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OZET

infertil Erkeklerde Genetik Arastirmalar

Ars. Gor. Dr. Mahmut BALKAN

Bu calisma en az iki yil evli olmalarina ragmen ¢ocuk sahibi olamamis primer
infertilite 6n tanili erkek bireylerde genetik nedenlerin belirlenmesi amaciyla
yapiimistir. Laboratuarimiza basvuran 80 infertil erkege Oncelikle sitogenetik analiz
yontemi uygulandi ve kromozomal anomali ydoninden degerlendirildi. Ayrica olgulara
Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu teknigi uygulanarak Yq kromozom
mikrodelesyonlarini tagiyip tagimadiklari arastirildi.

Calisma gurubu olarak belirlenen olgularin yas ortalamalari 32.69 + 5.01
olarak bulunmustur (ortalama + standart sapma). Olgularin infertilite etiyolojisi
arastirildiginda 77’si idiyopatik (%96.3), 3’0 anidiyopatik olarak belirlenmistir

CGalisma kapsaminda incelenen 80 olgunun spermiyogram sonuglari
degerlendirildiginde, 52 olgu (%65) azospermik, 25 olgu (%31.2) oligospermik ve 3
olgu da (%3.8) oligoastenospermik olarak degerlendirilmistir.

Galisma serisini olusturan 80 olgudan 71 olgunun (%88.8) normal karyotipe
(46,XY) ve 9 olgunun da (%11.2) anormal karyotipe sahip oldugu goéraldd. 9
kromozom anomalisinden 7’sinin gonozomal ve Klinefelter sendromu 2’sinin de
otozomal ve translokasyon tagsiyicisi oldugu goéruldi. Klinefelter sendromlularin
tamami azospermik iken, translokasyon tasiyicisi olgularin oligospermik oldugu
g6ralda.

Y kromozom mikrodelesyon analizi i¢in 80 olguda AZFa, AZFb, AZFc ve AZFd
boélgelerine 6zgul 15 primer cifti kullanilarak PCR ydntemi ile analiz yapildi. Bir
olguda sY277 (AZFc) ve sY153 (AZFd) primerlerinin amplifiye olmamasiyla delesyon
saptanmigtir. Delesyon azospermik 52 olgunun 1’inde (%1.9) saptanirken, diger
sperm anomalilerinde saptanamadi. Olgularin  hig birinde Y kromozom

mikrodelesyonu ve kromozom anomalisi birlikteligi gdzlenemedi.



Toplam genetik anomali olgu sayisi 52 azospermik olguda 7 (%13.5), 25
oligospermik olguda 2 (%8) iken oligoastenospermik bireylerde Y kromozom
mikrodelesyonu ve karyotip agisindan herhangi bir genetik anomali saptanamamistir.

Calisma sonunda elde edilen bulgular, azoospermik infertil erkeklerde
kromozomal anomalilerinin ve Y kromozom mikrodelesyonlarinin oligospermik ve
oligoastenospermik erkeklere oranla daha sik gérildigina géstermistir. Olgu sayisi
artirllarak, klinik verilerin daha homojen olmasini saglamak amaci ile olgularda segici
davranarak ve primer sayisini artirarak, farkl dokularda calismaya devam
edilmesinin Turkiye'deki infertil bireylerdeki genetik dizensizliklerin tipi ve sikliginin
ortaya ¢ikariimasi, infertil erkeklerin yénlendirilmeleri ve yardimci Greme tekniklerine
basvuracak ciftlerin ileride dogabilecek sorunlara karsi uyariimalari agisindan faydasi

olacagi dustintlmektedir.

Anahtar kelimeler: Erkek Infertilitesi, genetik, kromozom anomalisi, Y

kromozom mikrodelesyonu, AZF
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SUMMARY

Genetic Studies in Infertile Males

Ars. Gor. Dr. Mahmut BALKAN

The purpose of this study is to investigate of the genetic causes of infertility in
male. The years of marriage of men in our investigation were at least two years and
they do not have any child. In this study 80 cases who attended to our laboratory
were evaluated cytogenetically by karyotyping for chromosome anomalies and
molecular genetically by PCR analysis for microdeletions of Y chromosome

The mean ages of the men in this study were 32.69 =+ 5.01 years. The etiology
of infertility is unknown in 77 of cases (96.3%), classified as idiopathic infertility and
known in 3 of cases, classified as nonidiopathic infertility.

According to results of spermiogram, 52 cases had azoospermia and 25 cases
had oligospermia and 3 cases had oligoastenospermia in all cases (n=80).

The 71 (88.8%) of 80 cases had normal karyotype (46,XY) and the 9 cases
(11.2%) had abnormal karyotype. The 7 of the chromosomal abnormalities were
gonosomal with Klinefelter Syndrome and the two were autosomal with translocation.
All of the Klinefelter Syndrome had azoospermia, but translocation carriers had
oligospermia.

The screening methods for microdeletions were based on multiplex PCR
technique using 15 Y-chromosome specific STSs, which corresponded to the AZFa,
b, ¢ and d regions, respectively. One case had Y microdeletions of AZFc (sY277) and
AZFd (sY153) loci,

Yq microdeletion were detected in the 1 (1.9%) of 52 azoospermia cases, but
not seen other cases. Combined chromosomal abnormalities and Y chromosome
microdeletion were not seen in any case

Including Y chromosome deletions and chromosomal abnormality, a total
genetic abnormality rate detected 13.5% in azoospermic cases (7/52) and 8% in
oligospermic cases (2/25), but not seen among the cases of oligoastenospermic.

v



The finding our study indicated that; chromosomal abnormalities and Y
chromosome microdeletions were occurred more frequently in azoospermic patients
than oligospermic and oligoastenospermic ones with male factor infertility. In order to
detect the frequency and types of both chromosomal abnormalities and Y
chromosome microdeletions in patients with male factor infertility in Turkish
population, the number and selectivity of case and primer (STS) must increased, and
it must studied with various tissue. Thus, determination of genetic abnormalities, and
proper genetic counseling to infertile couples with male-factor before any infertility

treatment is important.

Keywords: Male infertility, genetic, chromosomal abnormality, Y chromosome
microdeletion, AZF
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1.GiRiS VE AMAC

Uremek ve neslini devam ettirmek yasamin dogasinda var olan bir olgudur ve
bu ylzden insan evriminde aile ve ¢ocuklar sosyal yagsamin temelini olusturmaktadir.
Ciftlerin cogu bir aileye sahip olmak ve gocuk yetistirmek icin evlenirler. Belli bir stre
icinde gebeligin gerceklesmemesi ciftleri korku ve UGzlntlye sevk etmektedir. Bu
nedenle infertilite (kisirlik) ¢gocuk sahibi olmak isteyen ciftlerde medikal bir yardim
aramak i¢in en yaygin nedenlerden biri haline gelir (1, 2).

infertilite, disi ve erkek bireylerdeki (reme yoksunlugunu belirtmek igin
kullanilan bir terimdir. Kriteri ise ¢iftin korunmasiz olarak cinsel birliktelik sresidir.
Buna gére infertilite bazi kaynaklara gére 1 (3, 4, 5), bazi kaynaklara gbre ise 2 sene
haftada 2 ya da daha fazla sayida korunmasiz cinsel iliskiye karsin gebeligin
olmamasi seklinde tanimlanmistir (3, 4, 6). Oysa, normal bir ¢iftin bir ay icerisinde
gebe kalma sanslari %20-25, 6 ay igerisinde %75 ve bir yil igcerisinde ise %90'dir.
Gebeliklerin ¢cogu, ovulasyon gini ya da ovulasyondan &énceki 6 gin icerisinde
bulunulan cinsel iligkiler neticesi gorulir. Sadece ovulasyonu takip eden glnlerde
bulunulan cinsel iligkilerin ¢ok azi gebelikle sonuglanir. Hem erkek hem de kadin igin
24 yasinda fertilizasyon oranlari en yuksektir. Fertilizasyon oranlari bu yastan sonra
her iki cinsiyette de dismeye baglar (7, 8)

infertilite toplumlar arasi degiskenlik géstermekle birlikte, bugiin tim diinyada
ciftlerin yaklasik % 10-15’i infertilite sorunu ile karsilagsmakta ve vakalarin yaklasik
%30-40’Inda birincil problem erkekte iken %30-40 oraninda her iki tarafta problem
yasanir (6, 7, 9, 10-21). Kalan %20’lik kisimda ise infertilite nedeni belirlenemez.
Nedeni bilinmeyen infertilite idiyopatik infertilite olarak adlandirilir. Her 4 infertil
erkekten biri idiyopatik infertilite sinifina girmektedir (5, 14, 18, 19, 22, 23).

Normal bir déllenme ve gebeligin gergceklesebilmesi icin, hem erkek ve hem de
kadinda, anatomik, fizyolojik, genetik ve ¢evresel faktorlerin tek tek ve bitin olarak
normlara uygun ve iglevsel olmasi gereklidir (2, 19, 24).

Erkek infertilitesinin % 40’inin nedeni bilinmemekle birlikte, genetik faktérler bu
nedenler arasinda énemli bir yer tutmaktadir (5, 14, 18, 23). Sebebi bilinmeyen
oligospermik ve azospermik olgularda sayisal ve yapisal kromozomal



dizensizliklerine ve Y kromozomu Uzerindeki gen mikrodelesyonlarina sik rastlandigi
bilinmektedir (2-24). Yapilan ¢ok sayidaki ¢alismada oligospermik ve azospermik
olgularda kromozomal diizensizlik orani %2,1-10,3 arasinda verilmektedir. Genetik
dizensizlik oraninin oldukca yiksek oldugu bu toplulukta spermatogenez sirasinda
dengesiz kromozomal kuruluglarin olusmasi ihtimali yOksektir (2. 11, 18).

1970’li yillarin baginda Y kromozomu uzun kolu (q) distalinde sitogenetik
olarak saptanabilen delesyon bdlgeleri bulunmustur. AZF (Azospermi Faktdr) olarak
adlandirilan bu delesyon bdlgeleri spermatogenez ve germ hicreleri gelisim ve
degisimi igin kritik gen aileleri icermektedir. Spermatogenezden sorumlu AZF lokusu,
baglangicta 5 ve 6 intervallerine lokalize, birbiriyle ¢akismayan U¢ alt bdlgeye
ayrilmig, (AZFa, AZFb ve AZFc) daha sonra AZFb ve AZFc arasinda dérdincl bir
bélge (AZFd) daha tanimlanmigtir (18, 22, 24). Yakin zamanda ise Y kromozomunun
%95'ini olusturan MSY (male-specific region of Y) bdlgesinin fiziksel haritalama ve
sekans calismalarinin tamamlanmis olmasi, delesyon ve yeniden organizasyonlarin
yapisal igerigine agiklik getirmistir (2, 3, 4).

AZF mikrodelesyonlari, azospermi, oligospermi ve ayni zamanda Sertoli Cell
Only (SCO), hipospermatogenezis, mattrasyon yoklugu ve morfolojik sperm
anomalilerine kadar giden degisik histolojik bulgular ile iligkili bulunmustur (12, 20).

Bu calisma en az iki yil evli olmalarina ragmen ¢ocuk sahibi olamamis primer
infertilite 6n tanili erkek bireylerde genetik nedenlerin belirlenmesi amaciyla
yapiimistir. Laboratuarimiza bagvuran 80 (52 azospermik, 25 oligospermik ve 3
oligoastenospermik) infertil erkege dncelikle sitogenetik analiz ydéntemi uygulandi ve
kromozom anomali yéninden degerlendirildi. Ayrica Multiplex Polimeraz Zincir
Reaksiyonu teknikleri ile Yg kromozom mikrodelesyonlari yéninden inceleme
yapimistir

Bu analiz ve degerlendirmeler sonucunda amacimiz ydremizdeki infertil
erkeklerde, infertilitenin genetik nedenlerini, oranlarini ve sikhgini ortaya koymak ve
IVF (Invitro fertilization), ICSI (Intrastoplazmik sperm enjeksiyonu) ve TESE
(Testicular sperm extraction) gibi yardimci dreme ydntemlerine basvuracak hastalara

yardimci olabilmektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Erkek Ureme Sistemi

Erkek infertilite mekanizmasinin anlagilabilmesi igin erkek tUreme sisteminin
bilinmesi gerekmektedir.

Erkek tGreme sistemi Greme hicrelerini (spermatozoon) yaratan, temel Greme
organi olan ve skrotum icinde bulunan bir cift testis ile bu hicreleri kadin cinsel
dreme organina ulastiran iletici yollar ve eklenti bezlerden olusur.

iletici yollar (genital yollar), duktus epididimis, duktus deferens, duktus
ejekulatorus ve uretra masculinadan olusur. iletici yollarin son bélimi, cinsel
birlesmede erkegin fonksiyonuna uygun olarak erkegin cinsel birlesme organi olan
penis iginde yer alir. Eklenti genital bezler; salgilarini genital yollara bosaltan,
ejakulat olusumuna katki saglayan ve iglevsel olarak testisin Urettigi testosterona
badimli bezlerdir. Bunlar bir ¢ift seminal vezikil, prostat ve iki bulbouretral bezden
olusan salgi bezleridir.

Ureme sistemi viicudun diger sistemlerinden daha kompleks kontrol sistemleri
ile idare edilir. Ureme fonksiyonlari, normal feed-back sistemler yaninda kisinin psisik
dinyasindan da fazlaca etkilenir. Psisik stresler ereksiyon mekanizmasini bozarak
cinsel birlesmeyi olanaksizlagtirirken hipotalamus UGzerinden hormonal kontroli de
bozarlar (25, 27, 28). Ureme organlari yerlesim yerlerine gére i¢c ve dis Greme
organlar olarak iki guruba ayrilrlar.

2.1.1. Erkek i¢ Ureme Organlari
Testis (Orchis, didymis, erbezi)

Testisler erkekte temel Greme organi olup, testis torbasi (scrotum) iginde yer
alrlar (Sekil 1). Dogumdan 6nce karin boslugunda bulunan testisler daha sonra bu
torba igine inerler. Spermlerin olugsmasi i¢in bu olay zorunludur. GUnka vicut sicakhgi

sperm olusumunu engeller. Testis torbasinda sicaklik vicuttan 4 °C disuktar.



Testislerin;

1-Seminifer tlbullerde spermatozoon olarak bilinen erkek gametlerin olusumunu,
2-Leydig hucrelerinde erkek seks hormonlarinin sentezi, depolanmasi ve
salgilanmasini gerceklestirmek gibi iki dnemli gérevleri vardir. Seminifer tabdllerin
icini kaplayan sertoli hUcrelerinin ayrica gelisen germ hucrelerine fiziksel ve
beslenme destedi saglamak, spermatogenezis sirasinda olusan atik sitoplazmanin
fagosite olmasini saglamak, androjen baglayici hormon, anti-mullerien hormonun
(AMH) ve inhibinin sentezi ve salgilanmasi gibi 6nemli gorevleri de bulunmaktadir.

Spermatogenetik hiicreler spermatogenez sonucunda olgunlasirlar (25, 27, 28).

Ureter

Vazin ampullasi

Seminal vezikiil

Cift ejekulatuar
kanallar

Prostat

Bulbouretral bez

Prostatik iretra

Vaz deferens

Efferent kanallar

Rete testis Epididim

Seminferdz tiibiil

Sekil1. Erkek Greme sistemi



Spermatogenez

70 gunlik sikluslar halindeki insan spermatogenezi pubertede baglar, yagsam
boyunca slrer. Spermatogenezin baslatiimasi ve kontroll hipotalamus-hipofiz igbirligi
ile olmaktadir (Sekil 2).

Hipotalamusta salgilanan ve kendi portal venéz sistemi araciligiyla tasinan
gonadotropin salici hormon (GnRH), folikll stimule edici hormon (FSH) ve luteinize
edici hormon (LH) salgilanmasi icin &n hipofizi uyarir. On hipofizden salgilanan FSH
seminifer tlbullerdeki Sertoli hicrelerini uyararak sperm Uretimini saglar (Sekil1). LH
etkisiyle uyarilan Leydig hucreleri ise testosteron Uretir. Gerek testosteron, gerekse
FSH seminifer tubdlleri etkileyerek spermatogenezi ve germ hucrelerinin
maturasyonunu stimule eder.

Spermatogenez boyunca Uretilen germ hucreleri sertoli hicreleri tarafindan
beslenir. Seminifer tlbulllerin bazal kompartimaninda bulunan diploit kék hucreleri
“Koyu, Tip A Spermatogonialar’ olarak bilinirler ve bunlardan “Berrak, Tip B
spermatogonialar” gelisir. Bu hcreler laminal kompartimana gecerek mayoz
bdlinme evresine ulagirlar.

Tip B spermatogonialarin proliferasyonu sonucunda gelisen primer ve
sekonder spermatositlerden daha sonra haploid kromozom yapisinda spermatidler
gelisir. Spermatidler spermiogenezis evresine gecerek sekil degisimine ugrarlar.
Once uzarlar, bas kisminda bir akrozomal kep gelisir. Daha sonra da arka kisminda
kuyruksu cikinti kuyruga dénuserek, oval sekilli olan spermatozoon geligir.

Spermatozoonlar, spermiyolizis olarak bilinen bir islem sonrasinda seminifer
tibdllerin icine alinirlar. Sertoli hicreleri mayoz bélinmeye yanit olarak glikoprotein
yapisinda inhibin A ve B tiplerini salgilar ve bu olay da FSH salgisini sinirlandirir.
Spermatogenesizin bozuldugu durumlarda FSH ve LH dlzeyleri ylkselir (2, 25, 26).
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Sekil 2. Sperm dretiminin hormonal kontroli

Epididim (Epididymis)

Epididim (epi=Ust, didymis=ikiz, testis), her bir testisin arka-Ust bdlimu
Uzerinde yerlesmis, Ust bolimU genis (caput), asadi bélumleri gittikgce daralan bir
eklentidir($ekil 2). Bir kanal sisteminden ibaret olan epididim rete testis'ten ductuli
efferenttes testis’ler ile aldigi spermatozoonlari duktus deferens (vas deferens)‘e
iletme yaninda, spermiumlar igin bir olgunlagsma ve depolanma yeri olarak ta gorev
yapar (25, 27, 28).



Duktus Deferens (vas deferens, sperma kanali)

Epididimin kuyruk bdlimunin ucundan baglayip, epididim kanalinin devami
seklinde uzayan, kalin kassal bir borudur (Sekil 2) ve spermiumlarin iletimi ile
gorevlidir. Epididimden spermi alip tasiyan kordon benzeri bir kanaldir. Her bir
testisten c¢ikan kanal prostatin arkasindan yukarn cikar ve dretraya girerek
ejakulasyon kanallarini olusturur. Vas deferense paralel giden kan damarlar ve
sinirler gibi diger yapilar bir arada sperm kordonunu olusturur (25, 27, 28).

Duktus Ejakulatorus

Duktus ejakulatorus, vas deferensin vesikula seminalisin bosaltma kanali ile
birlesmesinden sonraki terminal bélimuddr (Sekil 2). Prostat bezi igerisinde agsagiya-
6ne dogdru seyrederek Uretranin prostatik pargasi igine agilir. Prostat bezi igerisinde
daralarak giden ejakulator kanal, duktus deferens igerigi ile vesikula seminalis
salgisinin karistiriimasi ve limen iceriginin figkirtilarak atilmasini saglar (25).

2.1.2. Erkek Genital Eklenti Bezleri

Yaptiklar salgilari bosaltma kanallari araciligi ile genital yollara aktaran
bezlerdir. Bu bezlerin salgilari spermiumlarin beslenmeleri ve hareket olanaklarinin
artinlmalari yaninda, ejekulatin sulandiriimasi vajinanin asiditesinin
noétralizasyonunda rol oynar. Erkek Ureme sistemi kapsaminda vesicula seminalis,

prostat, Glandula bulbourethralis eklenti bezleri vardir (25, 27, 28).

Vesikula Seminalis (Glandula vesiulosa, Meni Kesecigi)

Prostat ile birlikte erkek genital organlarinin aksesuar olusumudur. (Sekil 2).
Kiglk bir kese seklinde olusmus, bir cift organdir. Meni kesecigi adi altinda
belirtimesine ragmen, burada olduk¢ca az miktarda meni depo edilir. Esas itibariyle
salgl yapan bir organdir ve bu ylzden de glandula vesiculosa adi ile de belirtilirler.
Bunlarin yapmis olduklari salgi, spermiumlarin canliligi igin gereklidir. Vesicula
seminalisler, spermiumlari nakleden duktus deferenslerin sonu¢ kisimlari ile dar bir
boyun seklinde birlegirler ve tek bir kanal haline gegerler. Bu birlesmeden sonra
olusan yeni kanala duktus ejakulatorus denir. Bu kanal, yaklasik 2 cm kadarlik bir
uzunluk ile prostati geger ve idrar kanalina (urethra) acilir. Bundan sonra erkeklerde

idrar yollari ile meni yollari tek ve mlgsterek olarak devam eder (25, 27).



Prostat (Prostata)

Erkek dis genital organlari ile ilgili spesifik salg! bezidir. Kestane seklinde olup,
urethranin arka kismina oturmustur. Bu sekilde kanal ile siki bir komsuluk icindedir.
Arkadan ise rektum ile komsulugu vardir (Sekil 2). Salgilarini urethraya akitan, 20-25
adet bezin birlesmesi ile prostatin esas yapisi ortaya ¢ikar. Bunlarin yapmig olduklari
salgi bazik reaksiyonda olup, ince akici bir sividir (25, 28).

Glandula Bulbourethralis

Erkek dis genital organlarinin spesifik bezleri igcinde kabul edilen bir diger yapi
ise, glandula bulbourethralis adi verilen bezlerdir. Bunlara Cowper bezleri de denir.
Yaklasik 2-3 cm kadar olan ¢ok ince kanallari ile, her iki bez urethranin baslangi¢
kismina (pars prostatica urethra) ayri ayri acilirlar (Sekil 2). Koyu ve alkali 6zellikte
salgl yaparlar. Bu salgi, ejakulasyondan énce urethraya verilir ve bdylece urethra
mukozasi Uzerindeki idrar artiklarin nétralizasyonu saglanmis olur. Cowper bezleri

testosteron yoklugunda atrofiye olur (25, 27).

MENI (ejakulat, semen, dol)

Orgazm esnasinda urethranin dis deligi yolu ile disariya fiskirtilan karma salg,
meni olarak adlandirilir. Opak beyazimsi olan bu salgi, 2-4 ml olup, testis epididim,
vesicula seminalis, prostat ve bulbouretral bezlerin salgilarinin toplamidir. %901 su
olan bu salginin igcinde spermiumlar ile spermiumlarin metabolizmalari igin gerekli
olan mineral tuzlar, proteinler, serbest amino asitler, spermin, prostoglandinler ve bol
miktarda friktoz bulunur.

2-4 ml’ lik meni i¢erisinde 300-400 milyon (60-120 milyon /ml) sperm bulunur.
Hacim olarak spermiumlar ejekulatin %1’ini olustururlar. Ejekulatin %60-70’i vesikula
seminalis, %20-30’u prostat salgisi tarafindan yapilir. Erkek Ureme sisteminde
haftalarca yasayabilen spermiumlar, kadin Ureme sistemine atildiklarinda burada
ancak 2-3 gln yasayabilirler. Ejakulasyondan 2 saat sonraki érneklerde, spermlerin
%80’i hareketli olduklari halde 24 saat sonra sadece %15 oranindaki spermde
hareket vardir. Spermiumlarin hareketli ve morfolojik olarak normal olmalari,
fonksiyonlari, doélleme yetenekleri agisindan &6nemlidir. Spermler dusuk Isida

saklanirlarsa, yasamlarini ve fertilizasyon 6zelliklerini korurlar.



Ejakulatta 1 ml'de 60-120 milyon sperm bulunmasina normospermi, sperm
sayisinin 1 ml’de 20 milyonun altina digmesi durumuna oligospermi, hi¢ sperm
olmamasi durumuna ise aspermi (azospermi) denir. Astenozoospermide sperm
sayisi 20 mil/ml'nin Gzerinde ve motilite %10-40, oligoastenospermide ise sperm
sayisi 20 mil/ml'den az; motilite %10-40’dir. Ejekulatta canli spermatozoa
bulunmamasi ise nekrozoospermi olarak adlandirilir. Normal sartlarda fertilizasyonun
olabilmesi icin spermatozoa sayisi, motilitesi ve canhligi normal sinirlarda olmalidir
(25, 27, 28).

2.1.3. Erkek Dis Ureme Organlari

Penis
Penis silindirik bir yapidadir. ki énemli gorevi (stlenmistir. Bir yandan

ciftlesme, 6te yandan idrari disariya atma islevi bu organ tarafindan saglanir (25, 27).

Skrotum (Erbezi kesesi, torbalar)

Skrotum penisin alt kisminda yer alan, igerisinde yumurtalar ve sperm
kanallarinin bir kisminin bulundugu ince kirisik derili kesedir. Testisleri sarar, korur,
darbelerde ve sikismalarda yumurtalarin zarar gérmesini engeller. Skrotum testisler
icin bir 1s1 kontrol sistemi olarak gdrev yapar; spermlerin normal gelismesi igin
testislerin vicut sicakligindan biraz daha disik i1sida (35°C) olmasi gerekir. Skrotum

duvarindaki kaslar gevseyip kasilarak testisler icin uygun 1siy1 saglarlar (25, 27, 28).

2.2. Embriyoloji ve Sekstel Farklilagsma

Cinsiyet ddllenme asamasinda X ya da Y kromozomunu tasiyan spermin
ovumu déllemesiyle tayin edilir. Cinsiyet kromozomlari (XX veya XY) gelisecek
gonadin tipini belirler. 17. haftadan 6nce iki cinsiyetin de gonadlari gérinim olarak
benzerdir ve farkhlasmamis gonadlar olarak adlandinlir. Farklilasmamis gonadlar ikili
potansiyele sahiptirler, hem korteks hem de medula bdlgesi testis ya da ovaryuma
dénusebilme yetenegindedirler. Erkek fenotipinin gelisimi kompleks bir olaydir. Y
kromozomu gerektirir. Bipotansiyel gonadin testise differansiyasyonu icin Y
kromozomunun kisa kolu kritik dnem tasir. Bu kisimda testis olusumunu indikleyen

bir faktérin (Testis Determining Factor, TDF) oldugu én gériimUs ve sonra sorumlu



gen klonlanarak SRY adi verilmistir. SRY geni, SOX-9, SF-1 ve WT-1 gibi
transkripsiyon faktorleri ile bilinmeyen bir mekanizmayla bipotansiyel gonadin testise
differansiyasyonunu saglar.

Mayoz sirasinda Y kromozomu, X kromozomundan uzaklagsmak zorundadir.
Bu sekilde ayni spermatozoonda X ve Y kromozomu birlikte bulunmaz. Y
kromozomunun buydk parcasinda Y spesifik baz dizisi vardir. Bu nedenle X
kromozomuyla c¢ift olusturmaz. Bununla beraber Y kromozomunun kigUk bir
parcasinin baz dizisi, X kromozomununki ile ayni baz dlzenindedir. Seks
kromozomlar ¢ift olusturmamakla beraber benzer genleri ve baz dizileri arasinda
otozomal genlerde oldudu gibi rekombinasyon olabilir. Ps6édootozomal terimi, bu
genler arasindaki genetik davranigi tanimlamak icin kullaniir. SRY geni, Y
kromozomunun bu psédootozomal bdlgesine yakin bir yerde bulunur.
Rekombinasyon olayi, psédootozomal bdlgenin étesine kusurlu bir sekilde yayildig
zaman, kromozomlar arasinda X ve Y spesifik DNA transferi olabilir. Bu sekilde
kusurlu rekombinasyonlar sonunda SRY tasiyan X kromozomu, XX erkek fenotipinin
gelismesine neden olurken, SRY sini kaybetmis Y kromozomu da XY disi fenotipine
neden olur (25, 29).

2.3. Erkek infertilitesinin Nedenleri

Erkeklerde infertiliteyi olusturan nedenler 3 grup altinda incelenir:

Hormonal Nedenler

Beynin alt kisminda bulunan hipofiz bezi FSH ve LH hormonlarini
salgilamaktadir (Sekil1). Bu hormonlar testislerden sperm dretimini ve erkeklik
hormonu olan testosteronun salgilanmasini uyarir, incelemeler bu hormonlara ait
bozukluklari veya testislerde sperm Uretim bozukluguna isaret eden hormonal
degisiklikleri gosterir (19, 30, 31).

Testislere Ait Nedenler

Teslislerin dogustan normal yerine inmemesi; kasik kanalinda veya karin
icinde kalmasi sperm dretim bozukluguna yol agan nedenlerden birisidir.

Varikosel, testisin toplardamarinin anormal bir sekilde genislemesidir. infertil

erkeklerin %30'unda bulunmaktadir. Siklikla sperm hareketliliginde distklige neden



olur. Sayi azligi ve yapisal bozukluklar da birlikte bulunabilmektedir. Varikosel tanisi
konulduktan sonra cerrahi olarak duzeltilebilir. Ancak varikosel direkt olarak
infertiliteye yol agcmayabilecedi gibi, infertilitenin tek nedeni de olmayabilir.

Cesitli  kanser tdrlerinin  tedavisinde kullanilan kemoterapi ilaglar  ve
radyoterapi, sperm Uretimini belirgin sekilde bozabilmektedir. Ayrica sigara, alkol ve
kafeinin sperm dretimi Gzerindeki etkilerini gdsteren c¢alismalar mevcuttur.
GUndmuzde ileri tani ydntemlerine ragmen, sperm parametrelerinde bozukluk
saptanan erkeklerin yaklasik %25'inde bu durumu agiklayabilecek bir neden

bulunamamaktadir (31).

Sperm Taslyici Kanallara ve Organlara Ait Nedenler

Testislerde Uretilen spermler, epididim organindan gecgerek vaz deferens
adindaki sperm tasiyici kanal aracili§i ile penise tasinir. Uretilen sperm hiicrelerinin,
bu sistemin herhangi bir yerinde olusan tikanikliklar nedeni ile ejakulata (meni)
ulasamamasi s6z konusu olabilir. Enfeksiyon, travma, bu organlara veya komsu olan
organlara daha &nce yapilan cerrahi mudahaleler, dogustan sperm kanalinin
gelismemis olmasi (konjenital vaz deferens agenezisi), prostat, vezikilo seminalis
taglari varliginda testislerde sperm Uretimi devam etmesine ragmen, kanal batunlagu
bozuldugu icin digsar ¢ikis engellenmis durumdadir. Nedenin arastirilmasi ve cesitli
cerrahi  mudahale yontemleri ile tikanikhdin  giderilmesi (vazovazostomi,
vazoepididimostomi ameliyatlari) ve 06zellikle kanalin dogustan gelismedigi
durumlarda yardimci reme tekniklerinden faydalanma sansi bulunmaktadir (31).

Erkek infertilitesine neden olan birgok faktér bulunmasina ragmen, bunlar
vakalarin yaklasik olarak %30 ila 50’sindeki infertilite etimolojisini agiklamaktadir
(idiyopatik), vakalarin geriye kalan %50-70’ini agiklayamamaktadir (anidiyopatik).
Bireyin idiyopatik ya da anidiyopatik oldugunun anlasiimasi igin klinik olarak
infertilitenin ¢ok iyi degerlendiriimesi gerekmektedir (31).



2.4. Klinik Olarak infertilitenin Degerlendirilmesi

1987’de Diinya Saglk Orgiiti (WHO) infertil giftlerde yapilacak arastirmalar
icin standart bir protokol yaratmak amaci ile bir infertilite Tani ve Tedavi Calisma
Gurubu olusturmus ve erkek kaynakli infertilitenin tanisinda standart bir yaklagim
gerekililigini getirmigtir (2, 32- 34). Buna goére dncelikle hastanin éykisu (hastanin
tibbi 6z gecmisi) alindiktan sonra fizik muayeneye tabii tutulur. Ayrica hasta semen
(meni), idrar, hormon analizi gibi laboratuar testlerine ve Gltrasonografiye tabi tutulur.
Tom bu aragtirmalar sonucunda olgunun infertilitesi belli bir organik nedene
baglanmazsa, yani olguda idiyopatik infertilite varsa, genetik faktérlerin

aragtirlmasina gerek vardir.

2.5. Erkek Ureme Bozuklugunun Genetigi:

Erkek infertilitesinde genetik nedenlerin belirlenmesi ¢cok &nemlidir. Ciftler
arasindaki Ureme problemlerinin %30-50’sinin genetik bozukluklar oldugu ve bunun
yaklasik olarak % 10-15’inin de erkek kaynakli oldugu disunulmektedir (20, 24, 30,
34,35). Genetik bozukluklar, kalitsal etkenin tiriine gére G¢ sinifa ayrilirlar, bunlar;

kromozomal bozukluklar, tek gen bozukluklari ve multifaktoriyel bozukluklardir

2.5.1. Kromozomal Bozuklular (karyotip anomalileri)
Normalde 46 (2n=46) olan insan kromozomlari sayisal, yapisal ve hem
sayisal, hem de yapisal bakimindan degisiklikler gb&sterebilir ki, bu durum

kromozomal hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olur (36).

Klinefelter Sendromu:

Klinefelter sendromu NOA’lI (nonobstriktif azospermi) olgularda bulunan en
sik genetik bozukluktur ve ekstra bir X kromozomu vardir. Yaklasik 1/500 erkekte
goriillir ve mayoz sirasinda X kromozomunun ayrilmamasi sonucu geligir. iki
ebeveyn gametlerinden biri ek olarak bir adet X kromozomu tasimaktadir. En siddetli
fenotipik bozuklugun yasandidi Klinefelter erkegi, virilizasyon eksikligine bagl olarak
puberteye ulasamamaktadir. Olgularin spermatogenik ve androjenik akslari timu ile
hatalidir. Testisleri kuguk, seminifer tubulleri sklerotiktir. Leydig hicreleri hipertrofik

ve nonfonksiyoneldir.



Klinefelter sendromlu olgularda tim genetik olumsuzluklarla birlikte genis bir
fenotipik spektrumu vardir. Hafif spektrumlu geng erigkinlerin yaklagik % 50’sinde
TESE (testikiler sperm ekstraksiyonu) ile sperm bulunabilir. Elde edilen spermler
ICSI (Intra Cytoplasmic Sperm Injection) ile gebelik olusturabilir.

Klinefelter sendromlu erkekler, meme kanseri ve osteoporoz agisindan daha
fazla risk altindadir. Bu nedenle sendromun tanisinin konulmasi sadece reprodukiif
saglik icin degil, ayni zamanda hastanin uzun dénem genel saghg icin de édnemlidir
(29).

46,XX Erkek Sendromu:

Normalde X ve Y kromozomlari mayoz bélinmede Xp ve Yp'deki
psddootozomal bdlgelere sinirli kalarak karsilikli dizi aligverigi yaparken, nadir
durumlarda genetik rekombinasyon psédootozomal bdlgelerin digina tasar ve iki cok
nadir, ancak ¢ok degerli bilgiler veren duruma yol agar; XX erkekler ve XY digiler. XX
erkekler, karyotipi 46,XX olan ve genellikle X kromozomunun kisa koluna transloke
olmus Y kromozom dizileri tasiyan fenotipik erkeklerdir. Bu kigUk parga primitif
gonadin gelisecegi yeri belirleyen genetik kaskadlarda kritik rol oynayan SRY genini
icerebilir. Eger SRY varsa bipotansiyel gonad testikller gizgide gelisir. 46 XX erkek
karyotipi tanisi alan erkeklerde TESE basarili olamaz. Dolayisi ile cerrahi girisim
yapilacak hastada ilk olarak bu taniyi olusturmak gerekir (29, 36).

izodisentrik Y kromozom, Ring Y kromozomlari, kisalmis Y kromozomlari ve
translokasyonlar gibi diger anomaliler spermatogenik eksikligi olan erkeklerin kic¢uk
bir ylzdesinde bulunur.

Translokasyonlar  (resiprokal translokasyon, sentrik kaynasma tipi
translokasyon, insersiyonel translokasyon), NOA’li erkeklerin % 1-3'Gnde bulunur.
Preimplantasyon genetik goérintileme, normal ve kromozomal olarak dengeli
embriyo transferine olanak saglayarak ciftin saglikh gebelik yeteneklerini ¢gogaltabilir.
Sperm eldesi yapilacak ciddi oligospermik ya da NOA’ll olgularda Y kromozom
mikrodelesyon calismasi ve karyotip arastirmasi mutlaka yapiimalidir. Bu tetkikler
gereksiz girigsimleri Onler ve ciftlere bilgi vererek se¢im yapmalarina yardimci olur
(37).



2.5.2. Tek Gen Bozukluklari

Mendel bozukluklari olarak bilinmektedir. Bir genetik lokustaki bir mutant allel
veya bir ¢ift mutant allel sonucu olarak ortaya cikarlar. Bu bozukluklar nesilden nesile
aktarilabilir. Aktarilan bozukluklardaki gecis modelleri basittir ve otozomal dominant

(OD), otozomal resesif (OR), X’e bagli dominant ve X’e bagl resesif olarak kalitilirlar.

Konjenital Bilateral Vas Deferens Agenezisi:

CBAVD, infertil erkeklerin yaklasik % 1’inde bulunur ve obsturiktif azospermik
olgularda en c¢ok konulan tanilardan biridir. Testisler normal boyutlarda, vas
deferensler palpe edilemez ve epididim kalintilari bulunur. Seminal keseler agenetik
veya aplastik oldugu icin ejakilata katkisi yoktur ve seminal volim dustk (<1 ml) ve
PH asidiktir (<7). EjakUlat sadece prostatik sekresyonlardan olusur. Bu ciftlerde
tedavi igin mikrocerrahi epididimal sperm aspirasyonu (MESA) ve ICSI birlikte
uygulanir (38, 39).

CF Geninin (Kistik Fibrosiz) Rolii:

CF, CBAVD igin iki ana genetik etimolojiden biridir. Gliney Avrupa’da 1600
kisiden birinde goérulen otozomal resesif bir hastaliktir. CF geni 7. kromozom Uzerinde
bulunmaktadir. Bu gen respiratuvar sistem ve pankreatik kanallarin epitelyal
membranindan Na ve Cl iyonlarinin gegisini dizenleyen CFTR denilen
transmembran proteinini Gretir. CF’nin en sik gérilen mutasyonu Delta F508’dir ve
CF kromozomlarinin % 60’inda olusur. YUz kadar diger mutasyonlar tanimlanmistir
ancak daha seyrektir. Hastaligin ortaya cikisi icin anne ve babadan gelen allel
genlerde mutasyonlar olusmalidir. Eger sadece bir allel gen etkilenmis ise kisi klinik
olarak saglikhdir ve tasiyici olarak tanimlanir.

CF'li tim erkeklerde vazal aplazi ve infertilite vardir. Her iki ebeveynden gelen
mutasyonlar ciddi olursa, olguda klinik olarak en ciddi formlu CF gelisir. Kombine
olarak iki mutasyonda daha az ciddi veya orta dizeyde ise pulmoner ve pankreatik
sistemler klinik olarak etkilenmeyebilir ve vazal agenezi gézlenen tek klinik durum
olabilir. CBAVD’li erkeklerin hepsi icin girisim 6ncesinde CF mutasyon analizine
gerek vardir. Olgu, anne ve babasindan kazandigi CF mutasyonlari ile karsilasan

ailedeki ilk kisi olabilir. Bu nedenle ailenin taranmasi gereklidir. Sadece CF’li



hastalarda degil, ayni zamanda CBAVD’li hastalarda da mutasyonlar icin hem

hastay! hem esini test etmek gereklidir (38, 39).

Mezonefrik Kanal Anomalilerinin Rolii:

CBVAD icin 2. bir genetik etimoloji mezonefrik kanallarin anormal
deformasyonudur. Yedinci haftada 2 yéne dogru gelisen mezonefrik kanaldan birinci
ybn olarak Ureter ve bdbrek, ikinci yon olarak reproduktif kanal geligir. Eger 7.
haftadan 6nce genetik aberasyon mezonefrik kanal farklilagsmasini etkilerse hem
renal hem reprodiktif duktal agenezi olusur ve bebek birka¢ hafta sonra &lr.
Bilateral renal agenizili ve CBAVD’li hastalarda CF mutasyonlari yoktur. Bu ciftlerin
herhangi bir ¢ocuklarinin bilateral renal ageneziye maruz kalabilecegi belirtiimelidir.
Normal renal anatomili ¢cocuk sahibi olmak, unilateral veya bilateral renal agenizili
cocuk sahibi olmaktan daha iyidir. Bu ciftler icin cesaretlendirici olmaktadir ama erken
gebelikte USG (Ultrasonografi) ile kontrol yapiimalidir (38, 39).

2.5.3. Multifaktoriyel Kaliimsal Bozukluklar

Gok genli kalitim goésteren 6zellik ya da hastaliklar icin ¢evrenin etkisi oldukca
blydk olur, fenotip bu iki birimin etkilesimi sonucu ortaya ¢ikar ve pek ¢ok fenotipik
gesitlenmeler gorulir. Bu bakimdan multifaktoriyel ya da ¢ok etkenli kalitim olarak
adlandirilir. Ornegin; cok sik rastlanan erigkin bireylerde gézlenen insuline bagimli
diabetes mellitus multifaktoriyel kalitim gosterir. Yarik dudak, ddztabanhlik gibi
konjenital malformasyonlar da multifaktoriyel kalitimda sik rastlanan 6rneklerdir (3,
36).

Erkek infertilitesine neden olan genetik faktérli hastaliklar pre-testikiler,

testikller ve post-testikiler olarak siniflandirmak mimkudndur. Buna gére;

Pre-testikiiler;
-Kalman’s sendromu
-Prader-Willi sendromu
-Bardet-Bield sendromu
-B talesemia



Testikdler;
-Klinefelter sendromu
-XYY sendromu
-Y kromozomunda AZF gen bélgesinde delesyon
-Noonan’s sendromu
-Myotonik distrofi
Post-testikuler
-Kistik fibrosiz
-Young’s sendromu
-Immolite cilia sendromu
-Androjen insensitivity sendromu
infertiliteye neden olan testikiiler kaynakli kromozomal anormallikler géz
O6ndne alinacak olursa Y kromozomunun yapisi ve roll molekuler dizeydeki
calismalarla daha iyi agiklanabilmektedir (3, 40).

2.6. Y Kromozomunun Evrimi ve Yapisi

X ve Y kromozomlari, memelilerin ortaya ¢cikmasindan ¢ok énce (300 milyon
yil) stringenlerin identik kromozom c¢iftinden ortaya ¢ikmistir. Bu kromozomlardaki
genler seks belirleyici cevresel uyaricilarin etkisi altinda kalmistir. Bu durum
gunumuzde hala bazi belirli striingenlerde gértlmektedir (18, 41). Bu genler uzun bir
sUre icinde mutasyonlara ugramis, bu durum da cevresel uyarilara verilen yanitlarda
kayiplara yol agcmistir. Memelilerde seks kromozomlari SRY geninin memeli X
kromozomu Uzerindeki yapisal bir homolog olan SOX3 geninden farklilasmasi ile
ortaya cikar (Sekil 3) (18, 41, 42).

Karsilastirmali zincir analizleri SRY ve SOX3 genlerinin progenitor bir genden
geldigini, buna karsilik daha fazla evrim gecirmis olan SRY’nin erkek belirleyici
fonksiyon kazandigi ve bunu sirdirdigini gdéstermistir (18, 19, 42, 43). Proto-
SOX3/SRY geninin baskin ve penetran seks belirleyici allelinin, bir otozom c¢ifti seks
kromozomu haline gevirdigi kabul edilir. X ve Y kromozomlarinin birbirinden ayriimasi
sirasinda X kromozomunun temel yapisinda bircok kiclUk dedisiklikler meydana
gelmistir. Y kromozomunda ise siratli dejenerasyonlar ortaya ¢ikmistir (18, 43, 44,

45, 46, 47). Ayrica Y kromozomu Uzerindeki blok mutasyonlar ve bunun ardindan da



Y kromozomunun blylk bir kisminin genis Olgekli inversiyon gegirmesi, X
kromozomunun bayUk bdlgeleri ile Y kromozomunun ¢ok daha kuigik bdlgeleri
arasinda non-rekombinasyon olusmasina yol acmistir (43, 44, 45, 48). Zararl
mutasyonlarin meydana gelmesi halinde, uygun gen ciftleri sadece rekombinasyon
ile yenilenecegi icin (Muller ratchet), Y link genlerin yikilisindan X ve Y kromozomu
arasinda rekombinasyon olmamasinin sorumlu oldugu dastnGimuUstir. Gérinlrde
¢ok cazip olan bu fikir Y kromozomunun X'in 1/3’Gnden kigUk olusunu agiklar (43,
44, 45, 48). Y kromozomunun uzun koluna 6zgu bir¢ok farkli gen ailesini binyesinde
barindiran palindromlar ile ilgili yapilan son tanimlama ve sik gen konversiyonu uzun
slre icinde Y kromozomunun progresif yikimi hakkinda suphe uyandirmistir (43, 46,
47, 49, 50). Y kromozomu spermatogenez igin esas olan genler de dahil olmak
Uzere, evolUsyon sirasinda testise 6zgl c¢ok sayida gen kazanmistir (51, 52).
Bunlardan herhangi birinin delesyonu infertiliteye sebep olabilir (18, 19, 53, 43, 50).
Bazi ¢alismalar Y kromozomunun uzun kolundaki artislarin (Yg+) abortuslara neden
olabilecegini de ileri sirmasgtr (43, 54, 55, 56, 57).

Evrim boyunca erkek birey farklilagsmasi igin gerekli genlerin Y kromozomuna
g6¢ ettigi varsayilir. Normalde otozomal genler mitotik béliinme sirasinda eslenikleri
sayesinde DNA tamirine girebilirken, Y kromozomu Uzerindeki genlerin eslenigi
olmadigindan tamir mekanizmasi devreye giremez. Bu Y genlerinden bir cok kopya
olmasina neden olur (43). Spermatogenez igin kritik genlerin ¢oklu kopyasi olmasi
avantajdir. Gink0 yikici mutasyonlar sonucu yetersiz Uretilen proteinlerin miktar bu

sekilde artinimis olur (23, 43).
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Sekil 3. insan Seks kromozomlarinin evrimi (Bachtrog ve Charlesworth 2001’den
degistirilerek) (43).

insanda otozomal kromozomlar homomorfik iken X ve Y kromozomu
heteromorfiktir. X kromozomu yaklagik 165 Mb’lik DNA iceren submetasentrik
kromozomdur. Buna karsilik Y kromozomu X'e gbre daha kigik olup ortalama
bayUklugu 60 milyon baz ¢ifti (b¢) olarak tahmin edilen akrosentrik bir kromozomdur
ve insan haploid genomunun vyaklasik %2-3'Gn0 olusturmaktadir (20, 41, 43).
Otozomlara ve X kromozomuna kiyasla Y kromozomu gen yéniinden fakirdir. insan X
kromozomu ortalama 4000 sayida 6nemli genler icermektedir. Buna karsilik Y
kromozomunun kigUk bir orani genetik olarak inert ve ¢ok sayida tekrar eden
kodlanmayan DNA icermektedir. Sadece cok az gen Y kromozomu Uzerinde
fonksiyoneldir. Bu genlerin bazilar da X kromozomu Uzerindeki genlerle homoloji
gOsterir (Sekil 4). Bazilari ise sadece Y’ye Ozel olup, testiste ifade olan genlerdir. Y
kromozomu 78 proteini kodladigi sanilan en az 156 transkripsiyon Unitesi ve
pseudogenler igerir (18). Bu kromozom sinirli sayida islevsel gen tasimasina karsilik
sik tekrarlayan elemanlar igerir (20, 22, 24, 30, 43, 49, 56, 58, 59, 60).



Y kromozomunun kisa (Yp) ve uzun (Yq) kollarinin Gzerinde sirasiyla major
pso6dootozomal bdlge (PAR1) ve mindér psbédootozomal bédlge (PAR2) ve X
kromozomu Uzerinde ise bunlarin homologlari vardir (sekil 4, 5, 6). PAR1; X ve Y
kromozomunun kisa kolunun en u¢ noktasi en 6nemli psédootozomal bélgedir. PAR1
yaklasik 2.6 Mb’'lik DNA igerir. Bu bdlgenin zorunlu kros-over alani olup, erkek
bireyde mayoz sirasinda dogru mayotik segregasyon icin gerekli oldugu dusunalar.
Bu kicUk bdlgede rekombinasyonun sikhgi yuksektir (%28). PAR2; X ve Y
kromozomunun uzun kollarinin u¢ kisminda yaklasik 320 kb’lik bir bdlgedir. Bu
bélgedeki homologlar arasindaki rekombinasyon PAR1 bdlgesindeki kadar sik
degildir. PAR2 erkek bireyde mayoz i¢in ne etkili ne de gereklidir (18, 43).

Bu Dbolgeler olmazsa Y kromozomunun diger hicbir kismi  mayotik
rekombinasyona katilmaz. Dolayisiyla bu durum da Y kromozomunun yaklasik %
95’ini nonrekombine halde birakir (3). Y kromozomunun % 95’ini olusturan bu
bblgeye rekombinasyona ugramayan bdélge (NRY: non-recombining region’) ya da
Y’nin erkek spesifik bélgesi (MSY: male specific region) adi verilir (sekil 5). NRY, X
ya da Y kromozomu Uzerindeki bolgelerle homolog olan intra-kromozomal
tekrarlayan elementler icerir (18, 43, 49, 61). NRY bdlgesi 6kromatik, sentromerik ve
heterokromatik olmak (izere 3 bélgeden olusur (61). Okromatik bdlge sitogenetik
olarak Y kromozomunun Yqgl11 Dbdlgesinin Yq11.21, Yq11.22, Yq11.23 alt
bélgelerinde bulunur ve yaklasik olarak 24 Mb uzunlugundadir. Heterokromatik Yq12
bdlgesi ise 30 Mb uzunlugunda olup DYZ1 ve DYZ2 adinda iki buylk tekrarlayan
zincir igermektedir (6, 9, 18, 20, 61, 62, 63).

Bazi arastirmacilar ise Y kromozomunu;

(i) ps6édootozomal sinir bélgesi (PABY),

(i) kisa kol Uzerindeki perisentrik bolge (seks belirleyici geni -SRY- igerir),

(iii) proksimal uzun kol Gzerinde bulunan 6kromatik bélge (DYS1),

(iv) distal uzun kol Gzerinde bulunan hetokromatik bélge (DYZ1) ve

(v) 6nemli DYZ3 bdlgeye ayirmiglardir (56). DYZ3 bdlgesi sentromerik zincirleri
blnyesinde bulundurdugu igin Y kromozomunun yasamini strdirmesi ve ¢ogalmasi

icin hayati 6neme sahiptir.
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Sekil 4. Y kromozomunun rekombinasyona katilmayan bélgedeki (NRY) genler (Bachtrog ve
Charlesworth 2001’den degistirilerek) (43).

Y kromozomunun fertilite Gzerindeki etkisi iki sekilde gérilmekte ve her iki
etkide spermatogenezis Uzerinde rol oynamaktadir.

I. Mayoz bélinme sirasinda X kromozomu ile Y kromozomu eslesmekte ve
bdylece boélinmenin gerceklesmesini saglamaktadir. Bu eslesmenin olmamasi
mayoz bélinmenin daha ileri asamalara gecmesini 6nlemekte ve dolayisiyla

spermatogenezis engellenmektedir.



ll. Ozellikle Y kromozomunun uzun kolunda yer alan kromozomal bélgelerdeki
kayip ya da degisiklikler sonucu genlerin fonksiyonlarini  kaybetmesi
spermatogenezisi olumsuz yénde etkilemektedir.

Her iki durumda da sperm sayisinda meydana gelen azalma nedeni ile
infertilite ortaya ¢ikmaktadir (azospermi ve oligospermi) (3, 4).

Erkek infertilitesi, Y kromozomundaki ve otozomal genlerdeki mutasyonlara,
ayrica parakrin kontrol da dahil olmak Uzere pek cok fiziksel ve fizyolojik
yetersizliklere baglanir. Y kromozom translokasyonuna sahip erkeklerde yapilan
sitogenetik c¢alismalar; Y kromozomunun uzun Kkolu Uzerinde bir bdlgenin
spermatogenezde Onemli roli oldugunu gb6stermistir. Bu bdlge, normal
spermatogenezde dnemli gen ya da genleri kapsayan azospermi faktéri (AZF) igerir
(5, 15, 16, 18, 19, 20, 21, 24, 30, 16, 58, 59, 60, 61, 62, 63).
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Sekil 5. 'Y kromozomunun yapisi (Singh ve ark. 2005’'den degistirilerek) (18).



2.7. Y Kromozomu ve AZF

ilk olarak spermatogenezisdeki bozukluklar ile genetik yapi arasindaki
iligkilerin temeli 1976 yilinda Tiepolo ve Zufferdi tarafindan yapilan infertil
erkeklerdeki sitogenetik ¢alismalarla atilmistir (64). Daha sonra molekller dizeydeki
tekniklerin kullaniimasi ile 1988’de Anderson ve arkadaslari Y kromozomunun uzun
kolunda AZF (Azospermik faktdr) bdlgesini tanimlamigtir. 1992’de Foresta ve
arkadaslari tarafindan PCR teknigi kullanilarak Y kromozomunun STS (Sekans hedef
alan)’lerle haritalanmasinda énemli gelismeler elde edilmistir (20, 24, 30, 59, 65).

AZF boélgesi ilk olarak Yq11.23 bandi tzerinde altinci aralida haritalanmistir ve
5 milyon baz cifti igerir (5, 15, 19, 20, 23, 59, 60, 63). AZF bdélgesi mikrodelesyonlari
azospermi ya da ileri derecede oligospermi ile karakterize olan erkek infertilitesinden
sorumludur ve bu mikrodelesyonlar testikiler sperm ekstraksiyonu (TESE) ve ICSl ile
yeni jenerasyona gecebilir (5, 19, 21, 66). 1996’'da Vogt ve arkadaslari 370
azospermik ya da ileri derecede oligospermik olan erkek DNA’larinin incelenmesi
sonucu Yq11 bolgesinde 5. ve 6. araliga yayilan 3 farkl bélge tanimlamistir; AZFa,
AZFb ve AZFc (12) (Sekil 5). Yakin zamanlarda AZFb ve AZFc bdlgeleri arasinda
yeni bir AZF bdlgesi olan ve bazi kaynaklarda AZFc proksimal bdlgesi olarak da
kabul edilen AZFd rapor edilmigtir (18, 20, 22, 24, 30, 37, 63, 67) (Sekil 6).

AZFb ve AZFc bdlgelerini kapsayan Y kromozomunun uzun kolu Uzerindeki
palindromik komplekslerin tanimlanmasi ve AZFa bdlgesine komsu endojen
retroviris HERV15 sinifinin  tespiti, azospermik faktériin  organizasyonunu
anlamamizi kolaylastirmistir. Birgok gen ve onlarin kopyalarini igine alan AZFb ve
AZFc Dbolgelerinin birbiri ile 6rtustigu goésterilmistir. Bununla birlikte AZF ile ilgili
ayrintilar bilinmedigi taktirde infertil erkekteki prevalan mutasyonlarin tipleri ya da
genlerin kesin sayisi ile ilgili bilgiler elde edilemez. Ayni sekilde Y kromozomu
Uzerinde tekrarlayan zincirlerle yakin iligki icinde bulunan tekrarlayici DNA’larin ¢ok
miktardaki varliginin roli henliz acikhga kavugmamistir. infertilite olgularinda
tekrarlayan elemanlarin kayip ve kazanclarn ile ilgili sistematik aragtirmalar, bu

elemanlarin biyolojik rollerini anlamamiza yardimci olur (57).
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Sekil 6. Y Kromozom haritasi (Kent-First ve ark. 1999'dan degistirilerek) (67).

Y kromozomundaki ¢esitli tekrarlayan elemanlarin yapisal organizasyonlari ile
ilgili klinik caligmalar, onlarin biyolojik rollerini anlamamizi kolaylastirmigtir. Bu géris,
azospermik faktéri (AZF) iceren Y kromozomunun uzun kolundaki P1-P8
palindromik  (ters simetrik) komplekslerle ilgili en son tanimlamalarla
desteklenmektedir (Sekil 5). Bu palindromik zincirlerin delesyonu spermatogenetik
yetmezlik ile sonuclanir (15, 16, 18, 19, 20, 30, 57, 58, 59, 60, 63). Bu palindromik
komplekslerle ilgili yapilan yogun STS (Sequence Tagged Sides) analizleri AZFb ve
AZFc bdlgelerinin daha énce rapor edildigi gibi (18) bagimsiz olmadigini, értisme
gOsterdigini ortaya koymustur (18, 57). Bununla birlikte yaklasik 0.8 Mb zincir
blayUkligindeki AZFa bélgesi AZFb ve AZFc bdlgelerinden bagimsizdir. Bu yorucu
calismalara ragmen her bir genin erkek infertilitesinden sorumlu olup olmadigi hala
kesin degildir. insanlarda kiigiik, fakat hala saptanmamis delesyonlarla ilgili analizler
spermatogenezin dizenlenmesinde rol oynayan gen ailelerinin ve her bir genin
rolini meydana cikarmistir. Galismalar, azospermik erkekte Y kromozom USP9Y
genindeki de novo nokta mutasyonu gdéstermigtir (18). Y bagimh zincirlerin yani sira
sinyal transdiksiyonunda rol oynayan protoonkogen(ler)deki ya da parakrin sistemi

kontrol eden otozomal genlerdeki bozukluklar da infertiliteye neden olabilir (57).



insan Y kromozomu yapisal organizasyonu denetleyen ideal bir ortam,
evrimsel bir dagihm ve heterokromatini meydana getiren, tekrarlanan DNA ile ilgili
cesitli kategorilere dair muhtemel fonksiyonlari saglar. Heterokromatik (tekrarlayan)
DNA, fonksiyonel roli olmadiginda, zararli mutasyonlari emerek genik kismi koruyan
Stuffer adini alir (57).

Y kromozomu alfoid tekrarlar, biyik insan SINE (alu tekrarlar) ve birgok ek
uydu zincir ailelerinden meydana gelir. Alfoid zincirler, birbiri ardina dizilmis bir
sekilde Y kromozomu Uzerinde bulunan sentromere yakin bir yerde kiimelenirler ve
diger kromozomlar Gzerinde bulunanlardan kolaylikla ayirt edilebilirler. Alu
tekrarlarinin cogu genomik konsensus Alu tekrarlar ile ¢ok az benzerlige sahiptir.
Aksine Y LINE tekrarlamalari diger kromozomlar Uzerinde gdérllenlerden ayirt
edilemez. Bu nedenle Y kromozomu Alu tekrar zincirleri, diger erkek spesifik
(heteromorfik) zincirlerle birlikte evrim gegirmislerdir. Seksin belirlenmesi sirasinda
ayni seyler s6z konusu olmasa bile bu tip iki zincir belirlenmigtir (57, 68).

2.8. Y Kromozomuna Ozgii Tekrarlamalar; DYZ1 ve DYZ2

Y kromozomunda sentromerik ve heterokromatik bdlgelerde kiimelesmis alfoid
tekrarlar ailesine ek olarak, genomik DNA’nin Haelll pargasinda 3.4 ve 2.1 kb’lik
tekrarlayan fragmanlar saptanmigtir (49, 68). DYZ1 uydu fraksiyonunu temsil eden
3.4 kb'lik parcacik, bir tek sirasinda pentamerik “5TTCCA3” tekrarlari baskin olarak
barindirir ve normal insan Y kromozomunda bu siralarin yaklagsik 800-4000
kopyasinin bulundugu rapor edilmigtir. Bununla birlikte DYZ1 kopya sayi
degisikliklerinin Y kromozomunun normal fonksiyonlari ile herhangi bir iligkisinin olup
olmadigi ve spermatogenez, erkek fertilitesi ya da genel erkek reproduktif
potansiyelinde rol oynayip oynamadiklari kesin degildir (57, 68).

2.9. Y Kromozomu Uzerinde Bulunan Genler ve Erkek infertilitesi

29 Aralik 2002 tarihine kadar sembolleri, takma adlari, giris kodlari ve
sitogenetik haritadaki pozisyonlari ile birlikte toplam 107 gen veri tabaninda
siralanmiglardir. Bununla birlikte son calismalar bu konu ile ilgili daha ¢ok bilgi
saglamistir. Su anda “Y'nin erkek spesifik boélgesi” (MSY) olarak adlandirilan Y

kromozomunun non-rekombine bdlgesinin (NRY) % 95’inde yarisinin (78) proteinleri



kodladigindan slphe edilen en az 156 transkripsiyon Unitesi mevcuttur. MSY’de 27
ayri protein ve protein ailesi tanimlanmistir. Bunlardan 12’si diger dokularda da
mevcuttur ancak 11 tanesi sadece testislerde bulunmaktadir (18, 57). Y kromozomu
lzerinde, bir (TGIF2LY), iki (VCK, XKRY, HSFY, PRY), t¢ (BPY2), dért (CDY, DAZ),
altt (RBMY) ve yaklasik otuz bes kadar (TSPY) tekrarlar seklinde testise 6zgu genler
mevcuttur. Kopya sayilari bir tek Y’nin tam zincir analizi ile ortaya konmustur (50).
Bunlarin sayilarn diger bir Y kromozomunda farkli olabilir. Bu genlerin AZF faktérind
kapsayan proksimal ve distal palindromik komplekslerde yerlesmis olup
spermatogenetik yetmezlige yol agan masif delesyonlar gésterdigi saptanmistir (21).
Toplam 23 testis spesifik kopya (TTTY1-23) tanimlanmigtir. Bunlardan palindromik
kompleksle ilgili 3,4,5,6,9,10,13 ve 14 spermatogenetik yetmezligi olan hastalarda
delesyonlar gdéstermistir. Daha 6nceleri TTTY1-23 kopyalarinin testise 6zgl oldugu
dusiandltrken, son calismalar TTTY4’Un prostat ve testiste, TTTY10’un testis, prostat
ve fetal beyinde, TTTY14’Un de testis, bobrek ve fetal beyinde salgilandigini
gbstermigtir (17). TTTY1, TTTY2, TTTY6, TTTY7, TTTYS8, TTTY18, TTTY19, TTTY21

ve TTTY22 kopyalarinin kodlanmamis oldugu rapor edilmigtir. Bdylece, bazi

tekrarlarin testise 6zgU oldugu ve fertiliteyi dizenlemekte biyolojik rolleri oldugu,
halbuki digerlerinin belirgin biyolojik rollerinin olmadigi kabul edilmektedir (18, 57).

Tam erkeklerin yaklasik % 5-10'unda sperm dretiminde ciddi defektler
mevcuttur. Bu olgularin gogunda infertilite, bilinen nedenlere baglanamaz (idiyopatik
infertilite). Germ hucrelerinin total yoklugu (azospermi) ya da ciddi oligospermi
(<1x10%sperm/ml) ile ilgili delesyonlarin (mikrodelesyon) biyik bir gogunlugu
sitogenetik olarak saptanamazlar. Ender olgularda, ciddi oligospermi olgulari
delesyonlarini erkek c¢ocuklarina gecirirler. Bununla birlikte, delesyonlarin ¢ogu de
novo olup, infertil fenotipler dolayisiyla herhangi bir NRY alleli ile birlikte
populasyondan elimine edilirler. Caligsmalar idiyopatik azospermik erkeklerin % 10-
151 ile oligospermik erkeklerin % 5-10°unun Y kromozomunun uzun kolunun bir veya
diger kisimlarinin delesyonlarini tagidigini ortaya ¢ikarmigtir. Azospermik ve ciddi
oligospermik erkeklerin yaklasik % 60’1 idiyopatik olarak siniflandirilir. Erkek
populasyonunda goértlen Y delesyonlarinin sikhdinin % 0.06 oldugu tahmin
edilmektedir (57).



3. GEREC ve YONTEM

3.1 Arastirma Popiilasyonu

Bu calisma Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik bdlimd,
Genetik Tani Laboratuvarinda yapiimistir.

Calisma materyalini Ocak 2003 - Haziran 2006 tarihleri arasinda en az iki yil
evli olmalarina ragmen c¢ocuk sahibi olamamis azospermik, oligospermik ve
oligoastenospermik 80 infertil erkek bireyler olusturmustur. ilk olarak calisma
kapsamindaki her ciftin aile bilgilerini iceren pedigriler olusturuldu. Pedigri analizinde
bireylerin yas, cinsiyet, akraba evliligi, sigara, alkol ve ila¢ kullanimi, kan gruplar gibi
kriterler ele alindi. Ayrica ¢alisma gurubuna dahil edilen olgularin ailelerindeki
infertilite dykuleri, enfeksiyon gecirip gecirmedikleri, testis morfolojisi, spermiyogram
ve bazal hormon profilleri (FSH, LH, Testosteron, Prolaktin), radyoterapiye maruz
kahp kalmadiklar hakkinda da anemnez formu dolduruldu.

Daha sonra ciftlere herhangi bir otozomal ya da gonozomal kromozom
anomalisini tasiyip tasimadiklarinin anlasiimasi agisindan sitogenetik yéntemlerle
kromozom analizi yapildi. Bayanlarin hepsinde 46,XX karyotipi saptandi.

Y kromozom mikrodelesyon analizi igin 80 erkek bireyden olusan bir ¢alisma
gurubu olusturuldu. Calisma gurubundaki tim bireylerden elde edilen genomik DNA,
molekiler PCR yéntemi ile cogaltiip agaroz jel elektroforezinde incelenerek Y

kromozom mikrodelesyonlarini tagiyip tagsimadiklari arastirildi.

3.2. Kromozom Analizi icin Kullanilan Kimyasal Maddeler
1-Nutrient Mixture F-10 Ham (Sigma)
2-Fetal Calf Serum (Seromed)
3-Phytohemaglutinin M (Biological Industries)
4-Colcemid. 10ug/ml (Biological Industries)
5-Penisilin-Streptomisin (Biological Industries)
6-L-Glutamine 10ml (Biological Industries)
7-KCL-Potassium chloride (Sigma)
8- Glacial Acetic Acid (Merck)
9-Methanol (Merck)



10-Xylol (Merck)

11-Giemsa L6ésung (Merck)
12-Heparin (Liqguemine, Roche.
13-Ethyl alcohol (TEKEL)
14-Serum fizyolojik (Baxter)
15-Trypsin Certified 25gr 1:250 (Sigma)
16-Pancreatin 25gr (Sigma)
17-Na,HPO, (Sigma)

18-KH2PO4 (Sigma)

19-Biebrich scarlet (Sigma)
20-Phosphotungistic acid (Sigma)
21-Fast green (Sigma)
22-Phosphomolybdic acid (Sigma)
22-Distile Water (Sigma)

3.3. Kromozom Analizi icin Kullanilan Soliisyonlar

a-Hipotonik soliisyonu: 100 ml distile su + 5.6 gr KCL (0.075 M KCL)

b-Cornoy fiksatif: 3 birim methanol + 1 birim acetic acid glacial
c-Phytohaemaglutinin sollisyonu: 5 mg Phytohaemaglutinin M + 5 ml bidistile
water

d-Periferik kanda kromozom analizi icin kullanilan kiltlr ortami icerigi:

- Nutrient Mixture F-10 Ham 100 ml
- Phytohaemaglutinin M sollsyonu 1.5 ml
- L-Glutamine 1ml

- Penisilin-Streptomisin 1ml

- Fetal Calf Serum 20 ml

e-Soransan tamponu:
a-1.88 gr. Na2HPO4 +1000 ml distile su (A)
b-9.08 gr. KH2PO4 + 1000 ml distile su (B)

A ve B solUsyonlari Karistirilarak PH = 6.8’e ayarlanir.



f-Trypsin sollisyonu: 50-100 mg Trypsin + 100 ml serum fizyolojik (37°C)
g-Pankreatin sollisyonu: 50-100 mg Pancreatin + 100 ml serum fizyolojik
(87°C)

h-Boya sollisyonlari:

-G Bantlama icin: 95 ml Séransan tamponu + 5 ml Giemsa L&sing

-Diiz Boya igin: : 95 ml distile su + 5 ml Giemsa Lésing

X Kromatin Tespiti icin Gerekli Soliisyonlar

I-Biebrich Scarlet stok solisyonu:

Biebrich scarlet 29gr

Phosphotungistic acid 0.6gr
Glacial acetic acid 10 ml
Distile su 10 ml

i-Fast green stok soliisyonu

Fast green 19r
Phosphomolybdic acid 1gr
Phosphotungistic acid 0.6gr
Glacial acetic acid 10 ml
%50’lik ethyl alchol 200 ml

3.4. Kromozom Analizi icin Kullanilan Diger Gerecler
a-Zaman ayarl santrifuj (Hettich Universal Il).
b-Etlv (Heraeus)
c-Kuru Hava Sterilizatéru (Kétterman)
d-Mikroskop (Olympus)
e-Goruntileme sistemi (Cytovision)
f-Elektronik duyarli terazi (0.1 mg’a duyarli-Bosch)
g-Degisik capta enjektdrler ve pipetler
h-Bunsen bek



I-Saleler

i-15 ml'lik konik santrifQj tapleri
j-Mezurler

k-Vorteks

I-lam

m-Plastik eldiven

n-Laboratuar saati

0-buz dolabi

p-lanset

3.5. Kromozomlarin Elde Edilmesi

Bu calismada kromozomlarin elde edilmesi icin “makro Kkuoltir” tekniginin
modifiye edilmis sekli olan ve” mikro kaltir” ya da “tam kan teknigi” olarak bilinen
lenfosit kdltdrd yéntemi uygulanmistir (1,24). Calismanin uygulama asamalari
sirasiyla asagidaki gibidir;
1-Steril kosullarda hazirlanmis ve buzdolabinda muhafaza edilmis olan stok kltir
soltsyonu kullanilacagi zaman buzdolabindan ¢ikarildi ve her bir kiltlr tGptne steril
ortamda 5 ml aktarildi.
2-Heparinlenmis steril enjektér ile hastadan alinan vendz kandan kultdr tlplerine 4-5
damla kan eklendi. TUpun agzi alevden gegirilerek kapatildi ve72 saatlik inklibasyon
icin ettive birakildi.
3-inkiibasyonun 70.5. saatinde kdltlire iki damla (0.01 ml) colcemid eklendi ve tekrar
etlve birakildi.
4-72. saatte etuvden cikarilan kiltir vortekslendikten sonra 1200 rpm’de 10 dakika
santrifuj edildi.
5-Supernatant atildiktan sonra, pelet vorteksle karistirilarak tzerine 10 ml hipotonik
soltisyonu eklendi ve 10 dakika etlivde bekletildi.
6-Tupler 1200 rpm’de 10 dakika santrifllj edilip sUpernatant atildiktan sonra pelet
vorteks yardimiyla karistirilarak Gzerine pastor pipetiyle 10 ml fiksatif eklendi.
7-Fiksatifle yikama iglemi 3 defa tekrarlandi.
8-Son santrif(ij isleminden sonra tiplerde yaklasik 0.5 cc pelet birakildi.



9-Dip materyal pipetle iyice kanistirildi ve alkolde bekletilip temizlenmis lamlara
yaklagik 30 cm yUkseklikten 2-3 damla damlatilarak yayildi.
10-Kurumaya birakilmig preparatlar 3 gtin etlivde 37°C’de bekletilerek yaslandirildi.

3.6. Giemsa Bantlama

1-Yaslandirilmis preparatlar 30-60 saniye arasinda tripsin veya pankreatin
cOzeltisinde tutuldu (en uygun sidreyi ayarlayabilmek icin her olguya ait bir preparat
kullanildi ve optimize edilerek digerleri de bantlandi).

2-Preparatlar distile su ile 2 defa yikandi.

3-%5’lik giemsa ¢dzeltisinde (PH=6.8) 5 dakika boyandi.

4-Iki defa distile suda yikanip kurutuldu.

3.7. Degerlendirme

Degerlendirme iglemine mikroskop altinda incelenen preparatlarin énceden
hazirlanmis formlara kayit edilmesi ile baslandi. Preparatlari tarama iglemine kiguk
blayutmeli objektif ile baslandi. Analize elverigli metafazlar immersiyon objektifi ile
(100X) her olgu icin en az 20 hicre analiz edilip degerlendirme formuna gerekli
kisaltma ve sembollerle kaydedilip en az 10 tanesi otomatik gértntl analiz sistemine
alinip karyotiplendirilerek ayrintili bir sekilde degerlendirildi. Anomali ya da mozaisizm
stphesinde analiz edilen metafaz sayisi artirildi. Degerlendiriimesi tamamlanan her

olgu icin en az iki karyotip arsivlendi.

3.8. DNA Analizi icin Kullanilan Soliisyonlar ve Tamponlar

Olgularin periferal kanindan DNA izolasyonu igin, yiksek tuz konsantrasyonu
kullanilarak proteinlerin  ¢oktlrilmesi esasina dayanan salting out ydntemi
kullaniimigtir (Miller ve ark. 1988).

1-Lysis Tamponu (Reaktif A, pH 8.0)
10 mM TRIS-HCL

320 mM Sucrose

5 mM MgCl,

Otoklav edilir ve



%1 Triton-X-100 eklenir.

2-Reaktif B (pH 8.0)

400 mM TRIS-HCL
60 mM EDTA

150 mM NaCl
Otoklave edilir ve
%1 SDS eklenir.

3-Sodyum Perklorate
5 M Sodyum Perklorate

4-Taq DNA Polimeraz Tamponu (10X)
100 mM TRIiS-HCL

10 mM MgCl,

500 mM KCl

%1 Triton-X-100

5-dNTP Karigimi (pH 7.4)
2 mM dATP
2mMdTTP
2 mM dCTP
2 mM dGTP

6- 10 X TBE Elektroforez Tamponu
90 mM Tris-Borate
10 mM Sodium_EDTA pH 8.3

7- 10 X Agaroze Jel Elektroforezi Yiukleme Karigimi
% 10 Gliserol
% 2.5 (w/v) Ficoll (type 400)



1 mM EDTA
% 0.25 Bromophenol Blue

8- TE (Tris-EDTA) Tamponu
10 mM Tris HCL pH 7.5
1 mMEDTA

9- Ethidium Bromiir
10 mg/ml konsantrasyonlu solisyon

3.9. Periferik Kandan DNA izolasyon Yéntemi

Sodyum EDTA'l tlplere 5-10 ml kan birakildi. Santrif(j 4°C i¢in 6n sogutmaya
birakildi. 5-10 ml kan 50 ml'lik polypropylene santrif(j tiplerine aktarildi ve Uzerine 40
ml lysis buffer eklendi (Reaktif A). Elle hafifce 2 dakikalik bir sure icinde karistirildi.
4°C’de 10 dakika sire ile 3000 rpm de santriflj edildi. Hlcrelere zarar vermeksizin
stpernatant hipo suyuna dokuldu.

Tlplere 2 ml Reaktif B eklenip ve hafifce karistirilarak hicre c¢okeltilerinin
¢6zulmeleri saglandi. Bu sispansiyon daha sonra 15 ml'lik kapakli polypropylene
tiplerine aktarildi.

Her bir tipe 5 Mhk Sodium Perklorattan 500 upl eklendi ve tupler kan
déndirme (rotary mix) cihazina yerlestirildi, oda i1sisinda 15 dakika sUre ile karismasi
saglandi. Tupler 30 dakika 65°C’lik sicak blokta inkibe edildi.

Her bir tlipe daha énceden -20°C’de birakilmis kloroform’dan 2 ml eklendi, 10
dakikalik sure icin oda sicakhiginda rotary mix’e birakildi. 10 dakika 1400 xg santrif(j
edildi.

DNA iceren faz (Ustteki berrak tabaka) plastik pastér pipetleri kullanilarak 15
ml’lik yeni santrif(j tiplerine aktarildi.DNA i¢eren volimin 2 kati kadar soguk etanol
(daha 6nceden 4° C’de birakilimig) ilave edildi. Hafifce karistirarak DNA’nin presipite
olmasi saglandi. Plastik 6ze ile presipite olan DNA alindi ve 3-5 dakika stre disarida
bekletilerek kurumasi saglandi. Daha sonra 1.5 ml'lik eppendorf tiplerine 250 pl TE
buffer eklendi. Uzerinde DNA’'nin kurumasi saglanan plastik 6ze kesilerek iginde TE

buffer bulunan tipe eklendi.



3.10. PCR ile Orneklerin Cogaltilmasi

Eksonlarin PCR ile ¢cogaltiimasi icin 50 pl'lik hacimde PCR karisimi hazirlandi.
Her bir 6rnek icin 0.3 Unite Taq Polimerase enzimi, Taq Polimeraz enziminin
calisiimasi icin gereksinim duydugu 10X reaksiyon ¢ézeltisi (50mM KCL, 100mM
Tris-HCL, pH:9.0, 25° C’'de) triton X-100, 25 mM MgClz, 2 mM dNTP’s, 200 ng primer
ile karisim elde edildi. Kisilere ait yaklasik hedef DNA 100-150 ng olacak sekilde
PCR karisimina eklendi. Buharlagsmanin engellenmesi i¢in karisimin tzerine 30 pl
mineral yag damlatilarak, érneklerin Techne PHC3 Thermal Cyclerda amplifikasyon

islemleri gerceklestirildi.

PCR’da Kullanilan Primerler ve Dizileri (incelenen STS Bélgeleri,
Sequence tagged sites = STS) :

Yaptigimiz calismada Y kromozomunun ©6kromatik bdlgesinde dagilis
gOsteren ve AZF bdlgelerine (AZFa, AZFb, AZFc ve AZFd) ait, sY81, sY82 sY84
(AZFa), sY127, sY142, sY164, RBM1 (AZFb), sY254, sY255, sY257, CDY, BPY2
(AZFc), sY145, sY152, sY153 (AZFd), olmak Uzere toplam 15 Y-spesifik STS
kullanildi. Her AZF bélgesinden en az ¢ STS lokusu analiz edildi. Bu primer seti ile,
AZF bolgesindeki mevcut delesyonlarin %95’inden fazlasinin saptanabilecegi ve
bunun rutin inceleme igin yeterli olacagi ileri sUrilmektedir (66). Calismamizda

kullandigimiz tim primerler tablo 1’de verilmigtir.

Multiplex PCR | Karisimlari

Multiplex PCR | Karigsimi

10 X PCR Buffer — 5l
2mMdNTPs — 3l

25 mM MgClz — 4yl
sY164 Sol —» 1pl

sY164 Sag — 1l

sY277 Sol —» 1pl

sY277 Sag — 1yl

sY142 Sol —» 1yl



sY142 Sag —» 1yl
sY153 Sol —» 1yl
sY153 Sag —» 1yl
Taqg DNA polymerase — 0.3ul
Sd H.O —»  26.7ul
Template DNA —  3pl
Final Volim = 50ul

Multiplex PCR Il Karisimi
10 X PCR Buffer — 5yl
2mMdNTPs —» 3l
25 mM MgCl; — 4l
RBM1 Sol — 1ul
RBM1 Sag — 1pl
sY254 Sol —» 1yl
sY254Sag —» 1yl
sY82 Sol — 1l
sY82Sag —» 1yl
sY152 Sol —» 1yl
sY152Sag —» 1yl
Taq DNA polymerase—  0.3ul
Sd H,O—  26.7ul
Template DNA — 3l
Final Volim = 50



Tablo 1. Kullanilan PCR Primerlerinin Dizileri.

Primer Adi

Primer Dizisi

Baz cifti

Bolge

(Lokus/STS) Sol Sag (bp)
sY81 5 AGG CAC TGG TCA GAA TGA AG-3’ 5 AAT GGA AAA TAC AGC TCC CC-3’ 200 AZFa
SY82 5 ATC CTG CCC TTC TGA ATC TC-3' 5 CAG TGT CCA CTG ATG GAT GA-3’ 280 AZFa
sY84 5 AGA AGG GTC TGA AAG CAG GT-3 5 GCC TAC TAC CTG GAG GCT TC-3’ 295 AZFa
SY127 5 GGC TCA CAA ACG AAA AGA AA-3’ 5'CTG CAG GCA GTA ATA AGG GA-3 282 AZFb
sY142 5 AGC TTC TAT TCG AGG GCT TC-3 5 CTC TCT GCA ATC CCT GAC AT-3 182 AZFb
sY164 5 AAT GTG CCC ACA CAG AGT TC-3 5 TGG AAG ACC AGG ATT TCA TG-3 590 AZFb
RBM1 5 ATG CAC TTC AGA GAT ACG G-3' 5 CCT CTC TCC ACA AAA CCA ACA-3 800 AZFb
350 AZFc
sY254 5 GGG TGT TAC CAG AAG GCA AA-3’ 5'GAA CCG TAT CTA CCA AAG CAG C-3' 280 Az
sY255 5 GTT ACA GGA TTC GGC GTG AT-3' 5 CTC GTC ATG TGC AGC CAC-3’ 120 gi’;cz
sY277 5 GGG TTT TGC CTG CAT ACG TAA TTA-3 | 5CCT AAA AGC AAT TCT AAA CCT CCA G-3' | 275 gf\;%
CDY 5 TCA TAC AAT CCA ATT GTA CTG G-3’ 5 TTC TAT CCC TCG GGC TGA GCT C-3’ 132 AZFc
BPY2 5 CAG CGT ATC ATA GAA AAT GT-3' 5 AGT ACT TTATTT GCA GGT TCT G-3' 142 AZFc
sY145 5 CAA CAC AAA AAC ACT CAT ATA CTC G-3' | 5 TTG AGA ATAATT GTATGT TAC GGG-3 | 125 AZFd
sY152 5 AAG ACA GTC TGC CAT GTT TCA-3’ 5 ACA GGA GGG TAC TTA GCA GT-3' 120 AZFd
sY153 5 GCATCC TCATTT TAT GTC CA-3 5 CAA CCC AAA AGC ACT GAG TA-3’ 135 AZFd




Multiplex PCR lll Karigsimi
10 X PCR Buffer — 5yl
2mMdNTPs — 5pl
25 mM MgCl, — 4yl
sY127 Sol — 1yl
sY127 Sag — 1yl
sY81Sol — 1pl
sY81Sag — 1yl
sY145 Sol —» 1yl
sY145 Sag —» 1yl
Taq DNA polymerase—  0.3ul
Sd H,0 —» 26.7ul
Template DNA — 3l
Final Volim = 50

Multiplex PCR IV Karisimi
10 X PCR Buffer — 5yl
2mMdNTPs — 3ul
25 mM MgClz — 4yl
sY84 Sol — 1l
sY84 Sag — 1yl
BPY2Sol —» 1ul
BPY2Sag — 1yl
sY255 Sol —» 1yl
sY255Sag —» 1ul
Taq DNA polymerase—  0.3ul
Sd H,O—  28.7ul
Template DNA —  3pl
Final Volim = 50



Multiplex PCR V Karisimi
10 X PCR Buffer —» 5yl
2mMdNTPs — 5yl
25 mM MgCl, — 4yl
CDY Sol — 1yl
CDY Sag —» 1ul
Taqg DNA polymerase — 0.3ul
Sd H.O—  30.7ul
Template DNA —  3pl
Final Volim = 50

Multiplex PCR Kosullari

94°C’de 5 dakika 1 déngu
94°C’de 40 sn 40 doéngu
72°C’de 40 sn 40 doéngu

3.11. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR sonrasi spesifik amplifikasyonun ve PCR artefaktlarinin olup olmadiginin
kontrol edilmesi igin agaroz jel kullanildi. Amplifikasyonun incelenmesi igin %1’lik
agaroz jeli hazirlandi ve érnekler agaroz jel islemine tabii tutuldu. 1 gram agaroz jel
tartilp, beher icinde H>O ile 100 ml'ye tamamlandi. Manyetik karistiricili 1siticida
kaynatildi. Yaklagik 50-55 °C’ye kadar sogutulduktan sonra Uzerine konsantrasyonu
1 mg/ul olacak sekilde etidyum bromid eklenip karistirildi. Jel soguduktan sonra jel
tabagina dokuldu. Elekiroforeze baslanmadan 6nce tank, taraklar ve jel yatagi
temizlendi. Tankin benc¢ (zerindeki dengesi ayarlandi. Jel donduktan sonra
elektroforez tankina yerlestirildi. Uzerine 1XTBE elektroforez tamponu dékiildii. 8l
PCR 0rinG 2 pl ytkleme tamponu ile karistirilarak jeldeki kuyucuklara ylklendi.
Ayrica her jelin bir kuyucuguna 100 b¢’lik size marker yiklendi. YUkleme iglemi
tamamlandiktan sonra elektrotlar yerlestirilerek, 6rnekler 30-45 dakika 80-100V’ta
yurOtaldd. Ydrdtme islemi tamamlandiktan sonra jel UV transilluminator altinda
incelenerek amplifikasyonun basarili olup olmadigi kontrol edildikten sonra jelin
fotografi ¢cekildi.



4. BULGULAR

Bu cgalisma Ocak 2003- Haziran 2006 tarihleri arasinda en az iki yil evli
olmalarina ragmen c¢ocuk sahibi olamamis ve primer infertilite 6n tanili azospermik,
oligospermik ve oligoastenospermik 80 infertil erkedi kapsamaktadir.

Calisma gurubumuzu olusturan 80 infertil erkek birey, Dicle Universitesi Tip
Fakulltesi Arastirma Hastanesi, Diyarbakir Devlet Hastanesi, SSK hastanesi,
Diyarbakir Asker Hastanesi ve 06zel hekimler tarafindan anabilim dalimiza refere
edilmigtir. Olgulara ©ncelikle sitogenetik analiz ydéntemi uygulandi. Bunun igin;
olgularin perifer kanlarindan lenfosit kiltiri ydntemi ile karyotip analizi yapilarak
sonuglar degerlendirildi. Y kromozom mikrodelesyon analizi i¢in erkek olgulardan
alinan periferal kan Orneginden genomik DNA izolasyonu yapilmis ve hedef
primerlerle multiplex PCR ydntemi kullanilarak elde edilen amplifikasyon sonuglari

degerlendirilmigtir. Ayrica pedigri ve anamnez verileri de degerlendirilmistir.

Sitogenetik ve Molekiiler Genetik (PCR) Analiz Sonuclari

Calisma serisini olusturan 80 olgudan 71 olgunun (%88.8) normal karyotipe
(46,XY) ve 9 olgunun da (%11.3) anormal karyotipe sahip oldugu gérildi. Tim
seride kromozom anomali tipleri tablo 2 de g0sterildi. 9 kromozom anomalisinden
7’sinin  Klinefelter sendromu ve 2’sinin translokasyon tasiyicisi {46,XY,der(5)
(5pter—@35::6921—qter),del(6)(g21—qter) ve 46,XY,der(7) (7pter—Qq36::
3g24—qter), del(3)(g24—qter)} oldugu gbérildi. Klinefelter sendromlu olgular
azospermik iken, translokasyon tasiyicisi olgularin oligospermik oldugu goéruldu
(Tablo 3).

Kromozom anomalisine sahip olgular semen hacmi, spermiyogram sonuglart,
FSH ve LH sonuglarina gére degerlendirilip tablo 3 de gosterildi. WHO kriterlerine
gbre semen hacmi 2-6 ml arasinda olmalidir. 6ml'den fazla olan semen hiperspermik,
1 ml veya daha az ise hipospermik olarak isimlendirilir(15,20). Cinsiyet kromozom
anomalisi tasiyan (47,XXY) yedi bireyde semen hacmi anormal sinirlardayken,
otozomal kromozom anomalisi tasiyan iki bireyde {46,XY,der(5)
(5pter—@35::6921—qter),del(6)(g21—qter) ve 46,XY,der(7) (7pter—Qq36::
3g24—qter), del(3)(g24—qter)} bu deger normal aralikta bulunmaktadir. Erkeklerde

normal olarak kabul edilen FSH (Folikdl uyarici hormon) degerleri 1.5-14 miU/ml, LH



(luteinize edici hormon) degerleri ise 1.4-7.7 mlU/ml araliginda degismektedir.
Kromozom anomalisi tagiyan 9 olgudan cinsiyet kromozom anomalili 7 olguda FSH
ve LH degerleri ylksekken, otozom anomalili iki olguda normal sinirlarda
gbzlenmistir. Normal degerleri erkeklerde 2.62-15.9 ng/ml olarak kabul edilen
testosteron hormonu cinsiyet kromozom anomalili gurupta normal degerlerin

altindayken, otozom anomalili bireyde normalin alt sinirinda olarak gézlenmisgtir.

Tablo 2. Anormal karyotip saptanan 9 infertil bireydeki kromozom dlizensizlikleri

Olgu no | karyotip
3 47 XXY
45 47 XXY
48 46,XY,der(7)(7pter—q36::39g24—qter),del(3)(g24—qter)
53 47 XXY
71 46,XY,der(5)(5pter—q35::6921—qter),del(6)(g21—qter)
72 47 XXY
77 47 XXY
79 47 XXY
80 47 XXY

Kromozom anomalisi saptanan bireylerden cinsiyet kromozom anomalili
bireylerin tamami azospermik iken, otozom anomalili bireyin oligospermik oldugu
g6zlenmistir.

Galisma kapsaminda incelenen 80 olgunun spermiyogram sonuglari
degerlendirildiginde, 52 olgu (%65) azospermik, 25 olgu (%31.2) oligospermik ve 3
olgu da (%3.8) oligoastenospermik olarak degerlendirilmistir (Tablo 4). Y kromozom
mikrodelesyonu azospermik 52 olgunun 1’inde (%1.9) saptanirken, diger sperm
anomalilerinde saptanamamistir. Azospermik olgularda Y kromozom mikrodelesyon
sikhdi %1.9 iken toplamda bitin olgularda %1.3 olarak bulunmustur. 52 azospermik
olgunun 7’sinda (%13,5) ve 25 oligospermik olgunun 2’sinde (%8) kromozom
anomalisi saptanirken, oligoastenospermik bireylerde saptanamamistir. Olgularin hig
birinde Y kromozom mikrodelesyonu ve kromozom anomalisi birlikteligi

saptanmamistir.



Tablo 3. Anormal karyotip saptanan olgularin klinik verileri.

Semen _ FSH LH Testosteron
_ | Spermiyogram
Karyotip hacmi (mlIU/ml) (mlU/ml) (ng/ml)
(ml) sonued N*(1.5-14) | N*(1.5-7.7) | N*(2.62-15.9)
47 XXY 1 azospermi 43,49 27,32 0,59
47 ,XXY 1 azospermi 44 .35 26.15 0.48
46,XY,der(7)(7pter—
q36::3g24—qter),del 3.5 oligospermi 3.15 4.28 3.14
(3)(q24—qter)
46,XY,der(5)(5pter—
q35::6g21—qter),del 3 oligospermi 2,97 3,47 2,87
(6)(q21—qter)
47,XXY 1 azospermi 37.72 18.26 0,49
47,XXY 1 azospermi 29,75 13,70 2,41
47 XXY 1 azospermi 55.04 30.63 0,48
47 XXY 1,5 azospermi 39,61 19.54 0,78
47 XXY 1 azospermi 23.42 16.31 5,32

N*=normal degerler aralgi

Toplam genetik anomali olgu sayisi 52 azospermik olguda 8 (%15.4), 25

oligospermik olguda 2 (%8)

iken, oligoastenospermik bireylerde Y kromozom

mikrodelesyonu ve karyotip agisindan herhangi bir genetik anomali saptanamamistir

(Tablo 4).




Tablo 4. Azospermik oligospermik, hipospermik ve oligoastenospermik olgularda belirlenen

Y kromozom mikrodelesyon ve kromozom anomali sikliklari.

, Toplam
Spermiyogram Y kromozom Kromozom _
n _ _ genetik
sonuglari mikrodelesyon | anomali .
anomali
Azospermik 52 (%65) 1(%1.9) 7*(%13.5) 8(%15.4)
Oligospermik 25 (%31.2) |- 2 ** (%8) 2** (%8)
Oligoastenospermik 3 (%3.8) - - -
Toplam olgu 80 1 (%1.3) 9 (%11.3) 10 (%12.5)

* Cinsiyet kromozom anomalisi (Turner Sendromu, 47,XXY)
** Otozomal kromozom anomalisi {46,XY,der(5) (5pter—q35::6021—qter), del(6)(q21—qter) ve
46,XY,der(7)(7pter—q36::3g24—qter),del(3)(g24—qter)}

Calisma gurubu olarak belirlenen olgularin yas ortalamalari 32.69 + 5.01
olarak bulunmustur (ortalama + standart sapma). En genci 24 ve en yashsi 45
yasinda olan olgularin timi primer infertilite tanisi almistir. Ortalama infertilite stresi
8.68 + 5.25 yil olup, minimum 2, maksimum 28 yillik infertilite dykist alinmistir
(Tablo 5).

Tablo 5. Olgularin yas ve infertilite sUresi.

Ortalama + standart sapma Minimum | Maksimum

Yasg 32.69 = 5.01 24 45

infertilite

siiresi 8.68 £ 5.25 2 28




Olgularin infertilite etimolojisi arastirildiginda 77’si idiyopatik (%96.3), 2’si
varikosel, 1’i enfeksiyon olarak belirlenmigtir (Tablo 6 )

Tablo 6. Olgularin infertilite etimolojilerinin dagihmi.

Etimoloji n (%)
Idiyopatik 77 96.3
Varikosel 2 2.5
Enfeksiyon 1 1.3
Toplam 80 100

Olgularin 6ykisU incelendiginde; 7 olguda 1. derece yakininda infertilite,
5’inde inmemis testis, 4’linde kabakulak, 2’sinde hipoplazik testis, 1’'inde Ulser ve

1’inde de depresyon 6ykusu belirlenmistir (Tablo 7).

Tablo 7. Olgularin dykuleri

Oyku n (%)*
Gok eslilik 4 5

1. derece yakininda infertilite | 7 8.8
inmemis testis 3 3.8
Kabakulak orsiti 2 4.1
Hipoplazik testis 2 2.5
Ulser 1 1,3
Depresyon 1 1,3

* n /Toplam hasta sayisi(=80).

Calisma serisini olusturan 80 olgudan 49 olgunun FSH degerleri, 47 olgunun
LH degerleri ve 46 olgunun testosteron degerleri elde edilmigtir. Olgulara ait serum
hormon diizeyleri Tablo 8 de gdsterilmistir.



Tablo 8. Olgulara ait serum hormon duzeyleri.

FSH LH Testosteron

n % n % n %
Dusuk |3 6.1 3 6.4 16 34.8
Normal | 31 63,3 23 48,9 30 65.2
Yiksek | 15 30.6 21 44.7 - -
Toplam | 49 100.0 |47 100.0 |46 100.0

PCR sonucunda primer infertilite 6n tanili 80 olgudan birinde Y kromozom
mikrodelesyon g&6zlenmigtir. Delesyon saptanan olgunun alinan pedigrisinde
6zgecmisinde herhangi bir 6zellik bulunmamigtir. Ailede infertilite olmadig
belirlenmistir. Serum hormon dizeyleri normal olarak rapor edilmistir (Tablo 9).
Calismamizda Y kromozom mikrodelesyon saptadigimiz olgunun babasinda PCR ile
yapilan analizde hicbir delesyona rastlanilmamis ve delesyonun de novo olarak
ortaya ¢iktig1 kanisina varilmigtir.

Tablo 9 Y kromozom mikrodelesyon saptanan olgunun verileri.

Semen _ FSH LH Testosteron
_ | Spermiyogram
Karyotip | hacmi (mlU/ml) (mlU/ml) (ng/ml)
sonucu
(ml) N*(1.5-14) | N*(1.5-7.7) | N*(2.62-15.9)
46,XY 1 azospermik 8.77 2.91 2.26

N*=normal degerler araligi

AZFb, AZFc ve AZFd bdlgelerine 6zgil sY142, sY164, sY277 (DAZ3),
sY153 primerlerinin multiplex PCR analiz sonuclari

80 olguda AZFb, AZFc ve AZFd bdlgelerine 6zgul sY142, sY164, sY277,
sY153 ve kontrol olarak da normal erkek ve negatif kontrol primerleri kullaniimistir.
Bir olguda sY277 (DAZ3) (AZFc) ve sY153 (AZFd) primerlerinin amplifiye
olmamasiyla delesyon saptanmistir (Sekil 7).



AZFa, AZFb, AZFc ve AZFd bdélgelerine 6zgil sY82, RBM1, sY254, sY152
primerlerinin multiplex PCR analiz sonuglari

AZFa, AZFb, AZFc ve AZFd bdélgelerine 6zgul sY82, RBM1, sY254, sY152
primerleri ile normal erkek ve negatif kontrol primerleri kullanilarak 80 olguda
multiplex PCR reaksiyonu ile analiz yapilmistir. Hi¢ bir olguda delesyon

saptanmamistir.

AZFa, AZFb ve AZFd bdélgelerine 6zgiil sY81, sY127, sY145 primerlerinin
multiplex PCR teknigi ile amplifiye edilmig analiz sonuclari

Tlm olgularda AZFa, AZFb ve AZFd bdlgelerine 6zgul sY81, sY127 ve sY145
primerleri ile multiplex PCR reaksiyonu kullaniimistir. Bu bdlgelerde hi¢ bir olguda
delesyon saptanmamistir.

AZFa ve AZFc bolgelerine o6zgul sY84, BPY2, sY255 primerlerinin
multiplex PCR teknigi ile amplifiye edilmis analiz sonuclari

Tam olgularda AZFa ve AZFc bélgelerine 6zgll sY84, BPY2, sY255 ve normal
erkek kontrol ile negatif kontrol primerleri kullanilarak multiplex PCR reaksiyonu

yapilmistir. Bu bélgede hig¢ bir olguda delesyon saptanmamisgtir.

AZFc bolgesine 6zgul CDY primerlerinin multiplex PCR teknigi ile
amplifiye edilmis analiz sonuclari

AZFc bdlgesine 6zgul CDY primeri kullanilarak hedef bdlge, PCR teknigi
kullanilarak amplifiye edilmistir. 38 olguda da bu bdlgede delesyon gbézlenmemistir.



Sekil 7. Multiplex | primerleri kullanilarak yapilan PCR islemi sonucu olusan Urlnlerin
bazilarinin elektroforez sonucu olusan gérintisd. 1, 16: DNA Molekil Marker (100bp), 2-15,
16-18: Y mikrodelesyon tespit edilmeyen olgular, 19: sY277 ve sY153 bodlgelerine
mikrodelesyon saptatan olgu, 20-23: Y mikrodelesyon tespit edilmeyen olgular, 24: saghkli
erkek birey, 25: negatif kontrol.



TARTISMA

Son yillardaki ¢alismalar erkek infertilitesi ile genetik arasindaki iliskiyi agik¢a
ortaya koymaktadir. infertilite problemine sahip ciftler arasinda erkek faktorii
vakalarin yaklasik %40-50’sini olusturmaktadir. Bu tip vakalardaki genetik
makroskobik defektler sitogenetik ybdntemlerle (6rn; karyotip analizi), genetik
mikroskobik defektler ise molekuler biyoloji yontemleri ile (6rn; PCR) yapilmaktadir
(1-71).

infertil Erkeklerdeki Kromozom Anomali Oranlari

Erkek infertilitesinde genetik defektler, gonadotropin salici  hormon
yetmezliginden, normal spermatogenez ve obstriktif azospermiye kadar uzanan
genis bir spektrumda yer almaktadir. Erkek infertilitesinde genetik nedenlerin 6nemli
Olcide rol oynadigi son yillarda yapilan pek c¢ok calisma ile gdsterilmistir. Erkek
bireyin infertiliteden sorumlu oldugu olgularda yapilan ¢cogu calismada, kromozomal
anomalilerin fazla oldugu gdézlenmistir (2, 10, 37, 69-71). Bazi kromozomal
dizensizlikler ile erkek infertilitesi arasindaki iligkiyi ortaya koyan ilk genis calisma
6982 olguluk bir calisma olup, kromozomal dizensizlik sikhgr %5,3 olarak
bildirilmigtir, genel populasyondaki siklik ise %0,6 olarak verilmistir (71).

Bu tip olgulara tedaviye yoOnelik olarak operasyonlar ve yardimci dreme
teknikleri (IVF gibi) basaryla uygulanmaktadir. Dolayisiyla IVF'den énce hasta ve
esine dogacak cocuklari hakkinda genetik danisma hizmeti verilmesi icin genetik
aragtirmacilarin ve klinisyenlerin de erkek bireylerde reproduktif yetmezligin genetik
temellerini ¢ok iyi bilmeleri gerekmektedir (2-4, 71-79)

Literatlrde infertil erkeklerdeki kromozom anomali orani %1.6 ile % 22.2
arasinda degismektedir (2, 8, 11, 25, 37, 47, 63, 80, 81, 83, 100-107, 109, 120).
Bizim ¢alismamizda ise major kromozom anomalisine sahip infertil erkeklerin orani
%38.8 (7/80) olarak elde edildi ve literatlr ile uyumlu bulundu.

Calisma populasyonu secilirken kriterlerdeki degiskenlik (olgularin azospermik
ya da oligospermik oluslari, idiyopatik ya da anidiyopatik oluslar), calisma

proseddrlerinin belirlenmesinde ve kromozom anomali tiplerinin segimindeki (major,



mindr, varyant) farkliliklardan dolayi, ¢calismalarda bu oranlar bir hayli farkli olarak
bildirilmistir. Yapilan ¢alismalarin bir kisminda sadece azospermik ya da oligospermik
bireyler ele alinirken, bir kisminda hem azospermik hem oligospermik, hem de
normospermik olgular ele alinmigtir (2, 10, 69, 70).

Literatirde infertil erkeklerdeki kromozom anomali oranlarinin azospermik
erkeklerde %12,5- 31 arasinda degistidi ve oligospermik erkeklerde daha az
g6rildigi (%1.76 — 5.8) bildiriimektedir (20, 71, 82, 83,). Bu ¢alismada ise incelenen
80 olguda kromozom anomali orani azospermik erkeklerde %13,5 (7/55) ve
oligospermiklerde %8 (2/25) olarak saptanirken, oligospermik ve oligoastenospermik
bireylerde saptanamamistir. Oligospermiklerdeki yiksek oraninin olgu sayisi
azligindan (n=25) ileri geldigi distunulmektedir.

Erkek bireylerde genetik anomali oraninin idiyopatiklerde, anidiyopatiklere
oranla daha ylksek oldugu bildiriimektedir (10, 17, 37, 71, 77, 84-91). Calismamizda
olgularin infertilite etimolojisi arastinildiginda 80 olgudan 77’inin idiyopatik (%96.3),
3’Unln de (%3.7) anidiyopatik oldugu ve tim kromozom anomalilerinin idiyopatik
olgular arasinda goruldigu tespit edilmistir.

infertilite nedenlerinden biri olan genetik faktorler icinde en sik gézlenen, seks
kromozomlarindaki anormalliklerdir. Literatlrde cinsiyet kromozom anomali oraninin
azospermik gurupta daha yUksek oldugu, otozomal anomalilerinin ise oligospermik
gurupta daha sik géraldiguna bildirilmistir (4, 20, 82, 92).

Gindiz 1992'de azospermik ve oligospermik erkek bireylerde yaptigi
sitogenetik ¢alismalarda azospermik bireylerde oligospermik bireylere gére daha ¢ok
kromozomal anomali bulmus ve bunlarin gogunda seks kromozom anomalileri
oldugunu saptamigtir (92).

Calismamizda ise infertilite nedeniyle yapilan sitogenetik analizlerde 7 olguda
belirlenen seks kromozom anomalisinin tamaminin azospermik gurupta oldugu ve 2
olguda belirlenen otozomal anomalisinin de oligospermik gurupta oldugu tespit
edilmigtir.

Azospermik infertil erkekler arasinda en fazla gérilen ve infertiliteye neden
olan gonozomal kromozom anomali tipi olarak Klinefelter Sendromu gdsterilmektedir
(20, 30, 91, 93). Klinefelter Sendromunun yeni dogan erkek bireyler arasindaki orani
yaklasik olarak %0,2'dir (1/500) (20, 94). Genetik arastirmalar, azospermik erkeklerin



% 11’inin ve oligospermik erkeklerin ise %0.7’sinin Klinefelter sendromuna sahip
oldugunu bildirmistir (13). Van Assche ve ark. (1996) 10728 erkegi kapsayan karyotip
calismasinda 47,XXY tasiyicl oranini %3.5 olarak bulmuslardir (82). Bu deger
Kleiman (1999) tarafindan %5.5 olarak bildirilmistir (11). Bizim ¢calismada azospermik
idiyopatik bireyler arasinda saptadigimiz kromozom anomalilerinin tamaminin
Klinefelter Sendromu (47,XXY) oldugu tespit edilmistir.

Klinefelter Sendromlu erkeklerin steril olmasina ragmen, mozaik ya da mozaik
olmayan Klinefelter Sendromuna sahip erkeklerden sperm Uretilebildigi ve dolayisiyla
fertilite gOsterip baba olabildigi nadir olgularda bilinmektedir (95-97). Yeni yardimci
dreme teknikleri bu tdr vakalarin bazilari igin fertilizasyon ve babalik i¢in bir sans
olarak gérulmektedir (93, 95- 98).

infertil erkeklerde, cinsiyet kromozomu anomalilerinin disinda, Robertsian
translokasyonlar, dengeli translokasyonlar, inversiyonlar (perisentrik ya da
parasentrik), marker kromozomlari gibi yapisal anomaliler de gérilebilmektedir (99).
infertil erkeklerdeki translokasyonlarin  gériilme sikhigi  genel popiilasyonla
kiyaslandiginda oligospermik erkeklerde daha yUksektir. Bu siklik genel
popullasyonda %0.012 iken, oligospermiklerde %1.9 ile %3.1 arasinda degismektedir
(82). Literatirde gorulen infertil erkeklerdeki kromozom anomalileri 6zet olarak

tabloda 10’da gdsterilmigtir.

Hormonal Durum ile infertilite Arasindaki iligki:

Literatirde infertil erkeklerde sperm sonuclari ile hormon duzeylerini
karsilastiran ve farkli sonuglar elde eden ¢ok sayida ¢alisma gérilmektedir. Foresta
ve arkadaglar (1997) spermiyogram sonuglarina gére azospermi ve oligospermi
g6rilen ve idiyopatik olarak degerlendirilen erkek bireylerde ¢alismalar yapmiglardir.
Calismaya dahil ettikleri azospermik hastalarin ¢ogunun, LH ve testosteron
dlzeylerinin normal, FSH degerlerinin ylksek oldugunu gézlemiglerdir (10).

1996’'da Quershi ve arkadaslarinin yaptiklari bir bagka c¢alismada yas
ortalamasi 31 olan 31 infertil bireyde spermiyogram ve hormon dizeyleri
degerlendirilmigtir. Azospermik olan bu bireylerde FSH hormonunun yiksek, LH



hormonunun disik, serbest testosteron ve prolaktinin ise normal degerlerde oldugu
bulunmustur (69).

Yapilan ¢alismalarda infertil erkeklerde, sperm sonugclari ve hormon dizeyleri
arasinda anlamli bir iligkini olmadigina dair caligsmalar da bulunmaktadir (110).
Galismamiza dahil ettigimiz bireylerde spermiyogram ve hormon dizeyleri
degerlendirilmis ve serum LH, FSH ve testosteron diizeylerinin biylk oranda normal

oldugu belirlenmigtir (Tablo 8).

Tablo10. infertil erkeklerde gériillen kromozom anomalilerinin literatiir dzeti.

Olgu Cinsiyet

Otozom Toplam Referanslar
sayisi | kromozomu
1000 | 27 (%2.7) 6 (%0.6) 33 (%3.3) 100
2372 |33 (%1.4) 18 (%0.7) 51 (%2.1) 80
2542 1 176(%6.9) | 40 (%1.6) 216 (%8.6) 101
1210 318 (%3.8) 102
164 3 (%1.8) 1 (%0.6) 4 (%2.4) 103
50 3 (%6) 1 (%2) 4 (%8) 104
72 9 (%12.5) 3 (%4.1) 12 (%16.6) 11
220 24 (%11) 12 (%5.4) 36 (%16.4) 105
2196 | 82 (%3.7) 52 (%2.4) 134(%6.1) 106
208 2 (%5.1) 5 (%2.4) 7 (%3.4) 2
373 3 (%1.8) 9 (%2.4) 12 (%3.2) 58
139 4 (%2.9) 2 (%1.4) 6 (%4.3) 107
103 6 (%5.8) 4 (%3.9) 10 (%9.7) 37
334 53 (15.9%) 83
71 1(%1.6) 1(%1.6) 109
61 2 (%3.3) 4
819 50 (%6.1) 17 (%2.1) 67 (%8.2) 71
80 7 (%8.8) 2 (%2.5) 9 (%11.3) Bizim calisma




infertil Erkeklerdeki Y kromozom mikrodelesyon Oranlari

Erkek infertilitesinde Y kromozomunun énemi ilk olarak 1976'da Tiepolo ve
Zuffardi'nin 1170 infertil erkekte vyaptiklari karyotip analizi sonucu azospermi
bulunanlarin  6'sinda Y kromozomunun uzun kolunda (Yq) kayip oldugunu
gbzlemlemeleriyle baslamistir (64). Bu calismadan sonra bir ¢cok arastirmaci hem
karyotip analizi hem de diger molekuler genetik yontemlerini kullanarak azospermik
erkeklerde Y uzun kol delesyonlarini gézlemlemistir. Daha sonraki calismalarda
insan Y kromozomu klonlanmaya baslandi ve tim Y kromozomunu kapsayan PCR
markirlarinin bir haritasi olusturuldu (62, 77, 111, 112). Infertil erkeklerden elde
edilen DNA ile PCR markerleri kullanarak inserstitial delesyonlarla ilgili ilk calismalar
yayinlandi (112, 113 ). Daha sonra binlerce infertil ve fertil erkekten alinan kan DNA
orneklerine bu marker setleri uygulanarak delesyon analizleri yapildi.

Mallidis ve ark. (1998), 783 normal erkek bireyde yaptiklari Y kromozom
mikrodelesyon analizlerinde hicbir delesyon bulgusuna rastlamamislardir. Oysa daha
sonra yapilan bir calismada sperm sayisi normal olan bir infertil erkekte ve
spermiyogram sonuglari belirtiimeyen 4 fertil erkekte tek bir STS kaybi olan
delesyonlar saptanmistir (5).

Van Golde ve arkadaslari (2001), sperm sayisi 1 milyonun altinda olan ve
spermleri hareketsiz olan 300 erkekte Y kromozom mikrodelesyon oranini %2.7
olarak bulmusglardir. Bulduklari bitin mikrodelesyonlar AZFc bdlgesinde gorultrken
diger AZF bolgelerinde delesyona rastlayamamiglardir (115).

Kim ve arkadaslar (1999), 40 azospermik idiyopatik infertil erkek bireyde
AZFa, AZFb ve AZFc bodlgelerine ait 37 STS kullanarak yaptiklari Y kromozom
mikrodelesyon tarama c¢alismasinda toplam 8 (%20) hastada delesyon
saptamiglardir. Sekiz hastanin tamaminda AZFc delesyonu goérilirken, AZF b
delesyonu sadece 5 hastada gériimuUstir (86).

Martinez ve arkadaslari (2000), 57 azospermik ve 71 oligospermik olmak
Uzere toplam 128 infertil erkekte Y kromozom mikrodelesyon calismiglardir. Y
kromozomunun 3 farkli bélgesinden (AZFa, AZFb, AZFc) 9 STS seti kullanmiglar ve
olgularin 9'unda (%7) delesyon tespit etmislerdir. AZFa bélgesi i¢in sY84, sY85,
sY86, AZFb bodlgesi icin sY124, sY125 ve AZFc bdlgesi icinde sY149 ve sY157



bdlgelerini kullanmiglardir. DAZ delesyonunun oranini %89 (8/9) olarak bulmus ve
olgularin 5'inde AZFb delesyonu gdérmuslerdir. Bu olgularin 4'inde ayni zamanda
AZFc delesyonu da gortlmis. Olgularin hi¢ birinde AZFa delesyonu goérilememigtir.
(116)

Osterlund ve ark. (2000), isve¢ toplumundaki mikrodelesyon sikligini ortaya
¢ikarmak igin 139 azospermik ve 53 oligospermik olmak Uzere toplam 192 erkekte Y
kromozom mikrodelesyon c¢alismiglardir. Y kromozomunun farkh bdlgelerindeki
delesyonlari arastirmak icin; AZFa (sY84, sY86, sY87), AZFb [sY141, sY142, sY152,
sY153) ve AZFc (sY147, sY149, sY158, sY232, sY233, sY254 (DAZ)] olmak Uzere
toplam 13 ¢ift primer kullanmiglardir. Oligospermik hastalarin hi¢ birinde delesyon
saptanmazken, 139 azospermik hastanin 4’GUnde (%2.1) delesyon saptamislardir.
Delesyonun, AZFb bdlgesinin bir kismi ile butin AZFc bdlgesini iceren sY153 ile
sY 158 arasindaki bdlgede géruldagind bildirmislerdir (117).

Quilter ve ark. (2003), 98 azospermik ve idiyopatik bireyde yapilan PCR
analizlerinde, U¢ olguda (%3) AZFb ve AZFc bdlgelerinde Yq delesyonu saptanmigtir
(37).

Thangaraj ve arkadaslan (2003), toplam 340 azospermik bireydeki PCR
analizinde 29 bireyde %8.5 oraninda Y kromozom delesyonu saptamislardir.
Delesyon en ¢ok AZFc bdlgesinde (%82.8) olmak Uzere daha sonra sirasiyla AZFb
(%55.2) ve AZFa (% 24.1) bdlgelerinde géralmustdr (24).

36 azospermik ve 16 oligospermik olmak tzere toplam 51 infertil erkek bireyde
yapilan Yg mikrodelesyon taramasinda multiplex PCR yéntemi ile analiz yapilmig ve
azospermik 5 erkek bireyde (%13.9) delesyon saptanmistir. Delesyon AZFb ve AZFd
bélgelerinde delesyon gorilmastir (35).

Sargin ve arkadaslari (2004) 48 azospermik ve 13 oligospermik olmak Gzere
toplam 61 infertil erkekte iki bireyde Y kromozom mikrodelesyonu (%3.3)
saptamiglardir. AZFa, AZFb ve AZFc bdlgelerinde delesyon gérmdislerdir. Yine
Turkiye’de 71 azospermik erkek bireyde yapilan Y kromozom mikrodelesyon
calismasinda AZF bdlgeleri PCR ile analiz edilmis ve 4 bireyde (%5.6) delesyon
saptanmigtir. Delesyonlar bir bireyde AZFb bdlgesinde saptanirken, digere U¢
bireyde ¢oklu bélgelerde (AZFb+c+d ve AZFa+b+c+d) gériimustir (4).



Song ve arkadaslari (2005) 143 infertil erkekte (62 idiyopatik infertil ve 81
nonidiyopatik infertil), multiplex PCR kullanarak yaptiklari Y kromozom mikrodelesyon
analizlerinde; idiyopatik erkeklerin 12’sinde (12/62, %19.4) mikrodelesyon
saptamisglardir. Delesyonlar AZFa, AZFb, AZFc ya da AZFb+c bdlgelerinde
gorulmustir. Varikosel ve kriptorsidizmli nonidiyopatik erkelerin ise 9unda (9/81,
%11.1) mikrodelesyon saptamiglardir (17).

AZF mutasyonlarinin azospermi ve oligospermi ile iligkisini arastirmak icin
yapilan bir baska calismada 46,XY karyotipli ve normal FSH, LH ve T dlzeyli 67
erkek bireyde multiplex PCR analizleri yapiimis. Bu analizlerde: sY84, sY86, sY127,
sY134, sY152, sY153, sY254, sY255, ve ZFX/Y primerleri kullaniimig ve 8
mikrodelesyon vakasi tespit edilmistir. Bu delesyonlardan 4’Gnin AZFc, 2’sinin AZFa
+ AZFc, T’inin AZFc + AZFb ve 1’inin de AZFb bélgesinde goéraldigi ve sikliginin
%11.94 oldugu bildiriimistir. Sonu¢ olarak Yqg'daki mikrodelesyonlarin azospermi ve
oligospermi ile iligkili oldugu bildirilmigtir (90).

Zhou-Cun ve arkadaglar (2006) 256 azospermik ve 102 oligospermik olmak
Uzere toplam 319 idiyopatik ve normal karyotipli (46,XY) infertil erkekte multiplex
PCR kullanarak yaptiklari 'Y kromozom mikrodelesyon analizlerinde; olgularin
46’sinda (14.4%) AZF bdlgesinde mikrodelesyon saptanmistir. Mikrodelesyon siklig,
azospermik bireylerde % 15 ve oligospermiklerde %713.1 olmustur. En sik rastlanan
mikrodelesyon AZFc olmus ve bitin AZFa mikrodelesyonlari sadece azospermik
bireylerde gbéralmustar (91).

Calismamizda 52’si azospermik (%65), 25’ (%31.2) oligospermik ve 3’0
(%3.8) de oligoastenospermik olmak Uzere toplam 80 infertil erkekte multiplex PCR
analizi ile Y kromozom mikrodelesyon ve sitogenetik ydntemlerle de kromozom
anomaliler arastirlldi. Vakalarin etimolojileri incelendiginde % 96.3’inin (77/80)
idiyopatik ve geriye kalan 9%3.7’sinin (3/80) anidiyopatik oldugu goéruldi.
Calismamizda Yq11.23'de delesyon saptamak icin “hot spot” bélge olarak bilinen
interval VI'da AZF lokusunun AZFa, AZFb AZFc ve AZFd bdélgelerine ait ve Y
kromozomunun 6kromatik bdlgesinde dagilis gobsteren, sY81, sY82 sY84 (AZFa),
sY127, sY142, sY164, RBM1 (AZFb), sY254, sY255, sY257, CDY, BPY2 (AZFc),
sY145, sY152, sY153 (AZFd), olmak Uzere toplam 15 Y-spesifik STS kullanilarak,

her AZF bdlgesinden en az U¢ STS lokusu analiz edildi ve azospermik bir olguda Y



kromozom delesyonuna rastlandi. Delesyon bulunan olgunun klinik etimolojisine
bakildiginda idiyopatik infertilite tanisi aldigi spermiyogram sonucu azospermik
oldugu gdzlenmistir. Oligospermik ve oligoastenospermiklerde delesyon gériimedi.
Yq delesyon orani azospermiklerde %1.9 (1/52) iken toplamda bu oran %1.3 (1/80)
olarak elde edildi. Galismamizda kromozom anomali orani toplamda %11.3 (9/80)
olarak bulundu. Toplam genetik anomali orani ise %12.5 (10/80) olarak bulundu.

Farkli Glkelerde vyapilan calismalarda; AZFa, AZFb, AZFc ve AZFd
delesyonlarina ait farkh sikliklar elde edilmistir (Tablo 11). Azospermik erkeklerde
delesyon go6rilme sikligl, oligospermiklerden ¢ok daha fazladir. Delesyonu olan
azospermiklerin sadece %7.6'sinda delesyon AZFc bdlgesine ait olup, geri kalaninda
AZFb delesyonu sorumludur (118).

Blyldk AZFb delesyonlari mayozda olgunlasma blogu ya da SCO sendromuna
neden olur.( 22, 119-121). Tum AZFb bdlgesini yok eden delesyonlar igin TESE
sonucu sperm bulma orani sifirdir ve ilgili fenotip farklilagsmanin spermatosit ya da
spermatid evresinde duzeyinde durmasidir. Olgun spermatid ya da spermatozoa
sadece DFFRYthe Y-linked homologue of the DFFRX (Drosophila fat-facets related X
gene) geni delesyonu oldugunda saptanabilir (122). TESE yapilan 181 hastanin 11
tanesinde AZFb bdlgesini kapsayan mikrodelesyon (5 tanesinde sadece AZFb
delesyonu) saptanmistir. Delesyon saptanan hastalarin hicbirinde TESE sonucu
sperm bulunmadigi rapor edilmigtir (123). AZF d ile sinirh delesyonlarda ise hafif
oligospermik ya da anormal sperm morfolojisinde normal sayida sperm gorulebilir
(22, 120).

Birden ¢ok AZF bdlgesini kapsayan mikrodelesyonlar genellikle SCO ya da
ileri derecede oligospermi ile eslesmektedir ve bu delesyonu tasiyan erkeklerin
¢ogunda olgun sperm hacreleri bulunamamaktadir (122). AZFb bélgesine ek olarak
diger bdlgelerden herhangi birinin veya bir kaginin géruldtigu delesyonlar SCO ile ya
da spermatogenik tutulum ile kendini gdsterir. Buna karsihk bdlgenin belli bir
parcasinin ya da tek bir markerin delesyonu daha heterojen fenotipe yol agar (124,
125).

Bizim calismamizda ise azospermik bir olguda hem AZFc hem de AZFd
bblgesinde delesyon goérulmustir. Olgunun azospermik olusu, FSH ve LH



dizeylerinin normal sinirlarda ancak testosteron dizeyinin distk olmasi literattr
bulgularini desteklemektedir.

Literatirde bazi calismalarda hem kromozom anomalisi hem de Yq
mikrodelesyonunu birlikte tasiyan olgulara da rastlanmaktadir (63, 83). Ancak bizim

calismamizda bdyle bir birliktelige rastlanamamistir.

Tablo 11. Literatiirde gegen Y kromozom mikrodelesyon oranlari

Spermiyogram

Hasta | sonuclarina gére Delesyon orani
Toplam Referans

sayisi | olgu sayisi

A o) A o)
65 10 (%15.3) 10 (%15.3) | 113
89 89 12 (%13.5) 12 (%13.5) | 112
35 35 2 (%5.7) 2 (%5.7) 114
60 50 10 10 (%15.3) | 1 (%10) 11 (%18.3) |85
98 51 47 1(%2) 3 (%6.4) 4 (%4.1) 69
33 19 14 4 (%21) 2 (%14.3) |6(%182) |126
38 |16 22 6 (%37.5) |5(%227) |11(%29) |10
148 | 106 142 4 (%3.8) 3 (%7.1) 7 (%4.7) 72
130 |19 111 7 (%6.3) 7 (%5.4) 103
46 |42 44 11 (%26.2) 11 (%18.3) | 127
200 18 (%9) 128
168 |74 94 2(%2.7) |3(%3.2) |5(%29) 129
81 51 30 10 (%19.6) | 4 (%13.3) |14 (%17.3) | 130
180 |55 135 19 (34.5) | 21(%15.6) |40 (%22.2) |84
40 40 8 (%20) 8 (%20) 86
153 | 128 28 7 (%5.4) 1(%3.6) | 8 (%6) 1
134 |66 53 3 (%4.7) 3 (%2.2) 131
128 |57 71 5 (%8.8) 4 (%5.6) (%7) 116
192 | 139 53 4 (%2.9) 4(%2.1) 17
402 8 (%2.2) 132
104 |46 58 4 (%8.7) 4 (%3.8) 15
300 300 8 (%2.7) 8 (%2.7) 115
373 |49 324 1 (%2) 2 (%06) 3 (%0.8) 58




139 |25 84 4 (%16) 1(%1.2) 5 (%3.6) 107
47 47 5(%10.5) |5 (%10.5) | 108
52 |36 16 5 (%9.6) 5(%13.9) |35
103 | 60 43 3 (%b5) 2 (%4.7) 5 (%4.9) 133
30 |3 27 1(%33.3) [2(%7.4) |3(%10) 60
60 29 31 2 (%6.9) 2 (%6.5) 4 (%6.7) 63
340 [ 340 28 (%(.5) 28 (%(.5) |24
98 40 58 3 (%7.5) 3 (%3.1) 37
272|134 138 26 (%19.4) |21(%15.2) |47 (%17.4) | &7
334 | 218 116 18 (%8.3) | 12(%10.3) |30 (%9.0) |83
A A 4 (%5.6) 4 (%5.6) 109
61 48 13 2 (%3.3) 2 (%3.3) 4
70 4 (%5.7) 5 (%7.1) 9 (%12.8) | 134
148 11 (%7.4) | 135
64 14 50 3 (%21.4). |8 (% 16). 11 (%17.2) |88
30 30 4 (%13) 4 (%13) 89
34 18 16 2(%11.1) | 1(%2.9) 3 (%8.8) | 136
180 |54 126 6 (%11.1) |2 (%1.6) 8 (%4.4) 20
96 78 18 7 (%11.5) 7 (%9) 137
98 45 43 %29 %30,5 %16 138
177 | 71 106 6 (%8.5) 6 (%3.4) 19
143 |63 80 14 (%22.2) |7 (%8.75) |21 (%14.7) | 139
358 | 256 102 %15 %13.1 %B5.25 1
Bizim
73 52 22 1 (%1.9) 1(%1.3) calismada

ogula gecemeyecegi dusunuliyor ise de gunumuzde artik bu gecis ile ilgili cok
sayida vaka rapor edilmistir. ilk de novo dikey gegis raporu Chang ve arkadasglarinin
1999 yilindaki ¢aligmasi ile sunulmustur (140). Azospermik babadan 4 infertil ogula
DAZ delesyonu gecisi rapor edilmistir. Bir cok ¢alismada daha babadan ogula dikey

A:azospermik, O:oligospermik.

gegcis rapor edilmistir (73- 79).

Eskiden Y kromozomu mikrodelesyonlarinin de novo oldugu ve babadan




Erkek infertilitesinin tedavisinde ICSI glgli bir arag¢ olarak kullaniimaktadir. Y
kromozomunun kalitimi her zaman baba Uzerinden olacagindan, kismi Y kromozomu
delesyonu tasiyan erkeklerin yardimci tGreme teknikleri sayesinde benzer genetik
hasari tasiyan erkek cocuklari olabilir. Bu nedenle ICSI &ncesi yeni ddble
aktarilamayan mikrodelesyonlar, ICSI ile yeni dble gecebilmektedir. Mikrodelesyonu
babasindan alan erkek ¢ocuk ayni infertilite problemini yasayacaktir (72-79, 103).
Ailelere yapilan aciklamalar sonrasinda mikrodelesyon tasiyan ciftlerin
azimsanmayacak kadarinin (%21) ICSI'den vazgegtigi rapor edilmistir (115).

Calismamizda Y kromozom mikrodelesyon saptadigimiz olgunun babasinda
PCR ile yapilan analizde hicbir delesyona rastlanilmamig ve delesyonun de novo
oldugu ortaya ¢ikmistir.

Yapilan ¢alismalarda ICSI sonucu dodan erkek ¢ocuklarin %9.4 oraninda Y
kromozom mikrodelesyonu tasidigi rapor edilmigtir. Bu sonuglar ileri derecede
oligospermik ve azospermik erkeklerin yardimci Ureme tekniklerine bagvurmadan
once Y delesyon analizi yaptirmalari gerekliligini géstermektedir (72, 74, 76, 78, 79).
ICSI uygulamasi sonucu kontrol gurubu ile (239 ICSI uygulamasi) Y mikrodelesyonu
tasiyan grup (19 ICSI uygulamasi) karsilastinldiginda Y Mikrodelesyonu tasiyan
erkeklerin grubunda déllenme orani ve embriyo kalitesi anlaml oranda dusutk
bulunmustur (115).

Literatlrde belirtilen Yq delesyon oranlarinda %0.6 ile % 55 arasinda degisen
blyUk varyasyonlar goérialmektedir (19). Bu durumun etnik farkhliklar, hasta secim
kriterleri ve metodolojik &zelliklerin farklihgindan kaynaklandigi ileri strGlmektedir
(117). Delesyon sikhgini etkileyen bir diger etmen kullanilan primerlerin uygunlugu ve
sayisidir (23, 119). Simdiye kadar yapilan c¢alismalarin her birinde infertil erkek
bireyde Yg'daki mikrodelesyonlari belirlemek icin uygulanan PCR tekniginde farkl
sayida aday genlerdeki delesyonu saptamak igin farkli sayida primer kullaniimistir.
Kan hicreleri (lenfositler) mezodermden ve gametler endodermden ve deri hicreleri
ektoderm gibi farkli embriyonik dokulardan gelistikleri ve farkh genetik lezyonlar
icerebildikleri i¢in, delesyon sikhgdini etkileyebilmektedirler (78). Kleiman ve ark.
(1999) azospermik ve oligospermik olgularda hem lenfosit DNA, hem semen ve hem
de yanak hicre DNA'sindaki Y kromozom delesyonlarini ¢alismiglardir. Farkli



dokularin DNA'sinda mikrodelesyon sikliklarinin da farkli oldugunu gozlemislerdir
(11).

Sonug olarak, olgu sayisini artirarak, klinik verilerin daha homojen olmasini
saglamak amaci ile segici davranarak ve kullanilan primerlerin lokalize oldugu
boélgelerin diginda kalan lokusleri tarayabilmek igin primer sayisini artirarak, farkl
dokularda calismaya devam edilmesinin Turkiye'deki infertil  bireylerdeki

mikrodelesyon sikliginin ortaya ¢ikarilmasinda faydasi olacagi dusunuimektedir.
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