016; Zenteno-Ruiz, Kofman-Alfaro, & Méndez,
2001). Y kromozomu ile X kromozomu arasinda bir translokasyon
gerceklesmesi sonucunda SRY iceren parcanin X kromozumuna gegmesiyle
karyotipi 46,XX olan fakat erkek fenotipinde gelisen bireyler ortaya cikar
(Dindar, 2016). SOX9 geni, SRY geninin dogrudan bir hedefidir ve asiri
ekspresyonu, SRY geninin yoklugunda erkek gelisimini taklit edebilir. SRY
negatif XX erkeklerde mutasyonlar ve SOX9 geninin yukari yonll regulasyon
bolgesinin klUglk duplikasyonlari gdsterilmistir (Zorrilla & Yatsenko, 2013).
Bu sendromu tasiyan erkeklerde Klinefelter sendromlu erkeklere gore
jinekomasti insidansi daha yuksektir ve istisnasiz azospermiklerdir (Vorona,
Zitzmann, Gromoll, Schiring, & Nieschlag, 2007).

2.6.1.2 Sayisal kromozom anomalileri

Ebeveynlerdeki germ hlcre olusumu sirasinda mayotik bélinmede
ayrilamama (non-disjunction) nedeniyle sayisal kromozom anomalileri
olusabilir. Bu anomaliler, infertil erkeklerde fertil erkeklere gére 8 kat daha
fazla goridlmektedir (Bourke, Herlihy, Snow, Metcalfe, & Amor, 2014;
Poongothai et al., 2009).
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2.6.1.2.1 Klinefelter sendromu

Azospermik hastalarin  %11’inin  ve infertil erkeklerin %3’Unln
etyolojisinde Klinefelter sendromunun rol oynadigi saptanmistir. Hastalarda
gorulen fazladan X kromozomu, genellikle gametogenez esnasinda ovum ya
da spermin normal seks kromozomu yaninda fazladan X kromozomu tasimasi
ile olusur. Zigot olustuktan sonraki mitoz evrelerindeki hatalardan
kaynaklanarak gelisen Klinefelter sendromlu olgular daha nadirdir (Peynirci
& Erturk, 2013).

2.6.1.2.2 XYY erkekleri

XYY sendromu bin canh erkek dogumdan birinde ortaya cikan bir
cinsiyet kromozom anéploidisidir. Bu anomaliye sahip Kkisiler siklikla uzun
boylu, agresif olabilirler ve davranis bozukluklari sergileyebilirler. Bunlarin
yanisira bu hastalarda iskelet bozukluklari ve zihinsel hastaliklarda gdrulebilir
(Ross et al., 2012).

2.6.1.2.3 Miks gonadal disgenezi

Fenotipik olarak, karisik gonadal disgenetik hastalar erkek, kadin veya
belirsiz cinsiyete sahip olabilirler. Bu hastalarin yaklasik % 33'Unde normal
karyotip goértlmektedir (Ceylan & Ceylan, 2015). Geri kalan hastalarda iki
veya Ug farkh hicre dizini olusur: 45,X/, 46,XY/, 47,XYY ve bunlardan 47,XYY
genellikle sonraki boélinmelerde kaybolabilir (Farrugia et al., 2013). Bu
hastalarda Y kromozomunun yeniden dizenlenmeleri goérilebildigi ve bu
oranin %32-63 dolaylarinda oldugu bildirilmistir (Lindhardt Johansen et al.,
2012).

2.6.1.3 Y kromozomu yapisal bozukluklari
2.6.1.3.1 Izodisentrik Y kromozomu

Izodisentrik Y (idicY) kromozomu insanda en sik bildirilen Y
kromozomunun aberasyonlarindandir (DesGroseilliers, Beaulieu Bergeron,
Brochu, Lemyre, & Lemieux, 2006). Izodisentrik kromozom olusumunun en
olasi mekanizmasinin izokromatitte bir kirllma ve ardindan U-tipi bir degisim
oldugu bilinmektedir (Bouayed Abdelmoula & Amouri, 2005).

1. idicYg kromozomu: Y kromozomunun kisa kollarinin kirilmasi ve uzun
kollarinin sentromer bdélgesinde birlesmesi ile sonuglanir.

2. idicYp kromozomu: Y kromozomunun uzun kollarinin kirilmasi ve kisa
kollarinin sentromer bdlgesinde birlesmesi sonucunda meydana gelir. Bu
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kirllma AZF boélgesini icerebilir. Delesyon veya yeniden
dizenlenmeye neden olabilir. Bunun yanisira bu olgularda cesitli diizeylerde
spermatogenik yetmezlik izlenebilir (DesGroseilliers et al., 2006; Faure et al.,
2007).

2.6.2 Y kromozomu ve infertilite

Y kromozomu mikrodelesyonlari, azosperminin en yaygin nedenidir ve
azospermik infertil erkeklerin % 5-15'inde goérlilmektedir. Y kromozomun
uzun kolu dzerinde bulunanan AZF Dboélgesi, sperm gelisimi ve
farkhlasmasindan sorumludur (Poongothai ve ark., 2009). AZF bdlgesi coklu
gen aileleri, AZFa, AZFb, AZFc bdlgelerini icermektedir (Ferlin ve ark., 2007).

2.6.2.1 Y kromozomu yapisi ve 6zellikleri

Insanda Y kromozomu tim genomun vyaklasik %?2-3’Gni olusturur.
Kisa kolu Yp ve wuzun kolu Yq olarak adlandirihr. Y kromozomu
psdédootozomal, heterokromatin ve Okromatin bdlgelerden  olusur.
Psbédootozomal bdlgeler (PARs) Yp'nin (PAR1) ve Yqg'nun (PAR2) ug
kisimlarinda bulunur (Sekil 2.3). Bu bodlgeler, mayoz esnasinda X
kromozomunun psédootozomal bdlgeleriyle rekombinasyona girerler.
Psbédootozomal bdlgede bulunan genler ayni otozomal genler gibi kalitilir
(Nailwal & Chauhan, 2016). Y kromozomunun c¢ogunu (%95)
rekombinasyona girmeyen bodlge (NRY) olarak adlandirilan kromozomun
heterokromatin ve oOkromatin bdlgeleri olusturur. Heterokromatin bdlge
Yg'nun distalinde bulunur ve genetik olarak etkisiz kabul edilen bu bdélgenin
codunlugunu tekrar dizileri (DYZ1 ve DYZ2) olusturur. Okromatin bélge ise
PAR1'in distalinde yer alir ve Yp ve Yg'nun parasentromerik bdlgeleri ile
sentromer bdlgesini olusturur. Cinsiyetin belirlenmesi, gonadoblastom, boy
kontroli ve spermatogenezden sorumlu tim aktif genler bu bu bdlgede
lokalize olmustur (Yigin & Gokge). Tekrar dizilerinin fazla olmasindan dolay! Y
kromozomunda delesyonlar sik gorultar (Griffin & Finch, 2005).

~> CTEEDT ~<3
N oA |
W
A 7
~ >
s S | heterokromatin

G crkede-O6zgu okromatin
SN psodootozomal kromatin

Sekil 2.3 Y kromozomu Uzerindeki dkromatin, heterokromatin ve psédootozomal bdlgeler
(Hawley, 2003)
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SRY geni (Sex Region of Y)

Bipotansiyel gonadin testis ydénline farklilasmasi icin gerekli olan gen
SRY'dir (Maan et al., 2017). Y kromozomunun kisa kolundaki (Yp) genler
(SRY) testis gelisiminde, uzun kolundaki (Yq) genler ise spermatogenezde rol
alirlar (Yigin & Gokge).

Ypl1l.3 bandinda tanimlanan ve intronsuz olan SRY'nin tek ekzonunun
olusturdugu 1,1 kb boyutundaki transkriptlerin Urettigi proteinler, iki ylz dort
aminoasit uzunlugundadir ve  HMG-BOX'a (high mobility group) ait homolog
diziler igerir (Sekil 2.4). HMG-BOX, ileri dizeyde korunan DNA baglayici,
yetmis dokuz aminoasitlik bir motiftir. DNA'nin kivrilmasina yardimci olarak,
hedef genin aktivasyonu veya supresyonunu ve gendeki transkripsiyonunun
hizlanmasi veya yavaslamasini saglar (Girardi, Mielnik, & Schlegel, 1997;
Hucklenbroich et al., 2005; Lipshultz, Howards, & Niederberger, 2009;
Ozdiler & Aydos, 2000).

SRY geni

[

Sekil 2.4 SRY geni ve HMG kutusu (Harley, Clarkson, & Argentaro, 2003)
2.6.2.2 Azospermi faktérl ve Y mikrodelesyonlari

Azospermik erkeklerin bir kisminda, Y kromozomunun uzun kolunda
(Ygll) delesyonlarin saptanmasi Uzerine spermatogenezin bu bdélgeden
reglle edildigi tahmin edilmis ve bu bodlge azospermi faktér bdlgesi (AZF)
olarak tanimlanmistir. AZF bélgesindeki genler yalniz spermatogenezle ilgili
genlerdir. Bu nedenle bu bdlgedeki delesyonlar fenotipik bozukluk yapmadan
izole spermatogenez defektine (siddetli oligospermi ya da azospermiye)
neden olur (Kosar & Ozcelik, 2007). Y kromozomunun uzun kolunda bulunan
AZF bdlgesi, AZFa, AZFb, AZFc ve AZFd bdlgelerine ayristirlmaktadir (Sekil
2.5). AZF genleri bu bdlgelerde bulunmaktadir (Klgutkaslan et al., 2013;
Simoni, Bakker, & Krausz, 2004). AZFb ve AZFc bodlgelerinde olusan
delesyonlarin etkisi fenotipik olarak farkl olsada, dizileri Yq bodlgesinde
cakismaktadir. Bu tip delesyonlar AZF b+c delesyonu olarak adlandirilir
(Yigin & Gokge).
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Y kromozomunun erkege-o6zgl bdlgesi (MSY)

Sekil 2.5 Y kromozomu (lzerinde protein kodlayan genleri iceren MYS (male specific region)
boélgesinin, AZFa, AZFb, AZFc bdlgeleri; PAR1 ve PAR2 bdlgelerinin sematik gérinimi
(Kido & Lau, 2015)

2.6.2.2.1 AZFa bélgesi

Y kromozomunun AZFa bdlgesinde yer alan genler spermatogenezde
rol oynarlar. AZFa bdlgesinin parsiyel delesyonlari hipospermatogenez ile
sonuglanmaktadir. Bu bdlgede olusan komplet delesyonlari ise seminifer
tublllerde germ hicre Uuretimi ve olgunlasmasini inhibe eder. AZFa
bélgesinde bulunan aday genler USP9Y, DBY ve UTY'dir (Majdic et al., 1998;
Suganthi, Vijesh, Vandana, & Benazir, 2014).

AZFa mikrodelesyonlari SCOS (sadece Sertoli hlcresi sendromu) ile
iliskilendirilmistir (Poongothai et al., 2009). Parsiyel AZFa delesyonlarinin
bildirilen prevalansi genis bir aralikta (%0,2-11) yer almaktadir (Kleiman et
al., 2012).

USP9Y (Ubiquitin Specific Protease 9, Y Chromosome)

USP9Y geni 46 ekzondan ve 159 kb genomik DNA'dan olusur. USP9Y
geni ubikitine 6zgl bir proteazi kodlar ve peptidaz C19 ailesine aittir (Sun et
al., 1999). USP9Y normal spermatogenez icin gerekli dedildir, ancak AZFa
bélgesindeki diger potansiyel aday genler ile kombinasyon halinde fertilite
Uzerinde etki gosterdigi distinilmektedir (Foresta, Ferlin, & Moro, 2000).

DBY (Dead/H box-3, Y-linked)
Ozellikle testis dokusunda ifade edilen DBY geni 16 kb uzunlugundadir
ve 17 ekzondan olusur (Foresta et al., 2000). Bu gen, adenozin trifosfata

(ATP) bagimli bir ribo nikleik asit (RNA) helikaz'la DEAD (asp-glu-ala-asp)
kutusu proteinini kodlar ve spermatogenez 6ncesi mayotik spermatogonia
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fazinda 6nemli bir rol oynar (Vineeth & Malini, 2011). Molekuler analizler,
infertil hastalarda DBY geninde saptanan delesyon veya mutasyon oraninin
USP9Y ve UTY genlerine gore daha yiksek oldugunu ortaya cikard! (Foresta
et al., 2000).

UTY (Ubiquitously Transcribed Tetratricopeptide Repeat Containing, Y-Linked)

UTY geni 30 ekzonludur ve X kromozomunda homologu vardir. UTY
tetratrikopeptid tekrarlari bakimindan zengin bir proteini kodlar. Bu gen AZFa
bélgesine karsilik gelen 5C araliginda yerlesmektedir (Greenfield et al.,
1998).

TB4Y (Thymosin, beta-4, Y chromosome)

TB4Y, insan Y kromozomunun uzun kolunda 5D bodlgesine
yerlesmektedir ve 2 ekzonludur (Yang et al., 2018). TBY4 geninin testikuler
fonksiyonlara katilmi bilinmemektedir (Colaco & Modi, 2018).

2.6.2.2.2 AZFb boélgesi

AZFb lokusu Yqll merkez bdlgesinde bulunur ve 3,3 Mb'lik alaninin
AZFc lokusunun 1,5 Mb'lik alani ile értismektedir (Colaco & Modi, 2018).
AZFb bodlgesi spermatosit olgunlagsmasinda gerekli olan bdlge olarak
bilinmektedir (Kichine et al., 2011). AZFb bdlgesi delesyonlarina sahip
hastalarda AZFa delesyonlarinin aksine normal spermatogonyum ve primer
spermatosit olusumu vardir. Ancak pre-mayotik spermatojenik duraklama ya
da SCO sonucunda azospermi gorulir. Bu bélge ok kopyali gen aileleri igerir.
(C Krausz, Hoefsloot, Simoni, & Tuttelmann, 2014).

RBMY1A1l (RNA binding motif protein, Y-linked, family 1, member Al)

RBM gen ailesinin bir Gyesidir ve erkek germ hucrelerinde eksprese olur
(Yigin & Gokge). RBMY1A1, N terminalinde bir RNA baglama motifi ve C-
terminalinde dort SRGY (serin, arginin, glisin, tirosin) kutular icerir (Kleiman
et al., 2012). Bu gendeki degisiklikler AZFb mikrodelesyonu fenotipinde
6nemli rol oynamaktadir (Elliott, 2000).

RPS4Y2 (Ribosomal protein S4, Y linked)

RPS4Y1 testiste ve prostat dokularinda eksprese edilir ve
spermatogenez sirasinda daha fazla ifade edilir. Ribozoma baglanan mRNA
icin gerekli olan yapisal olarak korunmus bir ribozomal protein alt birimini
kodlar ve spermatogenik surecin transkripsiyon sonrasi dizenlemesinde rol
oynar (Colaco & Modi, 2018; Lopes et al., 2010).
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EIF1AY (Eukaryotic Translation Initiation Factor 1A, Y linked)

Translasyon baslatict  bir faktéri kodlamaktadir. Homolodu X
kromozomu Uzerinde vyer alan eIF-1A'nin Y izoformunu kodlar.
Spermatogenezdeki roli henlz belirlenememistir (Yu, Wei, Jiang, & Zhang,
2015).

KDM5D (alias SMCY)

Doért  proteinli KDM5 ailesinin  bir dyesidir ve her iki cinsiyet
genomlarinda  korunmustur. KDMS5D, mayoz sirasinda kromozom
yogunlasmasinda énemli bir rol oynar ve bdylece AZFb delesyonlarina bagl
spermatosit asamasinda gozlemlenen olgunlasma tutuklugunu aciklar (Li et
al., 2016).

XKRY (X linked Kell Blood group precursor, Y linked)

XKRY geni, insan Y kromozomunun uzun kolunda 5L bdlgesinde
yerlesmektedir ve iki kopya halinde bulunur (Yang et al., 2018). XKRY geni,
spesifik olarak testiste eksprese edilir, ancak spermatogenezde rol
oynayabilecedi distnldlmiyor (Navarro-Costa, Plancha, & Gongalves, 2010).

HSFY (Heat Shock transcription factor, Y linked)

HSFY geni HSF (heat shock factor) gen ailesinin Uyesi olarak bilinir.
Sertoli hicrelerinde ve testisdeki spermatojenetik hiicrelerde bulundudgu ve
spermatogenezde rol oynadigi bilinmektedir (Bagci & Ylksel).

PRY (PTPN13-like Y linked)

AZFb bdlgesinde PRY1, PRY2 ve AZFc bdlgesindeki PRY3, PRY4
fonksiyonel kisimlari PRY geni tarafindan kodlanir. PRY1 ve PRY2, testise
O0zgu ifadeyi go6sterir, ancak germ hicrelerinde bu ifade dlzensizdir ve
sadece bazi sperm ve spermatidlerde saptanmistir. PRY-pozitif htcrelerin
yaklasik %40'l DNA fragmantasyonu gosterdiginden PRY geninin erkek germ
hiicre apoptozisinde rol oynadigi 6ne sidrdlmuistir (Stouffs et al., 2001;
Stouffs et al., 2004).

2.6.2.2.3 AZFc bolgesi
AZF boélgeleri arasinda delesyonlar en stk AZFc bdlgesinde goérilmekte

ve bunun sonucu olarak hipospermatogenez meydana gelmektedir. AZFc
bdlgesinin delesyonlari nonobstruktif azospermili erkeklerde yaklasik %12
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iken, ciddi oligospermisi olan erkeklerde ise vyaklasik %6 oraninda
goérulmektedir (Foresta, Moro, & Ferlin, 2001). AZFc lokusu Yg'nun distal
kisminda yer almaktadir ve 4,5 Mb'lik alan kapsamaktadir. AZFc lokusu iyirmi
bir aday gen ve 6zellikle testisde eksprese olan on bir transkripsiyon ailesinin
Unitelerini kodlamaktadir (Yu et al., 2015).

DAZ (Deleted in Azoospermia)

DAZ, infertil erkeklerin Y kromozomunda siklikla delesyona ugrayan bir
gen olarak bilinmektedir (Colaco & Modi, 2018). Bu gen gruplan AZFc
lokusunun distalinde yer alan, ardisik tekrarlanan iyirmi dért aminoasitlik 7-
11 kopyadan olusan bir proteini kodlarlar. DAZ gen gruplan AZFc lokusunun
42 kb’lik bir bélgesini kapsarlar. DAZ genlerinin dort kopyasi var, birinci
kimede DAZ1 ve DAZ2, ikinci kimede DAZ3 ve DAZ4 olmak seklinde iki
kimede olusmaktadirlar. Dért DAZ geninin tamami (>%99.9) ayni DNA
dizisine sahiptir (Saxena et al.,, 2000). DAZ geninin kopyalari
spermatogonialarda eksprese olurlar ve spermatogenez igin dnemli olan RNA
- baglayicl proteini kodlarlar (Alechine & Corach, 2014). DAZ gen ailesinden
herhangi bir kopyasinda kayip olustugunda infertil erkeklerin, azospermiye
veya siddetli oligozoospermiye ¢ok yatkin olabildigi bilinmektedir (Lu et al.,
2014; Sen et al., 2015). DAZ gen ailesi, germ hicre gelisimi icin kritik ve
onemli rol aldigi kabul edilmektedir (Colaco & Modi, 2018).

CDY (Chromodomain Protein Y linked)

AZFc bolgesi CDY geninin iki identik (CDY1A ve CDY1B) kopyasini
kendinde barindirtlyor. Bunun yanisira P5 palindromunda bir gift (CDY2A ve
CDY2B) gibi yakindan iligkili genlere sahiptir. CDY1 geni, N-terminal
kromatin-baglayici bolge iceren gen ekspresyonununda, kromatin yeniden
dizenlenmesinde bir proteini kodlar (Lahn et al., 2002; Vogt, 2005).

BPY2 (Basic Protein Y linked, 2)

BPY2 geni, spermatositlerin gekirdedinde, yuvarlak spermatidlerde ve
spermatogoniumlarda lokalize olur. Spesifik olarak testiste eksprese edilir ve
protein Urinu erkek germ hicre gelisiminde rol oynamaktadir. Bu genin
neredeyse identik olan kopyalari (BPY2A, BPY2B ve BPY2C) Y kromozomu
Uzerinde mevcuttur (Tse et al., 2003). BPY2 geninin, kuguk pozitif yukla
protein kodladigi ve spermatogenezin hiicre iskeletinin dlizenlenmesinde rol
oynadigi distunltlmektedir (Singh et al., 2015). BPY2 genindeki bazi genetik
varyantlar SCO'larla iligkilidir (Choi et al., 2007).
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TTY4 (Testis-Specific Transcript, Y-Linked 4)

TTY4 geninin U¢ kopyasi vardir, TTY4A, TTY4B ve TTY4C. Bu gen
proteini kodlamayan bir RNA olarak dusunidlmektedir, fakat ayrintili olarak
incelenmemistir (Repping et al., 2002; Repping et al., 2004). Ancak, 2018
yilinda yapilan bir galismada, bir veya daha fazla TTY4C geninin kopyasinin
kaybi, erkek infertilitesi ile iliskili oldugu bulunmustur (Colaco & Modi, 2018).

2.6.2.2.4 AZFd bélgesi

AZFd lokusu ilk defa multipleks PCR reaksiyonlari kullanilarak
tanimlanmistir.AZFb ve AZFc arasinda yer alabilecegi dustndlmuastar
(Kent-First et al., 1999). AZFd bdlgesi son yillarda yapilan galismalara gore,
ayri bir gen bolgesi olarak AZFb ve AZFc boélgeleri arasinda yer aldigi
bilinmektedir.

AZFd delesyonlu hastalar hafif oligozospermisi veya normal sperm
sayisl olmasina ragmen anormal sperm morfolojisine sahip olabilirler (Lahn,
Pearson, & Jegalian, 2001). Ayrica, infertil erkeklerde AZFd delesyonlarini
bildiren yeni calismalar, erkek fertilitesinde AZFd lokusunun 6énemli rolunun
olabilecegine daha fazla gliven katmaktadir (Al-Achkar, Wafa, & Moassass,
2013; Hussein, Vasudevan, Patimah, Prashant, & Nora, 2015).

2.6.2.2.5 Y mikrodelesyon mekanizmasi

Y kromozom  mikrodelesyonlari, homolog rekombinasyondaki
hatalardan dolayr meydana gelir.

AZFa delesyonlari, proksimal Yqgll bdlgesinde yer alan iki insan
endojen retroviral sekansi olan HERV15yql ve HERV15yg2 arasindaki
homolog intra-kromozomal rekombinasyondan kaynaklanir (Sun et al.,
2000). AZFb delesyonlar ise, Yg kolunda yer alan palindrom P5 ve palindrom
P1'in proksimal kolu arasinda olusan homolog rekombinasyondan
kaynaklanir (Repping et al., 2002). AZFc delesyonlarinin, P3 ve P1
palindromlaninda yer alan b2 ve b4 sub-amplikonlar arasindaki homolog
rekombinasyondan kaynaklandigi gosterilmistir. AZFc bdlgesinin  Yql2
heterokromatik bélgeye yakin yerlesmesi, ayni zamanda, esit olmayan intra-
kromozomal rekombinasyon vylzdesini de tetikleyerek AZFc delesyonunu
arttinr (Kuroda-Kawaguchi et al., 2001; Suganthi et al., 2014).

2.6.2.3 Y kromozom parsiyel delesyonlari

Komplet AZFc, parsiyel AZFa veya parsiyel AZFb delesyonun varligi
durumunda basarili TESE prosedlri (testisten matlir sperm elde edilmesi)
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uygulanabilmektedir. Bu nedenle Y kromozom delesyonunun yerinin ve
delesyon buyukliginin saptanmasi biylik 6nem tasimaktadir (komplet ya
da parsiyel). Y kromozom delesyonlarinin rutin olarak taranmasi
intrasitoplazmik sperm injeksiyonu (ICSI) tedavisi 6ncesinde o6nemlidir
(Nussbaum, Mclnnes, & Willard, 2015).

AZFc boélgesi amplikonlara sahip genis alanlardan olusmaktadir. Bes
adet genis ve ters ydnde yerlesmis palindromik dizilim bulunur: bl, b2, b3,
b4 ve gr/gr. Bu dizilimler cesitli blyUkllkte delesyonlara yatkinlk olusturur.
(Dindar, 2016). AZFc bélgesindeki dnemli gen kaybina neden olan parsiyel
delesyonlarin (yani b1/b3, b2/b3 ve gr/gr delesyonlarn) infertilite lGzerinde
etkisi belirsizdir (Hucklenbroich et al., 2005). Gr/gr delesyonlari, AZFc
bdlgesi icinde yer alan 1,6 kb'lik bir bélgenin delesyonu olarak bilinmektedir.
Her zaman azospermi ya da oligospermiye yol acmayan bu delesyonlarin
semen kalitesini disltrdlgl, subfertiliteye ya da infertiliteye yol acan bir risk
faktord oldugu yapilan bir meta-analizle gosterilmistir (Dindar, 2016).

Parsiyel AZFb delesyonlari, olgularin %50'sinde sperm geri kazanimi ile
iliskili iken, tam AZFb tam AZFb delesyonu olan bir hastada, olgun
spermatozoa bulunma olasiligi ¢cok disuktir (Csilla Krausz, Quintana-Murci,
& McElreavey, 2000).

2.6.2.4 Y kromozom mikrodelesyon tayin yéntemi
2.6.2.4.1 Multipleks PCR ybntemi

Devyser AZF kiti kullanilarak yapilan diagnostik testler Y-
kromozomunun AZFa, AZFb ve AZFc bdélgelerinin sekans etiketli bdlgelerinin
(STS - sequence-tagged sites) PCR amplifikasyonuna dayanir. Bir STS
markerinin  basarii amplifikasyonu, analiz edilen bdlgenin varligini
gosterirken, polimeraz zincir reaksyonu (PCR) amplifikasyonunun
gerceklesmemesi ise delesyon varhginin gostergesidir (Sekil 2.6). Toplam on
dért marker icin primerler bir multipleks PCR reaksiyonunda birlestirilir
(Devyser AZF, Instructions for Use, 7-A101-En, Jan-2012 © Devyser AB
2009-2012) (Sekil 2.7).
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STS Marker Lokus Hauiitada :a‘;::et
pozisyonu ugu
(£2,5 bp)
sY255** DAZ1-4 13 123 bp
sY131 DYS222 10 169 bp
sY90 DYS278 8 175 bp
sY81 DYS271 3 208 bp
sY625 G65849 B 254 bp
sY127** DYS218 9 273 bp
sY157 DYS240 14 290 bp
sY134%* DYS224 11 304 bp
sYB6** DYS148 4 318 bp
sY8a** DYS273 6 329 bp
sY254** DAZ1-4 12 376 bp
M259 DDX3Y 7 396 bp
ZFY/ZFX ZFY / ZFX 2 432/433 bp
sY14 (SRY) SRY 1 464 bp

Sekil 2.6 STS primer seti (Devyser AZF, Instructions for Use, 7-A101-En, Jan-2012 ©
Devyser AB 2009-2012)

Harita | sTs Lokus Bolge
1 sY14 SRY
Yp11.3
2 ZFY ZFY
3 sY81 DYS271 | ygi11.21 o
a sY86 DYS148 \-
s sY625 G6e5849
AZFa
(<) sY84 DYS273
7 M259 DDX3Y
8 sYS0 DYS278 Yqi11.221
=] sY127 | DYs218
10 sY131 DYS222 AZFD
11 sY134 DYS224
12 sY254 DAZ1-4
13 sY255 DAZ1-4 AZFc
14 sY157 DYS240

Sekil 2.7 Y kromozomundaki marker pozisyonlarinin sematik gérinimi (Devyser AZF,
Instructions for Use, 7-A101-En, Jan-2012 © Devyser AB 2009-2012)
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2.6.2.4.2 MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)

Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) yodntemi
2002'de Schouten ve arkadaslar tarafindan tanimlanarak relatif kantitatif
PCR yontemi olarak tariflenmistir (Schouten et al., 2002). MLPA (Multiplex
Ligation-dependent Probe Amplification) tek bir nikleotid degisikligi olan
dizilerin dahi ayrimini saglayacak sekilde, elliye kadar farkli genomik DNA
veya RNA dizisindeki normal olmayan kopya sayisinin tespitini saglayan bir
multipleks PCR yontemidir. MPLA icin tipik olan hedeflenen dizilerin degil,
MLPA problarinin hedef diziyle hibridizasyonun ¢ogaltiimasidir. MLPA teknigi,
kullanimi daha hizli, ucuz , kolay ve bircok laboratuvarda uygulanmasi
mumkun olan bir tekniktir. MPLA calismasi icin sadece bir termalcycler ve
kapiler elektroforez cihazina ihtiya¢ duyulur. Standart multipleks PCR’a
karsin, MPLA amplifikasyonu igin bir gift PCR primeri kullanilir. Ayni anda 96
numuneyi 24 saat icinde sonuc¢ alacak sekilde isleme tabi tutmak
mumkindidr. SALSA MLPA kiti ile amplifiye edilen trtnler 130 ile 480 nt
arasindaki uzunluklarda degisir ve kapiler elektroforez ile analizi yapilabilir.
Elde edilen pik paterninin referans 6rnek ile karsilastirilmasi hangi dizilerin
normal olmayan kopya sayisini gosterdigini belirler. MLPA ybdntemi; hedef
DNA denatlirasyonu ve problarin hibridizasyonu, ligasyon (baglanma)
reaksiyonu, PCR reaksiyonu, amplifiye urtnun elektroforez ile ayristirilmasi,
verilerin analizi olmak Uzere 5 basamakta gerceklesmektedir (Sekil 2.8)
(https://www.mlpa.com).

a PCR primer dizisi X
PCR primer dizisi Y ——50\_ Hibrids=asyon J"_‘
‘\ dizis =
= S / = S~ /
Hedef A Hedef B8
b
X ¢
(5 N
= 3 Hedef A S’
I 5
& 3 HedefB 5
Y x Y x
5 3° 5 3’
d

Fragman Analizi

11|
|‘ l';‘lll""";' ".‘?l"'.l-'

Sekil 2.8 MLPA yénteminin basamaklari:a) probun hedef diziye hibridizasyon asamasi;
b) probun iki pargasinin termostabil ligaz tarafindan hedef dizilerine birlestirilmesi
(ligasyon) asamasi; c) PCR amplifikasyon asamasi; d) analiz asamasi
(https://www.mlpa.com)
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3 - GEREC VE YONTEMLER
3.1 - Orneklerin Eldesi

Calisma grubumuz ESOGU Tip Fakiltesi Uroloji Anabilim Dali'na
basvurup, klinik olarak azospermi tanisi almis ve Tibbi Genetik Anabilim dali
Tibbi Genetik poliklinigimize yonlendirilen hastalar arasindan secilerek
olusturulmustur. Calismaya dahil edilecek hastalar, detayl 6yka alimi, fizik
muayene, sperm Olcimleri ve sitogenetik incelemeleleri yapildiktan sonra
herhangi bir ek saglik problemi olmayan, normal karyotipe sahip olup sadece
infertilite sikayeti olan hastalar arasindan secilmistir. Multipleks PCR
yontemiyle analiz sonucunda Y mikrodelesyonu saptanmayan elli infertil
birey hasta grubumuzu, on bes fertil birey ise kontrol grubumuzu
olusturmustur. MLPA analizi galisma yéntemine gdre gerekli sayida fertil olan
bireylerin DNA'lari referans olarak kullanilmistir. Tim hastalardan ve
kontrollerden bilgilendirilmis onam formu alinmistir.

3.2 - Geregler

MLPA analizinde kullanilan cihaz ve sarf malzemeler asadida
maddeler halinde belirtilmistir.

3.2.1. Kullanilan geregler

Magna Pure Compact DNA Ekstraksiyon Robotu (Roche)
Nanodrop 1000 (peqglLab)

Mikrosantriftj (Eppendorf)

PCR tupleri (0,2 ml)

Ependorf Tupl (1,5 ml'lik)

Mikro pipet takimi (2-20-100-1000 pl) (Gilson)

Vorteks (Heidolph)

Thermal cycler (PE GeneAmp PCR System 9700)

3130 Applied Biosystems Multiwell 96-well plate

3130 Applied Biosystems Multiwell 96-well septa
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Kapiller Elektroforez Cihazi (ABI Prizm 3130)
Su banyosu
Buzdolabi (Arcelik)

Derin dondurucu (Argelik)

3.2.2 Kullanilan kimyasal malzemeler
DNA Ekstraksiyon Kiti (Qiagen p/n 69504)

SALSA MLPA Y-Chromosome Microdeletions probemix (SALSA P360-A1 - MRC
Holland)

Performans Optimize Edici Polimer 7 (POP7 TM) (ABI)
10X EDTA'lI Buffer (ABI)
Gene Scan 500 Rox Internal Size Standart (ABI)
Hi-Di Formamide (ABI)
Mineral Yag (Roche)
Proteinaz K (Qiagen)
Distile Su
Etanol (95%) (Tekel)
3.2.3 SALSA MLPA P360-A1 (lot A1-1011) ve prob kiti

P360-Al1 Y-Kromozom Mikrodelesyonlari probemix kiti, 136 ila 500
nikleotid (nt) arasinda olan 53 MLPA probu icermektedir. Ilave olarak
icerdigi 120 nt'den klglk dokuz kontrol probunun dérdii 64-70-76-82 nt olan
miktar fragmentleri (Q-fragments), U¢ tanesi 88-92-96 nt olan DNA
denaturasyon kontrol fragmentleri, biri 100 nt olan X fragmenti ve 105 nt
olan Y fragmentidir. Bu P360-A1 probemix kiti, AZFc bdlgesi icinde bulunan
sekanslari tespit eden 13 prob icermektedir. Bu problarin 5'i AZFc bdlgesinin
2 defa ifade edilen dizisini, iki prob AZFc icinde bulunan 3 hedefi tespit

ederken, bir prob AZFc bdlgesinde 2 hedefi ve AZFb bdlgesinde 1 hedefi
tespit etmektedir.
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AZFb bdlgesinde 2 hedefi tespit eden 3 prob ve AZFb'de bir kere ifade
edilen diziyi tespit eden 1 prob , bunun yanisira AZFc'de iki kere ve AZFb'de
bir defa ifade edilen diziyi tespit eden 1 prob dahil olmak Uzere toplamda
AZFb'yi tespit eden 16 prob icermektedir. AZFa bdlgesinin dizilerini tespit
eden 14 prob icermektedir (Tablo 3.1, Tablo 3.2) (https://www.mlpa.com).

Tablo 3.1 SALSA MLPA P360-A1 prob kitinin bélgeleri (https://www.mlpa.com)

Uzunluk SALSA MLPA prob Kromozomdaki yeri Saptanan dizi

(nt) referans hedef-spesifik sayisi
(UCSC Genome

Browser'e esasen)
64-70-76-82 | Q-fragmanlari: DNA miktari; sadece 100 ng'dan az olan DNA 6rnedinde gérulebilir.

88-92-96 D-fragmanlari: 88 veya 96 nt'lik fragmanlarin disik sinyali tamamlanmamis denatiirasyonu
gosterir

100 X-fragmani: X kromozomuna 6zgl

105 Y fragmani: Y kromozomuna 6zgl

136 EIF1AY probe 11734 - L12517 Yq11.222 1
142 PPP1R12BP1 probe 12733 - Yq11.23 1

L14796

147 RBMY2CP probe 11804 - L12599 Yq11.223/Yql1.23 2
153 Referans prob 12212-L13140 3p21 1
160 CDY2B probe 15236-L17486 Yq11.221 1
166 BPY2 probe 11739-L13811 Yq11.223 1
178 BPY2 probe 11740-L14251 Yq11.223 1
184 VCY1B probe 15238-117485 Yq11.221 1
190 Referans prob 06378-L05844 6p25 1
196 Referans prob 08170-L08050 5q22 1
202 KDMS5D probe 11744-113987 Yq11.222 1
208 KDM5D probe 11747-L12530 Yq11.222 1
215 UTY probe 11812-113342 Yq11.21 1
223 CDY2A probe 11749-.18625 Yq11.221 1
228 RPS24P1 probe 15239-118627 Yq11.21 1
234 CDY2A probe 15245-118626 Yq11.221/Yq11.223/Yq11.23 3
241 KDM5D probe 11754-L12537 Yq11.222 1
247 ARSEP prob 11818-117483 Yqi1.21 1
252 KDM5D probe 11756-L13817 Yq11.223 1
259 RBMY1J probe 11757-113818 Yq11.223 1
265 DAZ2 probe 11758-L12541 Yq11.223/ Yql11.23 2
271 Referans prob 14361-L00694 4q35 1
276 SRY probe 01023-L15420 Yp11.31 1
283 DAZ2 probe 12738-1L12543 Yq11.223/Yql11.23 2
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Tablo 3.1 SALSA MLPA P360-A1 prob kitinin bdlgeleri (devami)
(https://www.mlpa.com)

Uzunluk SALSA MLPA prob

(nt) referans

Kromozomdaki yeri Saptanan dizi
sayisi
(UCSC Genome

Browser'e esasen)

hedef-spesifik

64-70-76-82 Q-fragmanlari: DNA miktari; sadece 100 ng'dan az olan DNA 6rnedinde gorulebilir.

88-92-96 D-fragmanlari: 88 veya 96 nt'lik fragmanlarin diisik sinyali tamamlanmamis denatlirasyonu
gosterir
100 X-fragmani: X kromozomuna 6zgu
105 Y fragmani: Y kromozomuna 6zgu
288 CDY2B probe 11759-1.14252 Yql1.221 /Yql1l.222 2
292 Referans prob 08790-L11322 10qg21 1
301 DAZ2 probe 11761-L12544 Yql1.223 /Yqll1.23 2
307 DPY19L2 probe 17170-L20718 12q14.2 1
312 UTY probe 11824-120831 Yqll.21 1
319 RPS24P1 probe 11825-120832 Yqll.21 1
327 USP9Y probe 11826-112621 Yqll.21 1
333 Referans prob 01790-L10676 13q14 1
342 VCY1B probe 15243-115069 Yqll.221 1
gg; UTY probe 11828-119232 Yq11.21 1
361 VCY1B probe 15240-L18629 Yqll.221 1
366 CDY1B probe 15246-L12554 Yg11.223 / Yq11.23 2
USP9Y probe 15244-1.12618 Ygll.21 1
373 BPY2 probe 11768-L14716 Yq11.223 (2x)/ Yq11.23 (1x) 3
ggg DPY19L2 probe 17171-L20390 12q14.2 1
RBMY2DP probe 15241-L12617 Yql1.23 1
396 HSFY1 probe 15247-L18630 Yql1.222 (2x) 2
402 VCY1B probe 11852-L18631 Yqll.221 1
409 HSFY1 probe 11772-L12555 Yqll1.222 1
418 BPY2 probe 11773-L12556 Yql1.223 1
427 RBMY1J probe 11774-L12557 Yq11.223 1
436 HSFY1 probe 12740-L18632 Ygl11.222 (2x) 2
445 KDMS5D probe 11776-1L12559 Yqll.222 1
454 USP9Y probe 11836-L12631 Yqli.21 1
463 NLGNA4Y probe 11853-L12650 Yql1.221 1
472 Referans prob 14160-L20657 2p25 1
486 BPY2 probe 15248-1.19234 Yql11.221/Yq11.223/ Yql11.23 3
490 EIF1AY probe 15249-1.12560 Yql1.222 1
500 Referans prob 12462-L19605 22q12 1
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Tablo 3.2 SALSA MLPA P360-A1 kitinin Y kromozom lokasyonuna gére dlzenlenmis problari
(https://www.mlpa.com)

Uzunluk

(nt)

276
319
228
247
366

327
454

347
312
215
342
184
402
355
463
160
288
223
234
288
396
436
409
436
396
241
202
445
208
252

490
136

427 A
259 A

418 A
166 A
178 A

SALSA MLPA prob

SRY prob 01023-L15420
RPS24P1 prob 11825-L20832
RPS24P1 prob 15239-L18627
ARSEP probe 11818-L17483
USP9Y probe 15244-1.12618
sY85 STS marker

USP9Y probe 11826-L12621
USP9Y probe 11836-L12631
G34990 STS marker

UTY probe 11828-L19232
UTY probe 11824-L20831
UTY probe 11812-L13342
VCY1B probe 15243-L15069
VCY1B probe 15238-L17485
VCY1B probe 11852-L18631
VCY1B probe 15240-L18629

NLGN4Y probe 11853-L12650

CDY2B probe 15236-L17486
CDY2B probe 11759-L14252
CDY2A probe 11749-L18625
CDY2A probe 15245-L18626
CDY2B probe 11759-L14252
HSFY1 probe 15247-L18630
HSFY1 probe 12740-L18632
HSFY1 probe 11772-L12555
HSFY1 probe 12740-L18632
HSFY1 probe 15247-L18630
KDM5D probe 11754-1L12537
KDM5D probe 11744-L13987
KDM5D probe 11776-L12559
KDMS5D probe 11747-1L12530
KDMS5D prob 11756-L13817
sY127 STS marker

EIF1AY probe 15249-1L.12560
EIF1AY probe 11734-L12517
sY133 STS marker

sY1258 STS marker

sY133 STS marker

sY1258 STS marker

RBMY1] probe 11774-L12557
RBMY1] probe 11757-L13818
sY1197 STS marker

sY1197 STS marker

BPY2 probe 11773-L12556
BPY2 probe 11739-L13811
BPY2 probe 11740-L14251
sY1191 STS marker

HG19
prob
baslangici

2655484

14326976
14355188
14482862
14628475
14638000
14767317
14928146
15032000
15360054
15414769
15716249
15875243
16036660
16190399
16349354
16558890
19566622
19571702
20064415
20064544
20607999
20705073
20789494
20810589
20854606
20939031
21494326
21510472
22082204
22160145
22179719
22570000
22645153
22669283
23978000
24239000
23978000
24239000
24425431
24431853
24872000
24872000
24873002
24873540
24875225
24876000

AZF
lokusu

AZFa
AZFa
AZFa
AZFa

AZFa
AZFa

AZFa
AZFa
AZFa
AZFa
AZFa
AZFa
AZFa
AZFb
AZFb
AZFb
AZFb
AZFb
AZFb
AZFb
AZFb
AZFb
AZFb
AZFb
AZFb
AZFb
AZFb
AZFb
AZFb
AZFb
AZFb
AZFb

AZFb

AZFb

AZFc
AZFc
AZFc
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Parsiyel dizi
(ligasyon bolgesine 24 nt
yakin)

GCACTGAAAGCT-GTAACTCTAAGT
TTACAGAAGGTA-TGTCCTTGCACT
TCCCTAGTGCTA-CTGCCTCACTTA
ACCTTCCCAGCA-AGCCGCCTTGAA
ATCATGTGGCAT-TACCTCATTTGC

GAAAGGCAAGGA-CTTTACCTTAAA
CTGTTCCTGATA-GAAGGAATCATG

GTACTTTCTTCA-TGCATTATTGCA
ATTGGTCCAGGA-GATTGTGAATGG
AGGATCCTGGAT-ATTCCACTACCA
TCCCTTTCTACA-CTTAGATCTCTG
GCATATTGAGTA-GATCATTCCTAG
CACGTTCGCTCA-GTTCTCACTGAT
GGAGTAGACCAA-GAGAGGAATATA
TTCTGCGTGGCA-TCACAGTCTTCC
TTCCAGCCAGGA-CACATCTGGAAA
CTTCTGGCTGAA-CTGCGGCACCAA
GGCTGTTAATGA-ATTCGTTAATGC
ATTTTCTGTTAA-CCTTAGTGTAAA
CTTCTGGCTGAA-CTGCGGCACCAA
ATTTGATGATGA-AGATTTAGCAGA
AAAGAACACATA-CCAATATAGCTG
CTGGACTATGGA-TGCAACTTCCGA
AAAGAACACATA-CCAATATAGCTG
ATTTGATGATGA-AGATTTAGCAGA
CCAACAAAGTCT-TACAATTATACT
CAATTTTGTCCA-TACTTTTGGTTA
CTGATTGGAGCA-CTCAGCCTAAAC
GACCAGGTTCAT-GCCAATATATTT
GATCTGAAGTTA-CTGATGAATCTG

ACTTTCTAAATG-TTCTTGAATGTA
CCTGATTCTCCA-ATGGCTTCATAG

TGGCAAATCCAT-AATATTACAACA
TACAACCAGAGA-TAATGTAAATAG

TTTACATGGTAA-ATTGATGTGCTT
TAGGAGAAAATA-ACAAAATAATGA
CACAGAAATATA-TACACTGTTTGA

Sonraki
proba olan
mesafe

11671.5 kb
28.2 kb
127.7 kb
145.6 kb
138.8 kb

160.8 kb
431.9 kb

54.7 kb
301.5 kb
159.0 kb
161.4 kb
153.7 kb
159.0 kb
209.5 kb

3007.7 kb
5.1 kb
492.7 kb
0.1 kb
543.5 kb

97.1 kb

84.4 kb

21.1 kb

44.0 kb

84.4 kb
555.3 kb

16.1 kb
571.7 kb

77.9 kb

19.6 kb
465.4 kb

24.1 kb
1756.1 kb

6.4 kb
441.1 kb

0.5 kb
1.7 kb
42.6 kb
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Tablo 3.2 SALSA MLPA P360-A1 kitinin Y kromozom lokasyonuna gére diizenlenmis problari
(devami) (https://www.mlpa.com)

Uzunluk

(nt)

486
373

283
147

301
265
361
234

486
373

373
486

234
361
265
301
147
283
142

389

SALSA MLPA prob

BPY2 prob 15248-1.19234
BPY2 prob 11768-L14716
sY254 STS marker 1 kopya
sY254 STS marker 2 kopya
sY1291 & sY1189 STS
markerlari

DAZ2 prob 12738-L12543
RBMY2CP prob 11804-
L12599

DAZ2 prob 11761-L12544
DAZ2 prob 11758-L12541
CDY1B prob 15246-L12554
CDY2A prob 15245-1.18626
sY1206 STS marker 1 kopya
BPY2 prob 15248-1.19234
BPY2 prob 11768-L14716
sY254 STS marker 3 kopya
sY254 STS marker copy 4
BPY2 prob 11768-L14716
BPY2 prob 15248-1.19234

CDY2A prob 15245-1.18626
CDY1B prob 15246-1L12554
DAZ2 prob 11758-L12541
DAZ2 prob 11761-L12544
RBMY2CP prob 11804-
L12599

DAZ2 probe 12738-L12543
sY1201 STS marker
PPP1R12BP1 prob 12733-
L14796

RBMY2DP prob 15241-
L12617

HG19
prob
baslangici

24917874
24967068
25316000
25373000
25505000

26551617
26600816
26952000
26987000
27361515
27410721

27711031
27904086
28100127
28342689
28392357

28440706
28458000
28481778

28570146

AZF
lokusu
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Parsiyel dizi
(ligasyon bolgesine 24 nt
yakin)

TCTTTGTATTCA-TGCCAAGAAACG
TCATATGTCTGA-AGTCAGAACTTG

GTTCAGCTGGCA-AGCTAGCTGTGC
TTGCAATGCCAA-TGCAATCCCACA

AGTATATTCCCA-TTCCTAATAATG
CAGTGCTTCTGA-ATGATTTTCAGT
CCTTACTGCTTA-AGGCCGTATTTC
ATTTTCTGTTAA-CCTTAGTGTAAA

CCTTACTGCTTA-AGGCCGTATTTC
TCATATGTCTGA-AGTCAGAACTTG

TCATATGTCTGA-AGTCAGAACTTG
TCTTTGTATTCA-TGCCAAGAAACG

ATTTTCTGTTAA-CCTTAGTGTAAA
CCTTACTGCTTA-AGGCCGTATTTC
CAGTGCTTCTGA-ATGATTTTCAGT
AGTATATTCCCA-TTCCTAATAATG
TTGCAATGCCAA-TGCAATCCCACA
GTTCAGCTGGCA-AGCTAGCTGTGC
AGCATTTGGAGA-TGCTCCAGAAGA

CACTGAATGGAA-AAGTACAGCTGG

Sonraki
proba olan
mesafe

49.2 kb
555.1 kb

48.3 kb
49.7 kb

242.0 kb
196.1 kb
193.1 kb
300.3 kb

49.2 kb
760.7 kb

49.2 kb
300.3 kb

193.1 kb
196.0 kb
242.6 kb
49.7 kb
48.3 kb

41.1 kb

88.4 kb
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3.3 - YOontemler

3.3.1 Qiagen® ekstraksiyon kiti ile periferik kan érneklerinden DNA
elde edilmesi

Periferik kan érneklerinden DNA elde edilmesinde Qiagen® Ekstraksiyon
Kiti kullanilmistir. DNA izolasyonu icin Uretici firmanin 6nerdigi protokol
aynen uygulanmistir:
- Su banyosunun sicakligi 56 °C'ye getirilmistir.
- Kan ornekleri ve diger malzemeler oda sicakligina getirilmistir.
- 1,5 ml ependorf tip strafora konulup tzerine protokol numarasi yaziimistir.
- 20 pl proteinaz K ependorf tipunlin dibine konmustur.

- 100 ul hasta kan 6érnegi ependorf tliplne eklenmistir.

- PBS tamponu calkalanip karistirildiktan sonra ependorf tipline 120 pl
eklenmistir.

- Bu karisim 15 sn. vortekslenmistir.

- 56 °C'de 10 dk. inkUbe edilmistir.

- Cok kisa sureli santrifj edilmistir.

- %96-100'luk etanolden 200 pl 6rnede eklenip 15 sn. vortekslenmistir.
- Filtreli tipin kapadina protokol numarasi yazilmistir.

- Ependorf tipundeki karisim dikkatlice filtreli tipe aktariimistir.

- 8000 devir/dk’da 1 dk santrifijlenmistir.

- Filtreli tip yeni toplama tupune konulup, filtrath tap atilmistir (Filtreli tap
tamamen bosalamadigi zaman tam devirde tekrar santriftijlenmistir) .

- 500 ul Buffer AW1 dikkatlice filtreli tipe konulmustur. 8000 devir/dk’da 1
dk sureyle santriftjlenmigtir.

- Filtreli tlp ikinci yeni toplama tapine konulup filtrath tip atilmistir.
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- Filtreli tipe 500 ul Buffer AW2 konulmustur.
- 14.000 devir/dk’da 3 dk santrifij edilip filtrath tip atilmistir.

- Filtreli tip yeni ependorf tiplerine aktarilip tam devirde 1 dk
santrifjlenmis, ependorf tlipd atilmistir.

- Filtreli tip yeni ependorf tliplne aktarilip Gzerine 200 ul Buffer AE
eklenmistir.

- Oda sicakhdinda 5 dk bekletilip 8000 devir/dk’da 1 dk santrifijlenmistir.

- Filtreli tip atihp DNA iceren sivi ependorf tlpu iginde -20 °C'ye
kaldiriimigtir.

3.3.2 Izole edilen DNA érneklerinin MLPA yéntemiyle analizi

DNA ornekleri Salsa MLPA P360-A1 kitinin problari ile bir gece boyunca
hibridize edildi. Hibridizasyonun ardindan, bir ligasyon reaksiyonu ve PCR
amplifikasyonu gergeklestirildi. Amplifikasyon dridnleri ABI 3130 cihazina
yuklenerek, Gene Mapper programinda okutulmaya baslaniimistir.

3.3.2.1 DNA denatirasyonu ve SALSA MLPA P360-A1 probe karisimlari ile
hibridizasyonu

1) DNA o6rnekleri 50-200 ng olacak sekilde, 5 pyl hacminde Tris EDTA (TE) ile
dilie edilmigstir.

2) Dilte edilen 6rnekler 98°C de 5 dk. Thermal Cycler cihazinda bekletilerek
DNA nin denatlrasyonu saglanmistir. Sonrasinda o6rnekler 25 ©°C'ye
sogutulmustur.

3) 25 °C’deki DNA 6rneginin lGzerine 1,5 ul SALSA Probe Miks (P360-A1) ve
1,5 pl MLPA Buffer ilave edilip pipetaj ile homojenize edilmistir.

4) Daha sonra d6rnekler 95 °C’de 1 dk. inkibe edilip 60 °C de 17,5 saat
hibridizasyona birakilmistir.

3.3.2.2 Ligasyon ve dijesyon reaksiyonu

1) Hibridizasyon sliresinin sonunda termal cycler cihazinin sicakhigi 54 °C'ye
duasirdlmastar.
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2) PCR tupleri 54 °C'de hibridizasyon uridntne 32 pl Ligaz-65 karisimi (25 pl
steril su, 3 pl Ligaz-65 Buffer A, 3 pl Ligaz-65 Buffer B, 1 ul Ligaz-65)
ilave edilmigtir.

3) 54 °C'de 15 dk. inkibasyona birakilmistir.

4) Daha sonra ligaz inaktivasyonu icin 98 °C'de 5 dk. bekletilmistir.

5) Sicaklik 4 °C'ye dusurllerek sabitlenmistir.
3.3.2.3 PCR amplifikasyonu

Ligasyon reaksiyonu urtnleri bulunan strip tlplerine, hazirlanmis olan
polimeraz karisimindan (7,5 pl steril su, 2 yl SALSA PCR primer, 0,5 pl
SALSA polimeraz) oda sicakhiginda 10 pl eklenerek pipetaj yapildi ve PCR
baslatiimistir.

PCR sartlar:

Denaturasyon 95 °C 30 sn.

Annealing 60 °C 30 sn. 35 déngu
Ekstansiyon 72 °C 60 sn.

Son Ekstansiyon 72 °C 20 dk.

Daha sonra 15 °C’de beklemeye alinmistir.

3.3.2.4 ABI 3130 cihazina yikleme

- PCR bitiminde elde edilen amplifikasyon Urtnlerinden 0,7 pl alinarak ABI
3130 cihazi yukleme tlplerine aktariimistir.

- Daha sonra uzerlerine: 0,2 ul internal size standart (Rox 500) ve 9 ul
formamid eklenerek pipetajla homojenize edilmistir.

- Ornekler 86°C'de 3 dk Thermal Cycler cihazinda bekletilerek
denatilrasyonlari saglanmistir.

- Devaminda 6rnekler +4 °C'de 2 dk. bekletilmistir.

- ABI 3130 cihazinda; 36 cm kapillerlere 1,6 kV de 15 saniye enjeksiyon
zamani, 60 °C ve 10 kV de 30 dakika yUritme zamani sartlar saglanmistir.
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- Daha sonra ABI 3130 cihazina yuklenerek, Gene Mapper programinda
okutulmaya baslanmistir.

- Her 6rnege ait pik goruntlleri ve pik alanlari elde edilmistir.
3.3.2.5 Degerlendirme

Multipleks PCR ydntemi ile Gene Mapper programinda analiz edilen, Y
mikrodelesyon analizi icin gonderilen hasta 6rnekleriyle calisma yapilmistir.
Gelen ornekler MLPA teknigi ile calisilmistir. Calisma sonuclarinin
degerlendirilmesi, Coffalyser MLPA analiz programiyla gerceklestirilmistir. Her
ylklemede karsilastirma yapilmasi amaciyla analiz yontemi geredince fertil
olan 3 ornek referans olarak kullaniimistir. Degerlendirme yapilirken, galisilan
problardan elde edilen sinyaller ile referans o&rneklerinden elde edilen
sinyallerin oranina bakilmistir. Eger bu oran 1,3-1,5 aralidindaysa hedef
bélgede duplikasyon, 0-0,5 araligindaysa ise delesyon s6z konusudur. Eger
bu oran 1 ise hedef bdlgede herhangi bir gen delesyonu veya duplikasyonu
s0z konusu degildir. MLPA (rinlerindeki problarin elde edilen boyut ve pik
alanlar bu programla dederlendirilmistir. Saglkl kontrollerle pik alanlar ve
boylari karsilastirildi. Ratio dederi <0,5 olan degerlerde delesyon olduguna
>1,3 olan dederlerde ise duplikasyon oldugu seklinde dedgerlendirme
yapimistir.
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4 - BULGULAR

Calisma grubumuzu Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Uroloji Anabilim Dali'na basvurup, klinik olarak azospermi tanisi almis ve
Tibbi Genetik poliklinigimize ydnlendirilen hastalar arasindan secilen olgular
olusturmaktadir. Calismaya dahil edilecek hastalar, detayh éyklu alimi, fizik
muayene, sperm Olcimleri ve sitogenetik incelemeleleri yapildiktan sonra
herhangi bir ek saglik problemi olmayan, normal karyotipe sahip olup sadece
infertilite sikayeti olan hastalar arasindan segilmistir. Bolumimuzin
molekiler departmaninda yapilan analiz sonucunda Y mikrodelesyonu
saptanmayan elli infertil birey Gzerinde MLPA analizleri yapilmistir.

4.1 - Arastirma Grubu Olgularinin MLPA Bulgulari

DNA ornekleri Salsa MLPA P360-A1 kitinin problari ile bir gece boyunca
hibridize edildi. Hibridizasyonun ardindan, bir ligasyon reaksiyonu ve PCR
amplifikasyonu gergeklestirildi. Amplifikasyon drldnleri ABI 3130 cihazina
ylklenerek, Gene Mapper programinda okutulmaya bagslandi. Coffalyser
programi kullanilarak alinan sonuglar, fertil olan on bes bireyden olusan
kontrol grubumuzun o6rnekleri ayni zamanda referans olarak kullanildi ve
dederlendirerek karsilastinimistir. Asadidaki tabloda elli infertil bireyin
Uzerinde yapilan MLPA ve mPCR y6ntemiyle Y mikrodelesyon galismasina ait
sonuglar verilmistir (Tablo 4.1). Kontrol grubu olarak kullanilan bireylerin
higbirinde AZF mikrodelesyonu saptanmamistir.

Tablo 4.1 Infertil erkek drneklerine ait daha énce yapilan multipleks PCR analiz sonuclarinin
ve galismamizda kullanilan MLPA ydnteminin sonuglarinin konfirmasyonu

Sonuglar Calisilan yontem
Multipleks PCR (n=50) MLPA (n=50)
Normal 50 42
Delesyon - 8

Daha 6nce multipleks PCR analiz yontemiyle delesyon saptaniimayan
50 infertil erkek 6rneginin 8' inde (%16 oraninda) MLPA teknigi ile AZFc ve
AZFb boblgelerine ait parsiyel delesyonlar saptanmistir. AZFb bdlgesinde
yerlesen EIF1AY geninde delesyon 2 hastada (Sekil 4.1), AZBb+c
bdlgesindeki EIF1AY ve BPY2 genine ait parsiyel delesyonlar ise sadece 1
hastada goéridlmastir (Sekil 4.2). Bunun yanisira yine 5 hastada AZFc
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BPY2 geninde parsiyel delesyonlar tespit edilmistir

(Sekil 4.3). Calisma sonuglarinin detaylari Tablo 4.2'de gdsterilmistir.
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Sekil 4.1 1 ve 5 no'lu hastalarda AZFb bdlgesinde yerlesen EIF1AY geninin 490 nikleotit
uzunlugu olan hedef dizisinde saptanan parsiyel delesyon goérintlslyle referans olarak
AZFb bélgesinde saptanan subdelesyon hastalarin %4'de gértulmustar.
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Ilk dort

fragmentleri ve sonraki iki pik cinsiyet fragmentleri

fragmenti)

iceren

karsilastirilmasi.
boélgelerini

AZBb+c

dizilerinde saptanan delesyonlar gorintlslyle referans olarak kullanilan 6rnegin analiz
gorulmustar.

Sekil 4.2 4 no'lu hastada AZFb bdlgesinde yerlesen EIF1AY geninin ve BPY2 geninin hedef

goruntdlerinin
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Sekil 4.3 2, 3, 6, 7 no’lu hastalarda AZFc bélgesinde yerlesen BPY2 geninin hedef dizilerinde

saptanan delesyonlarin MLPA profilleri

AZFc bolgesinde parsiyel delesyon %10 oraninda gortlmustair.
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Tablo 4.2 MLPA ydntemiyle yapilan Y mikrodelesyon taramasinin analiz sonuglari 6zeti

Hasta N2 Delesyon tipi

1 AZFb
2 AZFc
3 AZFc
4 AZFb+c
5 AZFb
6 AZFc
7 AZFc
8 AZFc

Aday genler

EIF1AY

BPY2

BPY2

EIF1AY

BPY2

EIF1AY

BPY2

BPY2

BPY2

SALSA MLPA prob uzunluklari (nt)
ve delesyonlar

EIF1AY prob 15249-L12560 / 490 nt
BPY2 prob 11739-L13811 / 166 nt
BPY2 prob 11740-L14251 / 178 nt
BPY2 prob 11773-L12556 / 418 nt
BPY2 prob 11739-L13811/ 166 nt
BPY2 prob 11740-L14251 / 178 nt
BPY2 prob 11773-L12556 / 418 nt
EIF1AY prob 15249-L12560 / 490 nt
BPY2 prob 11739-L13811/ 166 nt
BPY2 prob 11740-L14251 / 178 nt
BPY2 probe 11773-L12556 / 418 nt
EIF1AY probe 15249-L12560 / 490 nt
BPY2 probe 11739-L13811 / 166 nt
BPY2 probe 11740-L14251 / 178 nt
BPY2 probe 11773-L12556 / 418 nt
BPY2 probe 11739-L13811 / 166 nt
BPY2 probe 11740-L14251 / 178 nt

BPY2 probe 11773-L12556 / 418 nt

BPY2 probe 11739-L13811 / 166 nt

BPY2 probe 11740-L14251 / 178 nt

BPY2 probe 11773-L12556 / 418 nt

41



5- TARTISMA

Infertilite korunmasiz cinsel iliskiden bir yil sonra gebe kalma
yetersizligi olarak tanimlanmaktadir. Dinya genelinde evli ciftlerin yaklasik
%10-15'ini etkilemekte ve %50 oraninda erkek faktériinden kaynaklandigi
dustnulmektedir (Bushnik, Cook, Yuzpe, Tough, & Collins, 2012; Y.-S. Zhang
et al., 2013). Infertil erkeklerin % 5-15‘inde gdriilen azosperminin en yaygin
nedeni Y kromozomu mikrodelesyonlari olarak bilinmektedir. Y
kromozomunun uzun kolu Uzerinde bulunan AZF bdlgesi, sperm gelisimi ve
farklilasmasindan sorumludur (Poongothai ve ark., 2009). AZF bdlgesi coklu
gen aileleri olan AZFa, AZFb, AZFc bdélgelerini icermektedir (Ferlin ve ark.,
2007). Infertilite tanisi konulan hastalarda rutin olarak ilk énce semen
analizleri yapilmaktadir. Semen analizi sonucuna gdére sirasiyla hormon
analizleri, sitogenetik ve Y mikrodelesyon testleri yapilmaktadir (Oates,
2012). Spermatogenez ve erkek gonadlarin gelisimi igin ciddi 6nem tasiyan
genler icerdiginden, Y kromozom mikrodelesyonlarinin erkek infertilitesi ile
iliskisi Gzerine kapsamli arastirmalar yapilmistir (Tahmasbpour et al., 2014).

AZF delesyonlarinin tanimlanmasi igin en iyi yontem multipleks PCR
olarak gdsterilmistir. Avrupa Androloji Akademisi ve Avrupa Molekdller
Genetik Kalite birligi 2004 yilinda AZF delesyonu arastirmasi igin STS
panelini kilavuz olarak yayinlanmistir (Simoni et al., 2004). Yayinlanan bu
panelde ZFX/ZFY genleri, PCR amplifikasyonunun internal kontroli olarak
kullanilmaktadir. Bu primerlerle, hem Y (ZFY) hem de X kromozomuna (ZFX)
6zgl fragmanlar c¢ogdaltiimaktadir. Bunun vyanisira, SRY geni, Y
kromozomunun kisa kolu Uuzerindeki TDF icin bir kontrol olarak
kullanilmaktadir. ZFY geni yoklugunda Y'ye 06zgl sekanslarin varhdinin
belirlenmesi icin de (6r; XX erkeklerde) kontrol olarak dahil edilmektedir.
AZFa, AZFb ve AZFc bdlgelerinin mikrodelesyon tespitinde multipleks PCR
reaksiyonlarinda kullanilmasi gereken PCR primer setinin sY14 (SRY),
ZFX/ZFY, sY84, sY86, sY127, sY134, sY254, sY255 bdlgelerini icermesi en iyi
secenek olarak belirlenmistir. Bu primer setinin kullanilamasindaki amag,
hem klinik olarak iliskili olabilecek hemen hemen tim delesyonlari tespit
edebilmesi hem de literatlirde bildirilen delesyonlarin %95'inden fazlasinin
saptanmasina olanak tanimasidir (Krausz et al., 2014; Simoni et al., 2004;
Skaletsky et al., 2003). Laboratuvarimizda rutin olarak kullandigimiz
multipleks PCR analiz yontemiyle yukarida belirtilen gen bdlgelerinin yanisira
AZF bolgesine ait diger alanlarinda (sY81, sY625, sY90, sY131, sY127) analizi
yapilabilmektedir (Sekil 2.6).

Genel olarak Y kromozom mikrodelesyonlarinin sikhidli %0,5-%44
arasinda degismektedir. Y kromozom mikrodelesyon insidansinin bu kadar
farkli olmasinin nedeni olarak; etnik farkliliklar, hasta secim kriterlerinin
farkliigi ve kullanilan STS’lerin farkliigi oldugu distiniimektedir (Osterlund,
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Segersteen, Arver, & Pousette, 2000). Literatlrde farkli Ulkelerde yapilmis
calismalarda bildirilen infertil erkeklerde Y kromozom mikrodelesyonlarinin
sikligi Tablo 5.1'de verilmistir (Hammami et al., 2014).

Tablo 5.1. Farkl Ulkelerde tespit edilen infertil erkeklerde Y kromozom mikrodelesyonlarinin
sikhidi (Hammami et al., 2014)

Referans
Sargin et al.
2004

Imken et al.
2007

Song et al.
2007

Ristanovic
et al. 2007

Elhawary et
al. 2010

Alkhalaf et
al. 2010

Behulova et
al. 2011

Sun et al.
2012

Wettasinghe
et al. 2012

Saliminejed
et al. 2012

Cavkaytar
et al. 2012

Chellat et al.
2013

Bolgeler

Tiirkiye
(Antalya)

Fas

Cin
(Nanjing)

Sirbistan

Misir

Kuveyt

Slovenya

Cin
(Sangay)

Sri Lanka

iran

Tilirkiye
(Ankara)

El-Cezire

Hastalar

Toplam AZF
delesyonu %

60 2 (%3,33)
127 4 (%3,15)
62 12 (%19,35)
90 14(%15,55)
49 18 (%36,73)
116 9 (%7,75)
226 8 (%3,54)
507 45 (%8,87)
207 3 (%1,45)
115 2 (%1,74)
332 24 (%7,23)
80 1 (%1,25)

Calisma grubu

AZF delesyonunun her
grupda goriilme orani

Azo: %4,25 (2/47)
Oligo: %0 (0/13)

Azo: %8,33 (4/48)
OAT: %0 (0/ 79)

Azo: %27,27 (9/ 33)
S.0ligo: %10,34 (3/29)

Azo: %15,52 (9/58)

S.0ligo:%15,62(5/32)

Azo: %39,29 (11/28)

S.0ligo: %33,33 (7/21)

Azo: -
S.0Oligo: -

Azo: %3,54 (8/226)

Azo: %9,32 (33/354)

S.0ligo : %7,84(12/153)

Azo: %1,96 (3/153)
S.0ligo: %0 (0/54)

Azo: %2,13 (2/ 94)
S.0Oligo: %0 (0/21)

Azo: %10,71 (21/196)
S.0ligo: %2,20 (3/136)

AZ0: %2.04 (1/49)
OAT: %0 (0/31)

Her grupda AZF delesyon
tipi

Azo: 1 AZFb, 1(AZFb, AZFc)

Azo: 2 AZFc, 2 AZFb+c

Azo: 8 AZFc, 1 AZFb
S.Oligo: 1 AZFc, 1 AZFb+c,
1 AZFb

Azo: 1 AZFa, 5 AZFc,
2 (AZFa+partial AZFb),
1 (partialAZFb+AZFc)
S.Oligo: 5 AZFc

Azo: 2 partial AZFa,

1 AZFb, 4 partial AZFb,

2 (AZF partial a+partial b),
1 (AZF partial a+partial c),
1 (AZF partial b+partial c)

S.Oligo: 6 partial AZFb,
1 (AZF partial b+partial c)

Azo: 1AZFa, 3 AZFc,
3 AZFa-c
S.Oligo: 2 AZFc

Azo: 4 AZFc, 1 AZFb+c,
1 AZFa+b+c, 2 partial AZFa

Azo: 23 AZFc, 3 AZFb,
3 AZFb+c, 2AZFa,

2 AZFa+b+c

S.Oligo: 12 AZFc

Azo: 1 AZFc, 2 partial AZFc.

Azo: 1 AZFc, 1 AZFb+c

Azo: 7 AZFc, 6 AZFb,
5 AZFa, 2 AZFb,c, 1 AZFa,b,
S.0Oligo: 3 AZFc

Azo: 1 AZFc

Karyotip

Normal
karyotip

Normal
karyotip

Normal
karyotip

Normal
karyotip

Normal
karyotip

Normal
karyotip

Normal
karyotip

Normal
karyotip

Normal
karyotip

Normal ve
anormal
karyotip



Tablo 5.1 Farkl tlkelerde tespit edilen infertil erkeklerde Y kromozom mikrodelesyonlarinin sikligi
(devami) (Hammami et al., 2014)

Yazarlar Bolgeler Hastalar Calisma grubu Karyotip
Toplam AZF AZF delesyonunun her Her grupda AZF delesyon
delesyonu % | grupda goriilme orani tipi
Hammami Tunus 105 2 (%1,90) Azo: %?2,70 (2/74) Azo: 2 AZFc Normal
et al. 2014 S.0Oligo: %0 (0/31) - karyotip
Calismamiz Tirkiye 50 8 (%16) Azo: %16 (8/50) Azo: 5 partial AZFc, Normal
(Eskisehir) 2 partial AZFb, karyotip

1 (AZF partial b+partial c)

Calismamizda, literatlrde yayinlanan calismalarda da saptanan parsiyel
delesyonlarin varhigini gérebilmekteyiz. Ozellikle, parsiyel delesyonlarin
azospermi tanisinda daha sik saptanmasi ve oranlarin c¢alismamizda
buldugumuz parsiyel delesyon oranlarina (8 hastada/%16 oraninda) gore
farklihk gdstermesi dikkat cekmektedir. Cesitli popllasyonlarda yapilan
calismalar sonucunda farkh oranlar elde edilmistir. Calisma sonuglarindan
yola cikarak, Y kromozom komplet ve parsiyel delesyonlarinin gdrilme
oranindaki farkhliklarin cografi ve etnik faktorlere bagh degiskenlik
gOsterebilecegini dliisinmekteyiz.

AZF mikrodelesyonlarinin yani sira parsiyel delesyonlarin da infertiliye
neden olabilecedi gesitli arastirmalarda bildirilmistir. Ornedin, Fernandes ve
ark.'nin  yaptiklari galismada AZF parsiyel delesyonlarinin sperm sayisinin
azalmasindan sorumlu oldudgu ve dolayisiyla infertiliye neden olabilecedi
sonucuna varmiglardir (Fernandes et al., 2002). Hucklenbroich ve ark.'i
yaptigi calismada sadece infertil erkeklerde bulunan vyeni delesyon
paternlerinin, henlz kesfedilmemis parsiyel delesyonlarin spermatogenik
yetmezlige sebep olabilecedini bildirmislerdir (Hucklenbroich et al., 2005).
Cesitli parsiyel AZFc delesyon tiplerinin farkli spermatogenik etki gostermesi,
AZFc gen kopyalar arasindaki fonksiyonel farktan dolayi kaynaklanmaktadir.
Bununla birlikte, parsiyel AZFc delesyon paternlerinin spermatogeneze farkl
etki edebilecedi sonucuna varmislardir (F. Zhang et al., 2006).

Son zamanlarda molekuler teknikler gelismesiyle birlikte AZF bélgesinin
parsiyel mikrodelesyonlarini tespit edilebilmistir. Bunyan ve ark.'nin yaptiklar
calismada belirttiklerine gbére, Androloji Akademisi ve Avrupa Molekiler
Genetik Kalite birliginin (EAA/EMQN) vyayinladigi kilavuzlari tarafindan
Onerilen standart Y-mikrodelesyon testi (Simoni et al., 2004), Bunyan ve
ark.''lna goére AZFc'nin en ¢ok saptanan parsiyel delesyonlarini tespit
edememektedir. Parsiyel AZF delesyonlarinin genotip/fenotip korelasyonlari
ile ilgili daha ileri calismalar yapilmasi planlandidinda, efektif ve daha kolay
analiz yontemi olmasi gerekmektedir. Bu ydntem calismaya sarf edilen
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zamani ve harcanan maliyeti en aza indirmek igin farkli boyutlardaki
mikrodelesyonlari tek bir reaksiyonda dogru tespit edebilmelidir (Bunyan,
Callaway, & Laddach, 2012).

Jiang ve ark.'nin azospermi ve oligozoospermi tanili 147 bireyden
olusan hasta grubu Uzerinde yaptiklari calismada sonucunda STS delesyonu
22 hastada %15 oraninda saptanirken, kontrol grubunda her hangi bir
delesyon saptanmamistir. Ayni  hasta grubunu MLPA ydntemiyle
calistiklarinda ise, AZF bdlgesinde 40 hastada %27,2 oraninda Y
mikrodelesyonu, 20 fertil birey iceren kontrol grubunda ise delesyon
saptanmamistir. Elde edilen sonuglara gore MLPA ydntemi multipleks PCR
yontemine gore Y mikrodelesyonu saptama orani daha yuksektir. Bunun
yanisira, bozulmus spermatogenezin etiyolojik mekanizmasinin
belirlenebilmesinde katki saglayabilecedi sonucuna varmisglardir. Ancak, AZFc
bélgesindeki polimorfizm, bazi MLPA problarinda spesivite eksikligine neden
olabilecegini bildirmislerdir (Jiang et al., 2012).

Calismamizda daha 6nce multipleks PCR yontemiyle analiz edilen ve
herhangi bir Y mikrodelesyonu saptanmayan 50 hasta MLPA ydntemiyle
analiz edilmistir. Analiz sonucunda 8 hastada %16 oraninda AZF bdlgesine ait
parsiyel delesyonlar saptanmistir. Yine MLPA ydntemiyle analiz ettigimiz 15
saglkh bireyden olusan kontrol grubumuzda ise her hangi bir delesyon
saptanmamistir. Dolayisiyla, multipleks PCR ile karsilastirildiginda, MLPA
yonteminin AZF mikrodelesyonlarini tespit etmede daha duyarh oldugunu
disiinmekteyiz. Jiang ve ark.'nin yaptigi calismadan farkli olarak hasta
grubumuzda daha disik oranda delesyon gdzlenmistir. Buradaki temel
sebebin hasta grubumuzu sadece azospermi tanili hastalarin olusturmasi
olabilir. Bununla birlikle daha genis hasta popullasyonu kullanilarak yapilacak
calismalarla verilerimizin desteklenmesi daha net sonuglar ortaya
koyabilecektir.

Bunyan ve ark.'ri MLPA analiz yonteminin parsiyel AZF delesyonlarinin
tespiti icin iyi bir yontem olup olmadidini belirlemek igin yaptiklari calismaya,
daha o©Once Simoni ve ark.' tarafindan multipleks PCR ydntemiyle Y
kromozom mikrodelesyonu analizi yapilan ve delesyon saptanmayan
infertilite tanili hasta grubunu dahil etmislerdir (Simoni et al., 2004). P360 Y
mikrodelesyon MLPA prob miks Kkiti ile yapilan galisma sonucunda infertil
erkeklerde %8 oraninda AZFc bdlgesinin parsiyel mikrodelesyonu, %2
oraninda ise AZFc bodlgesinde mikroduplikasyon saptanmistir. Kontrol
grubunda ise herhangi bir mikrodelesyon/mikroduplikasyon goértlmemistir.
Ancak 2 bireyde (%4 oraninda) AZFc mikroduplikasyon saptanmistir. Bunyan
ve ark.'m Y mikrodelesyon c¢alismalarinin sonuglarini g6z 0&nilnde
bulundurarak ve yaptiklari arastirma sonucuna dayanarak AZFc bdélgesinde
saptanan parsiyel delesyonlarin toplam hareketli sperm sayisini
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etkileyebilecigini belirtmislerdir. Elde edilen sonuglar, yayinlanmis diger
sonuglarla karsilastirildiginda, 4/50 infertil erkekte parsiyel AZFc
delesyonunun saptanmasi (%8 oraninda), bu gérisi ©6nemli derecede
desteklemektedir (Bunyan et al., 2012). Saptanan parsiyel AZFc delesyon
oraninin, sayica daha fazla hasta grubu olan calismalarda goérilen
mikrodelesyon sonucuyla (%5 oraninda) uyumlu bulunmustur (Giachini et
al., 2008; Noordam et al., 2011). WRGL (Wellington Regional Genetics
Laboratuary) laboratuvarinda elde edilen veriler, MRC-Holland test
laboratuvarinda elde edilen sonuclarla uyumlu bulunmustur. PCR-temelli
mikrodelesyon saptama yontemleri genellikle gr/gr veya b2/b3 delesyonlari
gibi yaygin Y mikrodelesyonlarinin her biri igin ayr bir teste ihtiyac duyar ve
bu Y mikrodelesyon arastirmasina dayanan calismalarin ¢ok azi tim olasi
delesyonlar analiz edebilmektedir. Bunyan ve ark.'nin yaptiklar calismada
elde edilen sonucglara goére, P360 MLPA prob miksinin, konvansiyonel
multipleks PCR ile saptanamayan delesyonlari hizli ve basit bir sekilde tespit
edilebilecegini gostermektedir (Bunyan et al., 2012).

Yaptigimiz calismada, daha énce multipleks PCR ydntemiyle analiz edilen
ve herhangi bir Y mikrodelesyonu saptanmayan 50 hasta MLPA ydéntemiyle
analiz edilmistir. Analiz sonucunda 8 hastada %16 oraninda AZF bdlgesine ait
parsiyel delesyonlar saptanmistir. Iki hastada (%4 oraninda) EIF1AY geninde
AZFb parsiyel delesyonu, 1 hastada (%2 oraninda) EIF1AY ve BPY2 genlerini
iceren AZBb+c parsiyel delesyonlari ve 5 hastada (%10 oraninda) BPY2
geninde AZFc parsiyel delesyonu saptanmistir. Bunyan ve ark.'nin yaptiklar
calisma sonuglarinin aksine, bizim galismamizin kontrol grubunda her hangi
bir mikrodelesyon/mikroduplikasyon saptanmamistir. Elde ettigimiz sonuglar
AZFc bolgesi parsiyel delesyonu agisindan literatlrle uyumlu bulunmustur.

AZFb bdlgesinde olusan delesyonlar primer spermatosit evresinde
spermatogenezin durmasina neden olur ve dolayisiyla bu bdlgenin fertilite
icin gerekli oldugunu goésterir (O'Brien, Varghese, & Agarwal, 2010).

AZFb boélgesindeki genler spermin olgunlasmasini ve buUyumesini
desteklemekle birlikte yine spermatositin mayoz asamasindan
spermiyogenezise dogru ilerlemesinde 6nemli derecede rol alir (Colaco &
Modi, 2018).

Bunyan ve ark.'nin yaptiklari calismada AZFc parsiyel delesyon disinda
her hangi bir genomik kopya sayisi degisikligi tespit edilmemistir. Ancak,
calismamizda AZFc parsiyel delesyonlarin yanisira, hem AZFb hemde AZFb+c
parsiyel delesyonlari saptaniimistir. Bunyan ve ark.'nin yaptiklari ¢calismada
farkh infertilite tanisi almis hasta grubunu analiz ettiklerini belirtmislerdir
(Bunyan et al., 2012). Bizim hasta grubumuzun ise sadece azospermi tanisi
almis bireylerden olusmasi sonuclarimizin farkli olmasina sebebiyet verebilir.
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Dolayisiyla azospermik bireylerde farkl delesyonlar gorilebilir. Buna sebep
olarak ise, azospermi hastalarinin AZF bodlgesinde daha c¢ok genetik
degisikliklerin meydana gelmesinden kaynakh oldudgunu disunebiliriz.
Boylelikle azospermi hasta grubunda sadece AZFc delesyonlarinin degil, ayni
zamanda diger bolgelere ait delesyon gorilebilir. O'Brien ve ark'inin ve
Colaco ve ark.'Inin da calismalarinda belirttigi gibi AZFb boélgesinin ve burada
yerlesen bazi genlerin sperm olgunlasmasinda ve blylUmesinde édnemli rol
almasi ve calismamizda da diger parsiyel delesyonlarin AZFb bdlgesinde
saptaniimasinin infertilite acisindan anlamli olabilecegini distndirmektedir.

Kleiman ve ark.'nin yaptiklari calismada EIF1AY geninin eksprese
olamamasinin azoospermiye sporadik olarak katkida bulunabilecegini
belitmislerdir (Kleiman et al., 2012).

Calismamizda saptanan parsiyel AZFb delesyonu EIF1AY geni Uzerinde
bulunmaktadir. EIF1AY geni translasyon baslatici bir faktérli kodlamaktadir
(Yu et al., 2015). Kleiman ve ark.'nin calisma sonucuna dayanarak, EIF1AY
geninin ekspresyon analizinin de, bu genin infertiliteye etkisinin bulunmasi
acisindan destekleyici yontem olabilecegi sonucuna varilabilir (Kleiman et al.,
2012).

Saeed ve ark.'nin Misir populasyonunda 74 idiyopatik infetil bireylerden
olusan hasta grubuyla yapilan calisma sonucuna gore, saptanan diger
delesyonlarin yanisira AZFb delesyonu 16 hastada saptanmistir. AZFb
delesyonu iceren 16 hastadan sadece 1'inde (%®6,25 oraninda) tek basina
EIFLAY geni delesyonu goridlmustir. Bu bulgularin, literatirde belirtilen
EIF1AY geninin geliskili roliine ragmen, AZFb delesyonlarinin olusmasinda ve
erken spermatosit arrestininde glcli bir sebep olarak kabul edilebilecegini
belirtmisler (Saeed, Neamattallah, Zaghloul, ElImolla, & Moustafa, 2013).

Calismamizin bulgular boliminde belirtildigi Gzere 2 hastada (%4
oraninda) tek basina EIF1AY geninde AZFb parsiyel delesyonu goérulirken, 1
hastada (%?2 oraninda) yine EIF1AY ve BPY2 genlerini iceren AZBb+c parsiyel
delesyonlari saptanmistir. Bu oranlari gdéz 6ninde bulunduruldugunda ve
yukarida goOsterilen cgalisma sonuglarini ile karsilastirildiginda, oranlarin
birbirine yakin oldugunu gortlmektedir. Ancak EIF1AY genin azospermiye
neden olup olmadigini belirlemek icin daha fazla hasta sayisiyla ve daha
detayli calismalarla arastiriimasi gerektigini distindtirmektedir.

Daha 0Once belirttigimiz gibi, parsiyel delesyon saptadigimiz diger bélge
AZFc boélgesidir. AZFc delesyonlarinin sperm Uretimi ile uyumlu (dasik
seviyelerde de olsa) oldugu ve esey hlicrelere aktarilabilecedi gosterilmistir.
Daha spesifik olarak, AZFc delesyonlari, testis tibullerinde karisik bir germ
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hicre atrofisinden kaynaklanan hipospermatogenez (anormal derecede
azalmis sperm Uretimi) ile iliskilendirilmistir (Navarro-Costa et al., 2010).

Bulgularimiza dayanarak (5 hastada (%10 oraninda AZFc parsiyel
delesyonu)) AZFc parsiyel delesyonlarinin etkisinin yukarida verilen
calismalarda belirtildigi gibi hipospermatogeneze neden olup olmamasini
arastiriimasi icin multidisipliner olarak arastiriimasi gerektigini
disinmekteyiz. AZF bdlgelerinin parsiyel delesyonlarinin, hastalarin semen
analizi sonuclariyla birlikte dederendirilmesi arastirma calismasinin daha
anlamh kilacagini disindirmektedir. Normozoospermik bireylerin galisma
grubu olarak eklenmesi, yine parsiyel delesyonlarin sperm Uretimine etkisini
aciklayabilmek icin katki saglayabilir.

Bulgular béliminde belirttigimiz gibi, calismamizda goérilen diger
parsiyel delesyonlar BPY2 geninde saptanmistir. BPY2 geni spesifik olarak
testiste, protein Urinld ise erkek germ hucrelerinin gelisiminde fonksiyon
goOsterir.

Cin populasyonunda vyapilan bir calisma sonucuna gbére infertil
erkeklerde BPY2 geni kopya sayisi degisikliklerinin sikliginin anlamli diizeyde
ylksek oldugu bildirmislerdir (Lu et al., 2014). Hindistan poplilasyonunda da
yapilan benzer calismada yine ayni sonuca varmiglardir (Colaco & Modi,
2018). Choi ve ark.'nin yaptigi calismada ise BPY2 genindeki bazi genetik
varyantlarin SCQ'larla iliskili oldugu bildirmislerdir (Choi et al., 2007).

Yukarida gosterilen tim Dbilgileri dikkate alirsak ve c¢alismamizda
saptanan parsiyel delesyonlarinin daha 6nce multipleks PCR ydntemiyle
saptanilmadigini gdéz oninde bulundurursak MLPA yonteminin daha hassas
oldugunu sdyleyebiliriz. MLPA yontemiyle saptadigimiz parsiyel delesyonlarin
multipleks PCR analiz ydntemiyle tespit edilememesini, bakilan STS
bdlgelerinin arasinda bu gen bdlgelerinin olmamasi ile iliskilendirebiliriz (Sekil
5.1).
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Sekil 5.1. Y kromozom gorintlisi: a) kirnlma noktalarinin sekans etiketli bélgelerin/tek
nikleotid varyantlarinin (STS/SNV) lokalizasyonu; b) AZFb ve AZFc bdélgelerinin genetik

yapisi

MLPA tekniginin PCR tabanl ydntemlere goére bircok avantaji vardir.
Potansiyel Y kromozom mikrodelesyonlarinin ve mikroduplikasyonlarinin tek
bir reaksiyonda tespitini saglayabilmektedir.

Cok sayida yayinda, MLPA'nin otozomal veya cinsiyet kromozomlarinin,
tek kopya delesyonlarinin veya duplikasyonlarinin saptamasinin yanisira,
ikiden fazla kopya sayisi bulunan genlerdeki dozaj farkini tespit
edebilmektedir (Bunyan et al., 2012).

Sonug olarak, komplet ve parsiyel AZF delesyonlarini saptayabilmemiz
icin rutin olarak daha hassas ve pratik yoéntem gereklidir. Elde ettigimiz
sonuglar, P360 MLPA prob miksinin konvansiyonel multipleks PCR ile tespit
edilemeyen parsiyel delesyonlari hizli ve basit bir sekilde saptadigini
gostermektedir. MLPA prob miksinin AZF bdlgelerinin tamamini kapsadigi
icin, parsiyel delesyonlarin saptanmasi, daha bluyluk AZF bdlgesi
delesyonlarinin saptanmasiyla eszamanli olarak gerceklestirilmektedir.
Dolayisiyla bu analiz ydéntemiyle Y kromozom delesyonlarini tek bir
reaksiyonda tanimlayabilir.
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Bu yéntem; daha genis boélgeleri kapsayan
mikrodelesyon/mikroduplikasyon analizinin yapilabilmesine ve bunun yanisira
detayh genotip/fenotip korelasyonlarinin kurulmasina yardimci olacaktir. AZF
bdlgelerinin parsiyel ve komplet delesyonlarin erkek infertilitesine etkilerinin
arastirlmasi agisindan mPCR yoéntemine kiyasladigimizda MLPA yonteminin
daha elverisli oldugunu disinmekteyiz. Bunun sebebi ise, saptanilabilecek
bazi delesyonlarin olustugu bolgelerin rutinde kullanilan mPCR yontemiyle
bakilan bdlgeler arasinda olmamasi ile iligskilendirilebilir. Multipleks PCR
yontemi ile calisildigi zaman bu bdlgelere 6zgl primerlerin dizayn edilmesi
gerekirken, MLPA ydntemiyle tek prob miksle analiz edilebilmektedir.
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6- SONUC VE ONERILER

Yontem karsilastirmasi amaciyla planladigimiz bu calismamizda;
sitogenetik analiz sonrasinda normal karyotipe sahip oldugu belirlenen ve
multipleks PCR ile yapilan molekller analiz sonucunda normal olarak
degerlendirilen 50 azospermik bireyden olusan hasta grubumuz ve 15 fertil
bireyden olusan kontrol grubumuz MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification) yontemiyle analiz edilmistir.

MLPA teknigi ile hasta grubumuzun 8 bireyinde %16 oraninda AZFc ve
AZFb bolgelerine ait parsiyel delesyonlar saptanmistir. AZFb bdlgesinde
yerlesen EIF1AY geninde 2 hastada parsiyel delesyon, AZBb+c bdlgesindeki
EIFLAY ve BPY2 genine ait parsiyel delesyonlar ise sadece 1 hastada
goérulmustir. Bunun yanisira yine 5 hastada AZFc bdélgesinde yerlesen BPY2
geninde parsiyel delesyonlar tespit edilmistir. Fertil bireylerden olusan
kontrol grubumuzda her hangi bir delesyon/duplikasyon saptanmamistir.

Calismamizin  sonucunda, konvansiyonel multipleks PCR ile
karsilastirdigimizda MLPA yontemiyle, daha 6nce tespit edilemeyen parsiyel
delesyonlari hizli ve basit bir sekilde tespit edilebilmistir. Bu yodntem
sayesinde PCR temelli analiz yontemleriyle tespit edilemeyen komplet veya
parsiyel delesyonlari tespit edilebilecedini, bununla da infertilitede heniz
etkisi bilinmeyen bdlgelerin ve genlerin anlamini ortaya konabilecedi
saptanmistir.  Bunun vyanisira detayli genotip/fenotip korelasyonlarinin
yapilabilecegini disiinmekteyiz.

Calismamizin sonuglari, literatirde yer alan benzer arastirmalarin
sonuglariyla uygunluk gostermektedir. MLPA yontemiyle vyapilan diger
calismalarda daha hassas ve glivenilir sonuglar elde edildigi belirtilmistir. Biz
de bu sonucglari g6z o6ninde Dbulundururarak, Y kromozomunun
mikroduplikayon/mikrodelesyonlarin saptanmasinda MLPA analiz yénteminin
daha duyarh olabilecegini distinmekteyiz. Ancak, hasta ve kontrol gruplarini
daha fazla birey sayisiyla olusturmak daha givenilir sonuclar elde etmemize
yardimci olabilir. MLPA ydntemiyle yapilan galismalara sadece azospermik
bireyler degil, diger infertilite tanili bireylerin de eklenmesi ile daha genis bir
spektrumda arastirilmasi, yoéntemin guvenilirligini desteklemek acisindan
onemli olabilir. Dolayisiyla parsiyel delesyonlarin azospermi disinda
infertilete tanisi almis bireylerdeki durumun belirlenmesi agisindan énem
tasimaktadir. Parsiyel delesyonlarin literatirde gosterildigi gibi
hipospermatogenez ile iliskisinin kurulmasi ve Tlrk popllasyonundaki
etkisinin tanimlanmasi igin galismalara semen analiz verilerini ekleyerek,
bunun yanisira normozoospermik bireyleri de dahil ederek multidisipliner
arastirmalarla daha onemli veriler elde edilelebilecegi distunldlmistir.
Boylelikle hem MLPA yoénteminin glvenilirligi hem de parsiyel delesyonlarin
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infertilitede etkisi tespit edilebilir. Y mikrodelesyonlarinin etnik ve cografik
farklihlk gosterdigini g6z oOnidnde bulundurursak, bu ydntemle sadece
mikrodelesyonlari degil, parsiyel delesyonlarin da Tirk populasyonunda
gorilme orani ve etkisi saptanabilir.
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