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DOGUMSAL TEK YA DA CiFT TARAFLI VAS DEFERENS YOKLUGU OLAN ERKEK
INFERTIL KiSILERDE AZOOSPERMIi FAKTOR VE KiSTiK FiBROZIS GEN
MUTASYONLARININ iNCELENMESI

OZET

Y kromozomu delesyonlar1 ve kistik fibrozis transmembran regiilator (CFTR) geni mutasyonlari
erkek infertilitesinde rol oynayan genetik anomalilerin basinda yer almaktadir. Ozellikle Y
kromozomunun uzun kolundaki (Yq) azoospermi faktor (AZF) bolgesinin delesyonlart
spermatogenezi engelleyerek non-obstriiktif azoospermiye, CFTR gen mutasyonlar1 ise vas deferens

agenezisine neden olarak obstriiktif azoospermiye yol agtig1 bir¢cok calismada gosterilmistir.

Bu calismada; vas deferens agenezisi olan hastalarda AZF ve CFTR gen mutasyonlarinin
aragtirilmasi amaglanmistir. 29’u ¢ift, 15’1 tek tarafli vas deferens agenezisi olan hastalarin periferik
kan orneklerinden kromozom analizi ve DNA izolasyonu yapildi. AZF gen delesyonlarini tespit
etmek icin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yapildi. AZF a, b ve c bolgelerinden ikiser adet
sequence-tagged- sites (STS) bolgesi ve kontrol olarak da SRY ve ZFY bolgeleri kullanildi.
Kullanilan STS bolgeleri: AZF a i¢in, sY84 ve sY86; AZF b i¢in, sY127 ve sY134; AZF c i¢in ise,
sY254 ve sY255’idi. Calismamizda vas deferens agenezisi olan higbir hastada kromozom anomalisi

ve AZF delesyonu tespit edilmedi.

CFTR geni i¢in ise, tarama kiti kullanilarak en sik goriilen 19 mutasyona bakildi. Sadece ii¢ hastada
(%6,98) mutasyon tespit edildi. Cift tarafli vas deferens agenezisi olan iki hastada I148T, bir
hastada da N1303K mutasyonu heterozigot olarak bulundu (% 10). Tek tarafli vas deferens

agenezisi olan hastalarda ise mutasyon rastlanilmadi.

Sonug olarak, vas deferens agenezisi olan hastalarda kromozom analizi ve AZF gen delesyonlarina
bakilmasinin ¢ok gerekli olmadigi, fakat cift tarafli vas deferens agenezisi olan hastalarda CFTR
gen mutasyonlarinin arastirilmasinin 6nemli oldugu kanisindayiz. Ayrica CFTR geninde mutasyon
cikan hastalarin eslerinin de arastirilip, esinde de mutasyon ciktigi takdirde dogacak cocuklarin

kistik fibrozis olma olasiliginin artacagi bildirilmelidir.

Anahtar kelimeler: Dogumsal vas deferens yoklugu, AZF, erkek infertilitesi, CFTR
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THE ANALYZE OF AZOOSPERMIA FACTOR AND CYSTIC FIBROSIS GENE
MUTATIONS IN MALE INFERTILE INDIVIDUALS WITH CONGENITAL
UNILATERAL OR BILATERAL VAS DEFERENS AGENESIS

ABSTRACT

Y chromosome microdeletions and Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator (CFTR) gene
mutations are the genetic abnormalities which play role in male infertility. It is shown in
many studies that especially Azoospermia Factor (AZF) regions on long arm of Y
chromosome lead to non-obstructive azoospermia by preventing spermatogenesis and
CFTR gene mutations lead to obstructive azoospermia by causing congenital vas deferens
agenesis. The aim of this study is to investigate the AZF and CFTR gene mutations in
patients who had vas deferens agenesis. Peripheral blood examples were taken to examine
chromosome analysis and DNA isolation from 44 patients. 29 individuals with bilateral
absence of vas deferens and 15 with unilateral absence of the vas deferens were analyzed
for AZF deletions and CFTR gene mutations. Fort-four patients with normal cytogenetic
findings with CAVD were included in the study. In these patients microdeletion analysis
was performed by polymerase chain reaction (PCR) method on DNA extracted from
peripheral blood. In each case 6 sequence-tagged- sites (STS) in azoospermia factor (AZF)
regions were tested: sY84, sY86 (AZFa); sY127, sY134 (AZFb); sY254, sY255 (AZFc)
and control primers were SRY and ZFY. There was no deletion in AZF gene. For CFTR
mutations, we used screening kit that has been provides to screen common 19 mutations.
I148T mutations for CF were found as heterozygosis mutation in two patients of CBAVD
and N1303K mutations for CF were found as heterozygosis mutation in the one patient. No
mutations could be patients CUAVD.

According to our study, search for chromosome analysis and AZF gene deletions in
patients with have vas deferens agenesis is not very necessary, but search for CFTR gene
mutations especially in pattients who have bilateral vas deferens agenesis is very important.
Furthermore, the wife of the patients who had CFTR gene mutations have to be
investigated. Because, if they have gen mutations too, the possibility of being cystic
fibrosis for their children will increase.

.Key words: Congenital vas deferens agenesis, AZF, male infertility, CFTR
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1. GIRIS VE AMAC

Infertilite, en az bir yil herhangi bir korunma yontemi uygulanmaksizin gebeligin

gerceklesmemesi olarak adlandirilmaktadir.

Infertil erkegin degerlendirilmesinde 6zellikle fertiliteyi etkileyebilecek konulara dikkat
edilerek detayl bir hikaye alinmalidir. Daha sonra fizik muayenesi yapilarak baslangic
laboratuvar testleri istenir ve temel degerlendirme tamamlanmig olur. Hikaye, fizik
muayene ve baslangi¢c laboratuvar testlerinin sonuglarina bakilarak, daha spesifik
testlere yonlendirilerek ayirici taniya gidilebilir. Her ne kadar, cok sayida hikaye ve
fizik muayene bulgusu azoosperminin nedeni hakkinda Ongériide bulunabilirse de,
normal ejakulat voliimlii azoosperminin etyolojisini saptamada faydalanilan esas
unsurlar vas deferenslerin bulunmasi, testis boyutlar1 ve serum FSH'y1 icerir. Erkek
infertilitesinin farkli yonlerini degerlendiren ¢ok sayida test bulunmakla birlikte, biitiin
testleri her hastada kullanmak gerekmez. Ilk basamak, vas deferenslerin bulunup
bulunmadigina karar vermektir, ciinkii konjenital bilateral vas deferens agezisi
(CBAVD) ve konjenital unilateral vas deferens agenizisi (CUAVD) obstriiktif
azoosperminin yaygin bir nedenidir. CBAVD ve CUAVD fizik muayeneye dayanan bir
klinik tan1 olup, CFTR genindeki bozukluktan kaynaklaniyor olabilir. Eger hikaye,
fizik muayene veya laboratuvar c¢alismalari spermatogenez  bozuklugunu
diistindiiriiyorsa, testis biyopsisi yapilabilir. Testikiiler yetmezlige bagli azoospermi

bulunan hastalarda, Klinefelter sendromu gibi kromozom anomalilerini ve Y



2

kromozomu iizerinde mikrodelesyonlar1 ekarte etmek amaciyla genetik testler

yapilmalidir.

Y kromozom mikrodelesyonlari spermatogenetik yetmezlik olgularinmn 6nemli bir
nedenidir. Y mikrodelesyonlarinin siklig1 idiyopatik azoospermi olgularinda %15-20,
siddetli idiyopatik oligozospermi olgularinda ise %7-10 olarak bulunmustur. Y
kromozomunun uzun kolu (Yq) iizerinde, tekrarlayan mikrodelesyonlarin goriildiigii
birbirinden ayr1 3 bolge tanimlanmistir: Azoospermia Factor (AZF) AZF a, AZF b ve
AZF c.

Infertil erkegin degerlendirilmesindeki hedefler; diizeltilebilir durumlarin, baska
yontemlerle diizeltilemeyen, ancak erkegin spermini kullanarak yapilan yardimci iireme
teknikleri (YUT) ile tedavi edilebilecek nedenlerin, bu tekniklerle de tedavi edilemeyen
ve dondr inseminasyonu ya da evlat edinmeyi gerektirecek nedenlerin, altta yatan
onemli tibbi patolojilerin hastay1 veya ¢ocugunu etkileyebilecek genetik ve kromozomal
bozukluklarin belirlenmesine yoneliktir. Ideal olani, bu degerlendirmelerin infertiliteden
sorumlu spesifik bozuklugu ortaya koyabilmesidir. Eger miimkiinse, spesifik bir neden
bulunup, buna yonelik spesifik tedaviye baglanilmalidir. Oysa bilinen bir etiyolojik
faktor olmasa bile, gerek deneysel tedavilerden gerekse intrauterin inseminasyon (IUT)
ve in vitro fertilizasyon (IVF) gibi YUT'lerden de fayda goriilebilir. Asir1 uzun ve
faydasi bulunmayan tedavilerden kaginilarak, infertil cift bu secenekler hakkinda

bilgilendirilmelidir.

Bu ¢alismada, vas deferens agenezisi olan erkek hastalarda kromozom analizi, AZF gen
delesyonlar1 ve CFTR gen mutasyonlarina bakilarak Tiirk toplumunda infertilitede en
sik goriilen anomalilerin ve mutasyonlarin belirlenmesi; hasta ve hasta yakinlarina daha
iyi genetik danigma verilerek, hasta icin en uygun tedavinin se¢ilmesine yardimci

olunmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 ERKEK INFERTILITESI

Infertilite vakalarinin yarisinda, erkek iireme yetmezligi ya da disfonksiyonu rol oynar.
Erkek infertilitesine yol acan nedenlerin bir kismi sonradan olustugu halde, bir kismi1
genetik kokenlidir. Ozellikle azoospermik ve siddetli oligospermik hastalarin
etiyolojilerinde, hem cinsiyet kromozomlarinda hem de otozomal kromozomlarda
meydana gelen sayisal ve yapisal olan genetik bozukluklar 6nemli bir yer tutar. Dogal
yollarla ¢ocuk sahibi olamayan ciftler giiniimiizde gelisen intrasitoplazmik sperm
injeksiyonu (ICSI) gibi yeni teknikler ile sperm faktoriine dayanan infertilitenin
istesinden gelinebilmektedir. Fakat ICSI'den once her cifte, ciftlerde mevcut olan
genetik hasarin, mevcut infertilitenin ve diger degisen fenotipik belirtilerin cocuga
gecme riski bakimindan bilgi verilmelidir. Bu nedenle boyle erkeklerde, ICSI
isleminden once Ozellikle karyotip analizi ve Y kromozom mikrodelesyonu testleri
yapilmalidir. Semen 6rnegi incelendiginde sperm igermiyorsa, azoospermik oldugu
diisiiniiliir. Azoospermik hastalar obstriiktif ve nonobstriiktif azoospermi olmak iizere
iki kategoriye ayrilir (1). Ejekiilatta sperm sayis1 5 milyon/ml altinda ise siddetli
oligospermik olarak adlandirilir. Her iki gruptaki hastalarin normal yoldan ¢ocuk sahibi

olmalar1 zor oldugu i¢in, bu hastalar 6zellikle ICSI gibi yardimci tireme teknikleri ile
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daha kolay cocuk sahibi olabilirler. Fakat bu islemle dogacak cocuklara babadaki
genetik hasarin aynen aktarilabileceginin bildirilmesi gereklidir. Azoospermi ve siddetli
oligoospermi 1ile birlikte goriilen genetik bozukluklar sperm yapimini bozarak ya da
spermin taginmasini engelleyerek erkekte infertiliteye neden olabilir. Erkek infertilitesi

ile ilgili dort genetik faktor bilinmektedir.

1. Izole spermatogenez defekti yapabilen Y kromozom mikrodelesyonlari,

2. Konjenital vas deferens agenezine neden olan kistik fibrozis gen mutasyonlari,
3. Testis fonksiyonlarini bozan kromozom anomalileri,

4. Sperm fonksiyonlarini direkt olarak etkileyen genetik sendromlar.

2.1.1. Y Kromozom Mikrodelesyonlari

Azoospermik erkeklerin bir kisminda Y kromozomunun uzun kolunda (Yqll)
delesyonlarin saptanmasi iizerine spermatogenezin bu bolgeden regiile edildigi tahmin
edilmis ve bu bolge azoospermi faktor bolgesi (AZF) olarak tanimlanmistir (2). AZF
bolgesindeki genler yalniz spermatogenezle ilgili genlerdir. Bu nedenle bu bolgedeki
delesyonlar fenotipik bozukluk yapmadan izole spermatogenez defektine (siddetli
oligoospermi ya da azoospermiye) neden olur. Bugiin Y kromozomunun uzun kolu
izerinde, infertil erkekte delesyona ugradigi ve bunlardan her birinin spermatogenezin
farkli asamalarinda etkili oldugu gosterilen AZF a, AZF b ve AZF c olmak {izere en az
3 bolgenin varlig1 bilinmektedir (3). Bu bolgelerin delesyonlari, AZF a, AZF b ve AZF
¢ delesyonlan olarak isimlendirilir. Y kromozom mikrodelesyonlar1 spermatogenetik
yetmezligin en sik goriilen sebeplerinden biridir. Idiyopatik azoospermide %1520,
idiyopatik oligoospermide %7-10 oraninda Y kromozom mikrodelesyonlarina
rastlanmistir (4). Bu nedenle nonobstriiktif azoospermili ya da siddetli oligoospermili
hastalarin hepsine ICSI isleminden 6énce Y kromozom mikrodelesyon testi yapilmalidir.
Y mikrodelesyonuna sahip erkeklerin tiim erkek cocuklar1 ayni patolojiye sahip

olacaklarindan, ailelere bu konuda danigsmanlik verilmelidir (4-6).
2.1.2. Kromozom Anomalileri

Normal insan somatik hiicreleri 22 ¢ift otozom ve 1 cift seks kromozomu olmak iizere
total 46 kromozomlu diploid hiicrelerdir. Erkekler X ve Y olmak iizere 2 farkli seks
kromozomuna sahiptir. Kromozom anomalileri normal popiilasyonla yaklasik %0.5

siklikla gozlenmesine ragmen infertil erkeklerde bu oran %5.8” e kadar yiikselmektedir
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(7). Infertil bireylerde seks kromozom anomalileri otozomal kromozom anomalilerinden

daha siktir.

Bilindigi gibi kromozom anomalileri sayisal ve yapisal anomaliler olmak iizere ikiye
ayrilir (8,9). Yapisal kromozom anomalileri delesyon, inversiyon, kromozomun bir
kisminin dublikasyonu ya da bir kromozomun bir parcasinin diger kromozoma
translokasyonu seklinde gerceklesir. Sayisal kromozom anomalileri, tiim
kromozomlarin multipl kopyalarin1 iceren hiicreler poliploid, bir ya da daha fazla
kromozomun bir ilavesini ya da delesyonunu igeren hiicreler anoploid olarak

siniflandirilir.

Translokasyonlar normal yeni doganlara gore infertil erkeklerde 8.5 kat daha fazladir.
Benzer sekilde inversiyonlar infertillerde normal popiilasyona gore 8 kat fazla goriiliir
(10). Sayisal seks kromozom bozuklugu, erkek infertilitesi vakalarinda sik goriilen bir
durumdur. Klinifelter sendromu, miks gonadal disgenezi ve XYY erkekler bu grup
hastalardir. Klinifelter sendromu en sik gozlenen seks kromozom bozuklugudur ve
infertil vakalarda 30 kat fazla rastlanir. Azoaspermik vakalarda ise %14 oraninda
rastlanir. ICSI’den sonraki hamileliklerde otozomal trizomi ve seks kromozom
anoploidileri daha yiiksek goriiliir. Bu nedenle ICSI isleminden 6nce hastalarda sayisal
veya vyapisal bir kromozomal anomalisi saptandiginda, genetik danisma ve
preimplantasyon genetik teshis, prenatal genetik teshis icin amniosentez veya koryon
villus 6meklemesi onerilmelidir. Kromozom analizi konvansiyonel yontemlerle yapilir.
Heparinize periferal kan lenfositlerinden 72 saatlik kiiltiir ile metafaz kromozomlari
elde edilir. Basta Giemsa bantlama (GTG) olmak {izere uygun bantlama yontemleri ile

metafaz kromozomlar degerlendirilir.

2.1.3. Konjenital Vas Deferens Agenezisine Neden Olan Kistik Fibrozis Gen

Mutasyonlari

Kistik fibrozis otozomal resesif gecisli konjenital bir rahatsizliktir. Kistik fibrozis,
Kistik Fibrozis Transmembran Regiilator (CFTR) genindeki mutasyonlara bagh olarak

gelisir (11).

CFTR geni, iyon kanali olarak fonksiyon goren bir membran proteinini kodlar ve
ejekiilator kanal, seminal vezikiil, vas deferens ve epididimisin distal 2/3’iiniin
olusumunu da etkiler. Bu nedenle CFTR genindeki mutasyon vas deferens agenezisi ile

sonuglanir. Azoospermik olgularin %1,4° iinii olusturan konjenital vas deferens
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agenezili hastalarin %85’ inde Kistik Fibrozis (CF) gen mutasyonu tanimlanmistir (12).
Simdiye kadar, 1500’iin tlizerinde farkli mutasyon ve sayisiz polimorfizm, kistik
fibrozisli ya da konjenital bilateral vas deferens agenezili (CBAVD) hastalarda
belirlenmistir. AF508 en siklikla belirlenen mutasyondur ve Kistik Fibrozisli hastalarin
en az %50’ sinde bulunur (13). Bazit CFTR mutasyonlart da konjenital unilateral vas
deferens yoklugu ile ilgilidir (14). CBVDA, kistik fibrozisden daha hafif fenotipik
ozelliklere sahip olmasmna ragmen her iki rahatsizhik da CFTR proteininde ki bir
anormallikten kaynaklanir. Bu grup hastalar ICSI ile ¢ocuk sahibi olmak istediklerinde,
Kistik fibroz ya da vas deferens agenezisinin ¢ocuga gec¢me riski tedavi Oncesi

belirlenmelidir (9).
2.1.4. Sperm Fonksiyonlarim Direkt Olarak Etkileyen Genetik Sendromlar

Spermatogenezi ve dolayisiyla sperm aktivitesini etkileyen diger faktorleri siralayacak
olursak: Primer silier diskinezi; myotonik distrofi ve noonan sendromu, orak hiicre
anemisi, genetik endokrinopatiler, Gonadotropin-releasing hormonun (GnRH) iiretim
veya sekresyon bozukluklari, Kallman sendromu, Prader-Willi sendromu, LH ve FSH
fonksiyon bozukluklari, androjen sentez ve fonksiyon bozukluklari olarak siralayabiliriz

(16-20).

Infertilitede siddetli erkek faktoriiniin Diinya Saghk Orgiiti'ne (WHO) gore
siiflandirilmasi; Seksiiel/ejakulator disfonksiyon, immiinolojik sebepler, idiyopatik
gruplar, izole seminal plazma anormallikleri, iatrojenik nedenler, sistemik nedenler,
konjenital anomaliler, akkiz testikiiler hasar, varikosel, aksesuar bezlerin infeksiyonu,
endokrin nedenler, idiyopatik oligozoospermi, idiyopatik astenozoospermi, idiyopatik
teratozoospermi, obstruktif azoospermi, idiyopatik azoospermi olarak yapilmistir.
Ayrica idiyopatik grup, sayilan gruplarin icerisinde %30 gibi yiiksek bir yer
kaplamaktadir (15).

Erkek infertilitesinde genetik degerlendirmenin amaci,

1. Etiyolojinin belirlenmesi

Fetusta olusabilecek kromozom hatalarinin 6ngoriilmesi ve dnlenmesi
Testikiiler sperm yapiminin var olma olasiliginin degerlendirilmesi

Bir sonraki nesile aktarilabilecek genetik problemlerin 6ngoriilmesi

A

Fetusta olusabilecek metabolik hastaliklarin 6ngoriilmesi ve 6nlenmesi



Genetik acidan risk tasiyan gruplar:
1. Siddetli oligoastenoteratospermi

2. Obstriiktif azoospermi

3. Nonobstriiktif azoospermi
4

Oligoastenoteratospermi ve tekrarlayan implantasyon basarisizligi,

Tablo 2.1. Genetik acidan risk tasiyan gruplar icin yapilmasi onerilen testler
(OAT: Oligoastenoteratospermi)

Hasta Grubu Mutlak Gerekli incelemeler Onerilebilir incelemeler
Y Mikrodelesyonu
Siddetli OAT Periferik Karyotip
CF Mutasyonu
Periferik karyotip

Nonobstriiktif azoospermi
Y mikrodelesyonu

Obstriiktif azoospermi CF mutasyonlar1 Periferik karyotip

Oligoastenoteratospermi ve tekrarlayan

implantasyon basarisi1zlig1 Periferik karyotip o

2.2. KONJENITAL VAS DEFERENSLERIN AGENEZISi

Konjenital bilateral vas deferens agenezisi (CBAVD) ve konjenital unilateral vas
deferens agenezisi (CUAVD), erkeklerde dogumsal olarak sperm kanallarinin (vas
deferens) tek ya da cift tarafli olmamasi ve azoospermi (menide sperm olmamasi)’ye

bagli olarak ortaya ¢ikan infertilite ile sonuclanan bir hastaliktir (21, 22).

Spermler testislerin parankiminde yapilir. Sperm olusumuyla direkt ilgisi olmasa da
sertoli hiicreleri bu hiicrelerin beslenmesinden sorumludur. Alkali bir sivi iginde
bulunan spermler, tubulus seminiferus contortusda bulunurlar. Sivinin hafif alkali
olmasi kuyruk hareketini kuvvetlendirir. Testis kanalciklar1 (Rete Testis) araciligiyla
epididimise aktarilirlar. Tam olgunlasma epididimisin bas bolgesinden kuyruk bolgesine
kadar olan bolgede tamamlanir. Ayrica epididimis depolanma gorevi de gdrmektedir.
Epididimisin genisleme 0Ozelligine sahip kuyruk bdlgesinde olgun spermler vas
deferensin Oniinde toplanirlar. Epididimisde ortamin hafif asidik olmasi spermlerin

gecici olarak felce ugramasina sebep olmaktadir ve bu durum spermlerin hareketlerini
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kisitlamaktadir. Boylelikle depolanma sirasinda enerji harcanmasi engellenmis olur.
Spermler erkek genital yollarinda hareketsizdirler. Prostat bezi salgisi ile birlikte
seminal vesikiil (glandula vesiculosa)’iin i¢inde bulunan fruktoz salgisiyla karsilastiktan
sonra hareket yeteneklerini tam olarak kazanirlar. Bu bezlerin salgilarindaki herhangi

bir bozukluk spermlerin aktif hareketlerini kisitlamaktadir.

Konjenital vas deferens agenezisi olan hastalar fiziksel goriiniim olarak normaldirler.
Sekonder cinsiyet karakterleri normal gelisir. Testisler anatomik, androjenik ve
spermatojenik olarak normaldir. Seminal vesikiiller cogu zaman anatomik ve fizyolojik
olarak anormaldir ve boyutlar1 normalden kiiciiktiirler. Meni, hacimce normalden az,
asidik pH’da, fruktozdan yoksun ve azoospermiktir. Spermin yapisal ve sayisal

bozukluklarina gore;

Azoospermi, meninin bir takim hiicreleri icermesine ragmen olgun sperm hiicrelerini ve

hyaluronidaz enzimini icermemesi durumudur.

Oligoospermi, sperm sayisinin normalden az olmasi (ml’de 20 milyondan az olmasi).
Astenoospermi, spermlerin yeteri kadar hareketli olmamasi (%50°den az olmamasi).
Hiperspermi, sperm miktarinin ¢cok olmasi (6 cc’nin iizerinde).

Hipospermi, semen miktarinin az olmasi (1 cc’nin altinda ).

Aspermi, hi¢ meni olmamasi.

Nekrospermi, tiim meninin 6lii olmasi.

Teratospermi, spermlerin morfolojik olarak bozuk olmasi. (Sekil 2.1).

Movrgmnal
el Fannn

Sekil 2.1. Anormal sekilli spermler
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2.2.1. Semen Analizi ve Normal Sperm Parametreleri

Semen analizi belirli standart sartlarda yapilmalidir. Semen, mastiirbasyonla veya cinsel
iliski esnasinda spermlere toksik etki gostermeyen prezervatiflerle toplanir. Alinan

ornekler oda 1s1sinda bekletilerek, 45 dakika i¢inde incelenmeye baslanmalidir (23).

Genelde 2-3 giinliik cinsel bir perhiz onerilir. Sartlara uygun olarak verilen semen
Ornegi asagidaki kriterlerin ayn1 anda saglanmasi durumunda normal spermiyogram
olarak kabul edilir. Azoospermi tanist koymak icin, semenin 3000 g’de 15 dakika
santrifiijiinii takiben pellette hi¢ sperm bulunmamasi ve ayrica bu islemin birer ay arayla
ic kez tekrarlanmas1 gerekmektedir (24). Normal sperm parametreleri Diinya Saglhk
Orgiitii (WHO) tarafindan tanimlanan kriterler (Tablo 2.2.), normal morfolojinin < % 4

oldugunda ve bunun biiyiik boliimiinde bas anomalisi oldugu durumda ICSI basarisi

diisiiktiir (25).

Tablo 2. 2. WHO kriterlerine gére normal spermiyogram degerleri

Kriter Normal Degeri
Hacim 1.5-1 ml

Renk Gri-Beyaz-Sar1
PH 72-738
Viskosite Normal akicilikta
Likefaksiyon 5 —40 dakika

Total Sperm Sayis1

50 milyonun iizeri

Sperm Konsantrasyonu

20 milyon/ml tizeri

Motilite

fleri, hizli, en az %50 olmasi

Lokosit

1 —3 milyon / ml’ den az olmal1

Immatiir sperm hiicre orani

%3’den az olmal1

Morfolojik oval formlar

%50 veya tizeri olmal1

Sperm hareket kalitesi

En az 2. derece

Infertilite de basrolde oynayan spermlerin cogunlugu, spermatogenezdeki hatalar

sonucunda olgunlasamamaktadirlar.
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2.3. Y KROMOZOMU VE AZF

Erkek infertilitesi, bugiin major bir saglik problemidir ve iiretken cagdaki erkeklerin
%40-50" sinde sperm iiretiminde kalitatif veya kantitatif anomaliler bulunmaktadir (30).
Genetik ve cevresel faktorlerin bu durumdan sorumlu olduguna inanilmaktadir. Bir
diger faktor ise, Y kromozomu ve spermde deoksiriboniikleik asit (DNA) hasarina
neden olan oksidatif strestir, infertil erkeklerin semenlerinde total antioksidan
kapasitede azalma ve reaktif oksijen tiirlerinin seviyesinde artma gozlenmektedir (30).
Insanlarda erkek infertilitesine yol acan bircok genetik neden tanimlanmstir (31).
Obstriiktif azoospermisi olan hastalar kistik fibroz mutasyonu tasiyabildigi gibi,
nonobstriiktif azoospermisi veya ciddi oligoospermisi olan hastalarda Y kromozomu
uzun kolunda mikrodelesyon bulunabilir (32). Spesifik gen mutasyonlarinin testikiiler
olusumu, i¢ ve dig genital bolgelerin gelisimini ve spermatogenezi ters yonde etkiledigi
bilinmektedir. Genitouriner traktusu etkileyen sendromlar da duktal fonksiyonu ve/veya

ejakulasyonu etkileyebilir (33).
2.3.1. Y Kromozomu

Insan Y kromozomu, spermatogenez icin gerekli olan ve gonadal farklilasmanin testis
yoniinde gelismesi icin gerekli olan genleri icermektedir (34). Insan Y kromozomu 60
milyonun {izerinde niikleotid icermesine ragmen, diger kromozomlara oranla en az gen
sayist olan kromozomdur. Y kromozomu, erkek karakteristik Ozelliklerinin genetik
belirleyicisi olarak rol oynar ve bir¢ok ilging biyolojik ozellikler gosterir (35). Y
kromozomunun kisa kolu (Yp) ve uzun kolu (Yq) proximal bolgesi 6kromatik bolge
iken, Yq'nun distal bolgesi heterokromatin bolgesidir ve bu bolgenin uzunlugu
degiskendir (26-29). Y kromozomunun %85’ini olusturan erkek spesifik bolge; MSY
(Y’ nin erkek spesifik bolgesi), 3 6kromatik (x-transpoze, x-dejenere, amplikonik) ve
bir heterokromatik mozaik zincir tasir. Bugiine kadar 156 transkripsiyon iinitesi, 78
protein kodlayan gen ve Y kromozomu ile ilgili 27 farkli protein tanimlanmistir (37).
Yp ve Yq kollariin iizerinde sirastyla psddootozomal smir bolgesi, PABY1 ve PABY?2
psodootozomal bolgeleri ve X kromozomu iizerinde ise bunlarin homologlar vardir. Bu
bolgeler disinda kalan bolgeler mayotik rekombinasyona katilmaz. Dolayisiyla da bu
durum Y kromozomunun yaklasik %95’ ini non-rekombine halde birakir (Sekil 2.2)
(34).

I) Pseudootozomal sinir bolgesi (PABY)
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I) Kisa kol iizerindeki perisentrik bolge (seks belirleyici geni -SRY - icerir)
III) Proximal uzun kol iizerinde bulunan 6kromatik bolge (DYS1)
IV) Distal uzun kol iizerinde bulunan heterokromatik bolge (DYZ1)

V) DYZ3, bolgelerinden olusur (Sekil 2.2).

Xl homoloji
gosterenler | Rekombine olmayan blge (NRY) N
por | {0l e R o TRy TR R R T T e
A el R L B ] o |Blelo]d | SRl w e e
Testise 6zgil genler : : = O 7\VIRLE JoiBlal vl odis] & 19) & 8 pter
ve gen aileleri I il il
Fenotipler & Y
ek Spernatogeneik bk Spermatogenetik bozukluk
belirleyen bdlge

s repmsend [ ———— |
Gonadoblastoma Spermatogenetik bozukluk

Boyu tanmlayan bolge (uzun-
kusa)

Sekil 2.2. Rekombine olmayan bolgenin (NRY) gen haritasi: Y kromozomu, iki terminal ucu

Y kromozomu; psddootozomal bolgelerle birlikte, heterokromatin ve Okromatin bolgeleri de igeren
rekombine olmayan biiylik bir bolgeyi kapsar. NRY’ nin 7 interval bolgesi, gen lokalizasyonlarini
belirlemek i¢in 43 alt interval bolgeye ayrilir. Delesyon goriilen intervallerin daha 6nceden Y’ ye 6zgii
tekrarlardan olustugu gosterilmistir. X kromozomu ile homoloji gosterdigi dokuz NRY bdlgesi iist tarafta
kirmiz1 renkte, testise 0zgiil gen ya da gen aileleri 11 adet mavi renkte gosterilmis ve fenotiple ilgili
olanlar ise en altta siyah renkte gosterilmistir.

Insan Y kromozomu, cogunlugu tekrar elementlerinden olusmak iizere, sinirli sayida
fonksiyonel genleri icerir, ayrica bazi alfoid tekrarlar, major insan SINE (short
interspersed nuclear element) ve birka¢ satellit sekans ailesini igermektedir (31).
Kodlayic1 olmayan, tekrarlayict DNA’nin fazla olmasindan dolayr Y kromozomunda
delesyonlar sik goriiliir (24). Y kromozom mikrodelesyonlari, histolojik olarak Sertoli
cell only sendromu (SCOS), maturasyon arresti ve hipospermatogenezi iceren, farkli
spermatogenik degisikliklerle baglantilidir (29,35). Y’ye bagh sekanslar yaninda
infertilite sinyal mekanizmasinda yer alan protoonkogenlerdeki parakrin sistemleri veya

mutasyonlar1 kontrol eden otozomal genlerle de infertilite olusabilir (37).
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Testis gelisimini belirleyen faktorler arasindan en basta SRY (Sex releated Y

chromosom Region - Y kromozomunun cinsiyeti belirleyen bolgesi) gelmektedir (38).
Y kromozomunun infertilitenin ortaya ¢ikma mekanizmasi iki sekilde gerceklesir.

I. Mayoz bolinme esnasinda homolog kromozomlar kars1 karsiya gelmekte ve X
kromozomu ile de Y kromozomu eslesmektedir. Bunun sonucunda da bdliinme
gerceklesmektedir. Bu eslesmenin gerceklesmemesi sonucunda da mayoz boliinmenin

diger asamalarina gecememekte ve dolayisiyla spermatogenezis engellenmektedir.

II. Ozellikle Y kromozomunun uzun kolundaki kromozomal bolgelerdeki kayip ya da
degisiklikler nedeniyle burada bulunan genler fonksiyonlarim1 kaybederler. Bunun

sonucunda da spermatogenezis olumuz yonde etkilenir.

Her iki sekilde de sperm sayisindaki azalma sonucunda infertilite azoospermi ya da

oligoospermi seklinde goriiliir (27).

a b. &
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Sekil 2.3. Y kromozomu ve sitogenetik bantlamasi, AZF bolgeleri

2.a.Y kromozomu sitogenetik bandlamasi. Kisa kol Ypll ve uzun kol Yqll
(6kromatin bolge), Yq12 (heterokromatin bolge);

2b. Y kromozomunun Vergnaud haritalandirilmasina gére 7 bolgeye ayrilmas: (14
aralik kisa kol ve sentromer; 5. ve 6. aralik 6kromatin bolgeye; 7. aralik heterokromatin
bolgeye denk gelmektedir);
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2¢. Y kromozomunun 43 bolgeli haritalandirilmasi. Sagda Y kromozomunda lokalize
bazi genlerin listesi, AZF bolgelerinin lokalizasyonu ve buna karsilik gelen genler
gosterilmektedir.

Son zamanlarda yapilan calismalarda Insan Genom Projesi verileri kullamlarak
Y kromozom haritalandirilmasinda birtakim degisikler oldugu gosterilmistir. Bu
verilere gore, Y kromozomu 300’den fazla sequence-tagged sites (STSs) olarak
tanimlanan bolgeye ayrilmistir. STSs bolgeleri Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile
cogaltilabilen genomik DNA bdolgeleri olarak bilinir. Bu bolgeler bir gene spesifik
olabilecekleri gibi, Y kromozomu iizerindeki anonim bolgelerle de cakisabilirler. ilk
defa Tiepola ve Zuffardi tarafindan, erkek infertilitesi (azoospermi) ile Y kromozomu
uzun kolu (Yql1 bolgesi) delesyonlar arasinda iliskisi sitogenetik olarak fark edilmis ve
bu bolgede lokalize genlerin erkek germ hiicresi gelisimi i¢in énemli oldugu hipotezi
ortaya atilmistir (2). Bu gen ve gen ailesi ‘azoospermia factor (AZF)’ olarak
adlandirilmistir. Bununla birlikte AZF bolgesinin genetik kompleks yapist ancak YAC
(yeast artificial chromosome) ve STS dayali haritalandirmanin gelistirilmesiyle ortaya
koyulmustur. Bu analizler sitogenetik seviyede goriilemeyen, submikroskopik
delesyonlarin saptanmasina imkan tanir. Kromozom analizleri ile belirlenemeyen,
sadece STs-PCR veya Southern-hibridizasyon ile saptanabilen bu delesyonlar

mikrodelesyonlar olarak adlandirir.

Spermatogenesis ile ilgili Y kromozomu q kolunda bu bolgeler proksimalden distale

AZF a, AZF b ve AZF c olarak adlandirilmustir (Sekil 2.4)
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Sekil 2.4. AZF bolgeleri



14

2.3.2. AZF (Azoospermi Faktor)

Molekiiler biyoloji alanindaki hizli ilerlemeler; Y kromozomu mikrodelesyonlarinin,
testisdeki ciddi patolojik problemlerinin ve erkek infertilitesinin en sik nedenlerinden
biri oldugunu gostermektedir. ilk olarak spermatogenezisteki bozukluklar ile genetik
yapt arasindaki iligkilerin temeli Tiepolo ve Zufferdi tarafindan infertil erkekler
arasinda sitogenetik calismalar yapilarak mikroskobik caligmalarla atilmistir. Daha
sonra molekiiler diizeyde gelistirilen tekniklerin kullanilmasiyla 1988 de Anderson ve
arkadaslar1 Y kromozomunun uzun kolunda AZF bélgesini tanimlamistir. Bu bolgelerin
Yql11.22-23 (Sekil 2.4) lokalize oldugu ve AZF a, AZF b ve AZF c olmak iizere ii¢
bolgeden olustugu gosterilmistir. 1992° de ise PCR teknigini kullanarak Y
kromozomunun haritalandirilmasindaki ilk calisma Foresta ve arkadaslari tarafindan
yapilmistir. Erkek infertiltesine yol acan Y kromozomu mikrodelesyonlari, AZF

bolgelerindeki delesyonlar sonucunda ortaya ¢iktigi gosterilmistir.

Y kromozomu 7 delesyon araligina ayrilmistir (94,100). Bu araliklarin her biri de alt
araliklara (subinterval) ayrilmistir. Spermatogenezde o©nemli olan genler, Y
kromozomunun uzun kolunda, 5. ve 6. delesyon araliginda, 11.23 bandinda lokalizedir.
Bu bolge azoospermik faktor bolgeleri (AZF) olarak bilinmektedir. AZF a proximal
Yql1’ de yer alirken, AZF b ve AZF c distal Yql1’de yer almaktadir. Bu bolgeler
birbiriyle ¢akismamaktadir. Bu AZF genleri, RNA baglayici proteinleri kodlarlar ve gen
ekspresyonu, RNA metabolizmasi, paketlenmesi, sitoplazmaya transportu ve splicing
regiilasyonunda yer alirlar. 1992’ de Vollrath ve arkadaslar1 Y kromozomunun 43
aralikli bir delesyon haritasin1 diizenlemislerdir. Bu bolgeler Y kromozomu boyunca
uzanan STS denen bolgeleri icermektedir (3,21,32,36). Y kromozom mikrodelesyonlari,
Klinefelter sendromundan sonra spermatogenik bozuklugun ve erkek infertilitesinin

ikinci en sik sebebidir (33,37).

Bir¢cok arastirmada, Y mikrodelesyonlar ile spermatogenez arasinda iliski oldugu
gosterilmistir (95,96). AZF a bolgesindeki delesyonlarin Sertoli Cell Only Sendromuna
(SCOS), AZF b bolgesindeki delesyonlar matiirasyon arrestine ve AZF ¢ bolgesindeki
delesyonlarin hipospermatogeneze sebep oldugu ortaya cikmistir. En son yapilan
calismalarda AZF d bolgesi tanimlandiktan sonra bu bolgenin delesyonu sonucunda da

hafif oligoospermi ve sperm morfolojisinde degisiklikler oldugu gosterilmistir (40,109).
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2.3.2.1. AZF a Bolgesi

Y kromozomunun uzun kolunun en proksimal bolgesidir. Buradaki genler hiicresel
housekeeping genleri olarak tanimlanir (40). AZF a bolgesi yaklasik 1100 kb’lik bir
alan1 kapsamaktadir. Tek kopya genleri olan dort aday gen icermektedir.

I. DFFRY (Drosophila Fat Facets Related Y, USP9Y); ubiquitine spesifik hidrolaz
enzimini kodlar. Bu genin ekspresyonu testise 6zgii degildir. USP9Y olarak da bilinir.
AZF a bolgesinde yer alan ilk tanimlanan gendir. Tek kopyalidir ve 46 ekzonludur.
“Drosophila developmental gene fat facets’” ile homoloji gosterdigi icin ilk zamanlar da
DFFRY olarak adlandirilmistir. X kromozomu iizerinde homologu vardir ve bu X
inaktivasyonundan kagar. Ekspresyonu yaygindir. Ubikitine bagl protein yikimindan
sorumludur. Proteinlerin ubikitin ile birlesmesini engelleyerek yikimini 6nledigi
belirtilmektedir. Ozellikle sinyal iletim kaskadinda rol alan iiyeleri hedefler. Oosit
gelisiminde ve fotoreseptorlerde de rolii vardir. Delesyonunda spermatojenik arrest
goriiliir. USPIY ile birlikte DBY genlerinin her ikisini kapsayan delesyonlarda bu tablo

agirlasmakta ve azoospermiye neden olmaktadir (91).

II. DBY (Dead Box Polypeptide Y); RNA helikaza 6zel bir motifi iceren proteini
kodlar (4). Tanimlanan iki transkripti vardir. Bunlardan kisa olan 6zellikle testisde
eksprese olurken uzun olan1 diger dokularda da goriiliir. Subinterval 5C’de yer alan 17
ekzonlu, tek kopyal1 “housekeeping’’ bir gendir. X kromozomunda homologu vardir ve
X inaktivasyonundan etkilenmez. Tiim dokularda tek bir transkript okunurken, testiste
ifade olan kisa farkli bir DBY transkripti daha vardir. Farelerdeki testise 0zel ve sadece
germ hiicrelerinde sentezlenen PL10 proteini ile homoloji gostermektedir. Bu nedenle
Foresta ve arkadaslar1 DBY nin spermatojenik agamalarda anahtar role sahip oldugunu
ileri siirmektedir. Bu genin iiriinii ATP-bagimli RNA helikazdir ve bu bir dead-box
motif iceren bir proteindir. DBY delesyonlarinda sertoli-hiicre sendromu veya agir

hipospermatogenez izlenmektedir (35, 91).

III. UTY (Ubiquitous TPR motif on Y): Subinterval 5C’de yer alan 20 ekzonlu bir
gendir. TPR (tetratricopeptide repeat) motifli bir protein kodlamaktadir. Bu proteinin,

protein-protein etkilesimini diizenledigi diisiiniilmektedir (91).
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IV. TB4Y (Thymosin, beta—4, Y chromosome): Subinterval 5D’de yer almaktadir. X
kromozomu iizerinde yer alan X inaktivasyonundan etkilenmeyen bir homologu
(TB1X) mevcuttur. Testise Ozel transkriptleri bulunmaktadir. Aktinin salgilanmasinda
rol alan tymosin B4’lin Y izoformunu kodlar. DBY, UTY ve TB4Y genlerinin hepsi

“hiicresel housekeeping’’e katilirlar.

AZF a bolgesinin komplet (tam) delesyonunda AZF a’da yer alan iki genin i¢inde
bulundugu 792 kb’lik kismi uzaklasir. Sadece USP9Y veya DBY’yi iceren delesyonlar
daha az goriilmektedir. Bu iki genin mutasyonu spermatogenik bozukluga yol
acmaktadir. Cogu AZF a delesyonu birbirinden 800kb uzaklikta olan 10 kb’lik iki tekrar
dizisi arasindaki rekombinasyondan kaynaklanir. Yapilan diger bir calismada AZF a
bolgesindeki genlerden birinin delesyonu sonucunda da kisa boyluluk goriildiigii

belirtilmistir (3,40,41,91).
2.3.2.2. AZF b Bolgesi

AZF b delesyonlan infertil erkek populasyonunda %13 oraninda goriilmektedir, fakat
hasta se¢im kriterlerine gore insidans1 %1-5 oraninda artmaktadir. RBMY1 (Related
Binding Motif of Y) geni AZF b delesyonlarinda aday bir gendir ve tanimlanan ilk AZF
aday genidir. Ekspresyonu testise sinirlidir. Bu gen Y kromozomunun her iki kolunda
yer alan, gen ve psodogenlerin yaklasik 30 kopyasimi icermektedir, fakat fonksiyonel
olan genlerin AZF b bolgesinde Yq’da toplandig1 diisiiniilmektedir. Fakat bu bolgede
RBMY1 genini etkilemeyen delesyonlar da goriilmektedir. Bunun nedeni de tekrar
dizileri arasindaki homolog rekombinasyondur. AZF b bolgesi AZF ¢ bolgesi gibi
palindromlarda organize olan biiylik tekrar dizileri iceren bir yapiya sahiptir, fakat
bunlarin ¢cogunlugu tek kopya dizileridir. Yine bu bolgede testikiiler fenotipten sorumlu
diger bilinen veya bilinmeyen genler olabilir, yani baska AZF b aday genleri bulunabilir
(35,43). RBMY1, RNA baglayict motife sahip heterojen niiklear riboniikleoprotein G
(hnRNP-G) ailesine aittir. Bu aile proteinleri niiklear poliadenilatlanmis RNA ile
birlesir ve RNA paketlenmesi oncesinde, mRNA’nin sitoplazmaya transferi ile RNA
olgunlagsmasinda fonksiyonu oldugu diisiiniilmektedir. Bunun sebebi niikleusta
olgunlagma faktorleri ile birlikte olmasi ve erken spermatogenezde RNA proseslerinde
ya da translasyonel kontrolde rol oynamasidir (4,43). RBMY1’ in hem insanda (Xp26)
hem de farede X kromozomunda homologu vardir. Otozomal homologu farede 14.,

insanda da 6. kromozomda yer almaktadir. AZF b’deki diger genler; SMYC (selected
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Mouse cDNA homolog, Y chromosome), EIF1AY (translation initiation factor 1A, Y
isoform), TTY2 (testis transcript Y2) ve PRY (protein tyrosine posphatase related
Y)'dir. PRY, Y kromozomunun hem uzun hem de kisa kolunun iizerinde bulunan
multigen ailesinin iiyesidir. Bir kopyasinin AZF b, diger kopyasmin da AZF c
bolgesinde oldugu bilinmektedir (44). AZF b delesyonlari, RBMY1 geninin delesyonu
demektir. Bu delesyon da, mayozun tamamlanamamasina sebep olmaktadir; yani bu
protein esey germ hiicrelerinin mayozun basinda degil sonunda yani haploid evreye

gecis evresinde onemlidir (4,45).
2.3.2.3. AZF c Bolgesi

AZF’ler i¢inde, AZF ¢ ciddi oligospermik ve azoospermik hastalar i¢inde, ozellikle
nonobstriiktif infertilitesi olan erkeklerde en sik delesyona ugrayan bolgedir. Insan
genomik yapisinin giderek anlasilmasiyla, Y kromozomu uzun kolunun palindromlari
ve tekrarlart iceren cok sayida DNA sekansina sahip oldugu ortaya konmustur (35, 46—
49). Bu Kkarakteristik yapidan dolayr azoospermik veya oligoospermik erkeklerde
bulunan AZF bolgelerinde delesyonlarin meydana geldigi diisiiniilmektedir (50). AZF c,
ana aday geni DAZ (Deleted in Azoospermia) kiimesidir. DAZ gen grubu, PRY, BPY2,
TTY2, CDY ve RBM’nin kopyalarin1 igerir. Eriskin testisinde transkripsiyon ve germ
hiicrelerinde eksprese olan bir gen kiimesidir (22, 44). Bu bolgede tiimii testise 6zel 19
transkripsiyon {iinitesine sahip 7 ayr1 gen ailesi bulunmaktadir (40). AZF c bolgesinde
biiyiilk delesyonlar oldugu gibi, yine bu bolgede kismi (parsiyal) delesyonlar da
goriilebilir. Bu kismi delesyonlar az sayida genlerin ve transkripsiyon birimlerinin
kaybina neden olabilir (50). AZF c bolgesi, AZF ¢ aday geni olan DAZ haricinde c¢ok
sayida testis spesifik gen ailesi icermektedir. Bu bolgede oldukc¢a uzun tekrar dizileri
bulunmaktadir ve cogu AZF c delesyonunun 3.5 Mb’lik bir segment kaybina yol acan
iki 229 kb’lik tekrar dizileri arasindaki homolog rekombinasyon sonucu olustugu tespit
edilmistir (45). AZF b ve AZF c bolgelerinin her ikisi birden 24 geni kapsamaktadir.
AZF b’ nin komplet delesyonu 6.2 Mb’lik bir kismi uzaklastirirken, AZF ¢’ nin komplet
delesyonu ise 3.5 Mb’lik bir kism1 uzaklastirir ve en sik goriilen Y kromozom delesyon
bolgesidir (51). RBM ve DAZ genleri, RNA binding proteinleri kodlarlar. Bu proteinler,
RNA metabolizmasinda yer alan, RNA paketlenmesi, sitoplazmaya transportu ve
splicing gibi islemlerde yer alan heteroniikleer riboniikleer protein (hnRNP) ailesine

benzer yapida olan proteinlerdir. Bu bolgelerin fiziksel boyutu, AZF a ve AZF b icin 1-
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3 Mb, AZF c icin ise 3 Mb olarak tahmin edilmektedir (43). Onceleri tek kopyasi
oldugu diisiiniillen DAZ geninin 1996’da coklu kopyas: oldugu ve fonksiyonel
homologunun insanda 3. kromozomda oldugu bildirilmistir. Dizi analizleri, primatlarin
evrimi esnasinda otozomal DAZ geninin Y kromozomuna gectigini, Y kromozomuna
uyum saglayan gen i¢inde ekzonlarin c¢ogaltilmasi sonucunda DAZ kiimelerinin
olustugunu gostermistir. Hem bulunduklart yer hem de iistlendikleri fonksiyonlar, DAZ
proteinlerinin ge¢ spermatit evresinde mRNA’ya baglandigr ve spermatogenezin geg

translasyonel evresinin kontroliinde gorev aldigin1 gostermektedir (53).
2.3.2.4. AZF d Bolgesi

Kent ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir calismada Y kromozomu iizerinde ilk defa
AZF b ve AZF c arasinda dordiincii bir bolge olan AZF d tanimlanmistir (3). Bu
bolgede mikrodelesyona sahip hastalarda hafif oligoospermi veya normal sperm sayisi
gozlenmesine ragmen, anormal sperm morfolojisi saptanmustir (28). AZF b, AZF ¢ ve
AZF d bolgelerindeki delesyonlar sertoli Cell Only Sendromu (SCOS), komplet
spermatogenik arrest/azoospermi, oligoospermi gibi cesitli testis histopatolojileri ile

birlikte de olabilir (51).
2.4.Y KROMOZOM MiKRODELESYONLARININ OLUS MEKANIZMASI

Y kromozomunun uzun kolundaki tekrar dizilerindeki kopya sayilarinin artmasi,
Y kromozomunun sabit olmadigin1 gostermektedir. Delesyonlar, anormal
rekombinasyon olaylar1 sirasinda ortaya cikabilmektedir. Homolog bolgeler arasinda
benzer dizi tekrarlarinda, X ve Y kromozomlar1 arasinda, Y kromozomunda esit
olmayan kardes kromatid degisimi sirasinda veya DNA replikasyonu esnasinda ¢erceve
kaymasi sonucunda olusan kirilmalar nedeniyle delesyonlar meydana gelir. Baba yas1
ilerledikce Y kromozomu iizerindeki dizi kayiplarinin arttigr belirtilmistir (40). 'Y
mikrodelesyonlart mayoz sirasinda ya da spermatogenezde hatali DNA paketlenmesi ile
meydana gelebilmektedir. DNA paketlenmesi diizenli loop serileri halinde nukleusda
olmaktadir. Insanda loop bolgeleri histonlarin protoaminlerin yer degistirmesi esnasinda
meydana gelmektedir. Bu sekilde replikonlar transkripsiyona kolay ulasilabilir konuma
gelmektedir. Loplar, yaklasik 1,4-3,6 Mb arasinda bir uzunluga sahiptir ve bu da Y
kromozomunda olusan mikrodelesyon boyutu ile aynidir. Bu da Y mikrodelesyonu
tastyan oligospermik erkeklerin ileriki yillarda azoospermi olma olasiliginin yiiksek

oldugunu gostermistir (54).
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2.5.DOGUSTAN VAS DEFERENS’IN TEK YA DA CiFT TARAFLI YOKLUGU
VE KIiSTiK FIBROZIS GENi

Vas deferens yoklugu infertilite kliniklerinde daha az siklikta tespit edilebilen klinik
patolojidir. Hastalarin yaklasik %1’ inde tespit edilmektedir. Vas deferens yoklugu tek
ya da cift tarafl olarak goriilmektedir (14). Erkeklerde dogumsal olarak sperm kanalinin
(vas deferens) yoklugu ile azoospermiye bagh infertiliteyle tanimlanan bir hastaliktir.
Bu bireylerde sperm iiretimi ve yumurtay1r dolleyebilme yetenegi bakimindan sperm
kalitesi tamamen normal olmakla birlikte, testislerden {iretilen ve epididimde
olgunlasarak depolanan spermler iletim kanalindan sorumlu sperm kanallarinin
olmamasindan dolay1 ductus ejakulatoriusa iletilemez. Bunun sonucunda da azoospermi
ve infertilite olusur (67). Vas deferenslerin cift tarafli yoklugu izole bir anomali olarak
goriilebilecegi gibi sistemik kistik fibrozis hastaliginin bir pargasi olarak da ortaya
cikabilir. Alternatif kesim bolgelerinde meydana gelen degisiklikler sonucu olusan
hastalik patogenezini aciklayan en iyi 6rnek, dogustan bilateral vas deferens eksikligi
(CBAVD)’dir. CBAVD erkek infertilitesinin %1-2’sinden sorumlu olan otozomal
resesif gecisli kalitsal bir hastaliktir (14). Kistik fibrozisin genital formu olarak
adlandirilan CBAVD’de kistik fibrozise neden olan “Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator (CFTR)” gen mutasyonlar1 goriilmektedir. Bu iki durumun ayri
birer antite olarak tedavi edilmeleri klinik bakimdan uygun goriilse de, molekiiler
calismalar izole CBAVD olgularinin biiyiik kismimnin CFTR genine ait mutasyonlara
bagli olarak gelismis kistik fibrozisin bir minor varyanti oldugunu ortaya koymustur
(97-99). Birlikte renal anomalilerin (tek tarafli agenezi, ektopi, at nali bobrek gibi) eslik
ettigi CBAVD olgularinda genellikle mutasyon bulunamamaktadir. Bu durum keza
seminal vezikiillerin ve ampulla vas deferens anatomilerinin ultrason ile normal
bulundugu CBAVD'li erkekler icin de gecerlidir. Dolayisiyla, vas deferenslerin
konjenital bilateral yoklugu etyolojik olarak heterojenite gosteren bir durumdur. Tanida
genital sistemin anatomik anomalileri ve semen parametreleri hem CBAVD’ de hem de
kistik fibrozis hastalarinda aynidir. CFTR mutasyonu tasiyan azoospermik erkeklerde
ejakulat voliimii, ejakulat friikktoz konsantrasyonu ve pH'st mutasyon tasimayan
azoospermik erkeklerden veya fertil erkeklerden belirgin Olciide diisiik bulunur.
CBAVD' i erkeklerde iiriner sistem anomali riski artmis olup, CFTR mutasyonu ile
birlikte olmayan formuna isaret eder. CBAVD olgularinin hepsinde renal ultrasonografi

rutin olarak yapilmalidir (15).
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Cogu tek tarafli vas deferens agenezi olgusu fertil olup, klinik bir sorun olusturmaz.
Ancak, vazektomi sirasinda tesadiifen bulunabilir. Nadir de olsa azoospermi ya da
siddetli oligozoospermi olgularinda da goriilebilir. Aslinda bu olgularin baslangicta "tek
tarafli intraskrotal vas deferens aplazisi" olarak tanimlanmasi uygun olur. Ciinkii vas
deferens distal kismu klinik muayenede anlasilamaz. Tek tarafli vas deferens agenezi
olgularinin biiyilk kisminda karsi taraf seminal kanalin distalinde obstriiksiyon s6z
konusudur ve bazi caligmalarla, bu hastalarin CFTR mutasyonlar1 tasidigi tespit
edilmistir. Literatiirde ayn1 durumda kars1 vas deferensin saglam oldugu erkeklerde
CFTR mutasyonunun son derece nadir saptanigi belirtilmektedir. CBAVD' de oldugu
gibi bunlarda da basta tek tarafli bobrek agenezi olmak iizere iiriner sistem anomalileri

tabloya eslik edebilir (55).
2.5.1. Kistik Fibrozis Geni

Kistik Fibroz (CFTR) Geni; 1989 yilinda Rommens, Riordian, Kerem ve arkadaslari
tarafindan tanimlanmuis, izole edilmis ve klonlanmustir. Kistik fibrozis otozomal resesif
bir hastaliktir (CF). Rinosiniizit, nazal polip, obstruktif akciger hastalii, rekurren
pulmoner infeksiyonlar, gastrointestinal sistem malabsorbsiyonu, yag intoleransi, yagl
diski, kolelityazis, karaciger disfonksiyonu, intestinal obstruksiyon klinik tabloda
goriilen semptomlardir. Siklikla 30-35 yaslar civarinda akciger patolojileri nedeni ile
hayatlarin1 kaybederler. Kistik fibrozis hastalarinin sadece %2-3’ii fertildir, bu
hastalarin %65-95’inde vas deferens agenezisi bulunmaktadir (57). Kistik fibrozis
Avrupa’da insidansi 1/2500 ve tasiyicilik frekansi 1/25 gibi oldukca yiiksek rakamlara
sahip olmakla birlikte Asya populasyonunda ve siyah 1rkta olduk¢a nadir goriilmektedir.
Ulkemizde yapilan CF taramalarinda bu oran yaklasik 1/3000 civarlarinda oldugu rapor
edilmistir (58, 59, 69,113). Konjenital bilateral vas deferens agenezisinin (CBAVD)
genetik temeli kistik fibrozis ile ayni temele dayanmasi nedeniyle 6nem tasimaktadir. 7.
kromozom iizerindeki kistik fibrozis geninin klonlanmasin1 takiben bir dizi mutasyonun
kistik fibrozis transmembran regiilator (CFTR) gen lizerinde farkli etkilere neden
oldugu tespit edilmistir. CFTR geni 7. kromozomun uzun kolunun q31-32 bandinda yer
alir ve 250 kb’ lik CFTR proteinini kodlar (Sekil 2.5) ve bu gen 27 ekson igerir ve 6,5
kb’ ik mRNA sentezler. Yapilan molekiiler ve baglanti analizleri tiim genin 7.
kromozomdaki CFTR lokusuna ait oldugunu ve baska bir gende olmadigmi

gostermistir. Klinik heterojenite allellik heterojeniteye baghdir. AF508 mutasyonu en
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stk ve en agir rastlanan mutasyondur (60,69). Ancak bu mutasyonun frekansi
populasyon ve jeografik altyapiya gore degisiklik gostermektedir. Tiirk halkina uyan bu

tipte bir mutasyon net olarak tespit edilememistir.

Mutasyonlarin farkli sekillerdeki kombinasyonlar1 farkli fenotiplere neden olmaktadir
(61). CFTR gen mutasyonlart "siddetli" ve '“hafif" formlar olmak {izere
smiflandirilmaktadir. Siddetli formu homozigotluk durumunda komple kistik fibrozis
tablosu ile ortaya c¢ikarken, hafif formu kronik bronsit gibi daha az belirgin fenotipik
bulgularla belirir. Bu mutasyonlarin disinda, CFTR geninin intron 8 boliimiinde ortaya
cikan polimorfizm de CBAVD' in molekiiler patolojisinde onemli rol oynamaktadir.
Buradaki polimorfik sekanslar 5, 7 veya 9 timidin rezidiilerini ilgilendirmekte olup, 5T,
7T veya 9T allelleri olarak da adlandirilmaktadirlar. 7T ve 9T allelleri fonksiyonel
olarak notral olmalaria karsin, ST alleli CFTR mRNA'sinin ayrilmasini bozarak etkin
olur. mRNA'min biiyiik kisminda ekson 9 eksik kalir ve aktif CFTR proteini
sentezlenemez. 5T alleli hafif mutasyon formuna benzer bir fonksiyonel bozukluk

ortaya cikarir.
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Sekil 2.5. 7. Kromozom ve CFTR geni
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Kistik fibrosis hastaliginda belirtiler tiim salgi bezlerinde goriiliir. Normalde mukus
tireten disg salgt bezleri ince ve akiskan mukus salgist iiretirler. Fakat kistik fibrosisli
hastalarda iiretilen mukus salgis1 ¢cok yogun ve yapiskandir. Bu hastalik kronik akciger
hastaligi, pankreatik dis salgi yetersizligi ve anormal yliksek ter elektrolit degerleri
tcliisii ile karakterize edilir (62). Gen {riinii klor kanali olarak islev yapan
glikozillenmis transmembran proteindir ve ekzokrin dokularin (akciger, pankreas, ter
bezleri, vas deferens) epitel hiicrelerinde ifadelenen bir proteindir (63). CF olgularinda
1500’den fazla mutasyon ve 200 polimorfizm belirlenmistir (64,78). Genin 5’ ucundaki
promotor bolgesi GC (Guanin-Sitozin) niikleotidleri agisindan yiiksek bir zenginlik
gosterir. TATA kutusu veya CAAT kutusu yoktur. Baslama kodonu 1. eksonun +72
pozisyonunda bulunmustur. En kiiciik ekson, 38 bp uzunlugundaki 14b eksonudur. En
biiyiik ekson ise 724 bp uzunlugundaki 13 eksonudur. Intronlarin uzunlugu da farklidir
(65). Kistik fibroz geninin {iiriinii olan protein 1480 aminoasit icerir ve bu genin 6.5
kb’lik mRNA’s1 tarafindan kodlanir. Bu protein, kistik fibrozis hiicre zarindan gegisi
diizenleyen protein, CFTR proteini olarak adlandirilmaktadir. Bu protein cAMP ve
protein kinaz A’ya bagimli olarak calisan bir CI' kanali gorevi yapmakta olan plazma
zar proteinidir. Bu proteinin aminoasitleri iki benzer motifte organize olmustur. Her bir
motif 6 adet hidrofobik transmembran segment ve bir adet niikleotid baglanma bolgesi;
NBF (nucleotide binding fold; NBB) icermektedir (Sekil 2.6). Iki motif birbirinden
diizenleyici bolge (regulatory domain, R domain) ile ayrilmaktadir. Bu bolge serin
aminoasitlerinden zengin, hidrofilik bir bolgedir ve protein kinaz A tarafindan

fosforlanir (66). Ilk NBF 9, 10, 11 ve 12 eksonlarmin niikleotid dizisi ile kodlanir (65).
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Sekil 2.6. CFTR proteini

CF genindeki degisik mutasyonlar hastaligin farkli tablolarla ortaya ¢ikmasina sebep
olurlar. Mutasyonun gende bulundugu konuma, mutasyonun tiiriine, bélgenin proteinin
hangi kismini kodladigina ve mutasyonun protein sentezi iizerindeki etkisine bagl
olarak; olusan mutasyonlarin bazilar1 agir hastalik tablosuna neden olurken, bazilar
daha hafif tablolar olusturmakta, bazilar ise hastaliin herhangi bir belirtisini

gostermemektedir (69).

Bir¢ok populasyonda en sik goriilen ve en 6nemli, major olarak adlandiran mutasyon
CF geninin 10. ekzonunda 1652 ve 1655 niikleotidleri arasinda ii¢ baz ¢iftlik (CTT) ve
olgun CFTR proteininde 508. pozisyonunda yer alan fenilalanin eksikligi ile sonu¢lanan
AF508 mutasyonu CF mutasyonlarinin = %70°ni  olusturmaktadir (65). Fakat

populasyonlar arasinda %30-88 arasinda degismektedir.

Mutasyonlar etkilerine bagli olarak CFTR gen ekspresyonunda veya sentezden sonra
CFTR proteininin islevinde bir takim bozukluklara neden olur. Mutasyon sonucunda
CFTR proteini hatali sentezlenir ve klor iyonlarmin epitel hiicrelerinden yanls
tasinmasina sebep olur. Bunun sonucunda da terle iyon kaybinin artisi, dehidrate viskoz
viicut salgilari, basta erkek iireme sistemi ve akcigerler olmak iizere solunum yollarinda
yogun mukus birikimi, tekrarlayan enfeksiyonlar sonucu tikanmalar ve doku harabiyeti,

diger salg1 bezlerinde ve kanallarinda tikaniklik ve bunlarin sonucunda ortaya ¢ikan
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fonksiyon bozukluklar1 ya da harabiyetidir. Ornegin 1148T mutasyonunun etkisi,
1992°de yapilan iki ayr1 caligmada etkisi ortaya ¢ikarilmistir. Bu mutasyon ekzon 4’ te
bulunmaktadir (88,89). Suaud ve arkadaslari, 1148T mutasyonu goriillen Xenopus
oositlerinde CFTR gen mutasyonlarinin Na® kanallari ile direkt baglantih oldugu,
mutasyon sonucunda kanalda ki Na* iyonlarinin gegisinin olmadig1 i¢in hiicre iginde ki
bikarbonatin artis gostererek salginin daha viskoz oldugunu ve bu durumun tikanmaya

sebep oldugu gosterilmistir (90).

CFTR geni, i¢ kismi epitel ile kapl biitiin doku ve organlarda basta akcigerler olmak
tizere solunum yollar1 epiteli, pankreas, ter ve tiikiiriik bezleri, kanal hiicreleri,
karaciger, ince ve kalin bagirsaklar, safra yollar, erkek iireme sistemi, bobrek
tubuliisleri, uterus ve overler, erken donemde fetiis kalp kasi, fibroblastlar ve beyinde

belirgin oranlarda eksprese oldugu gosterilmistir (69).
2.5.2. CFTR Gen Mutasyonlarimin Olusum Mekanizmalar

CFTR gen mutasyonlari sonucunda, salgi hiicrelerinin apikal membraninda bulunan
klor kanallarinin bozuklugu ortaya ¢ikmaktadir. CI' iyonlarinin geri emiliminin
gerceklesmemesi sonucunda, dis ortama daha fazla CI” iyon atimi gerceklesir. Buna
bagh olarak da Na* ve K™ atilim artar. Bu durum, deri yiizeyinde tuz kristallerinin
olusumu goriiliirken, 6zellikle tireme organlarinda normalden fazla elektrolit kaybi,
bilhassa Na* kayb1 ekzokrin salgilarinin ve diger viicut sivilarinin miktarca az, oldukga
viskoz ve tikayici 6zellik kazanmalarina sebep olurlar. Bu da atipik CF olarak karsimiza
cikar (71). Epitel yiizeyindeki bu bozukluklar CF geninde olusan degisik mutasyonlar

ve polimorfizmler sonucunda ortaya cikar.

Bu mutasyonlar; missense (yanlis anlamli) mutasyon (I148T), nonsense (anlamsiz)
mutasyon (G542X), delesyon (niikleotid kaybi) mutasyonu (AF508), frameshift
(¢cerceve kaymasi) mutasyonu (3196del54), splice site (kirpilma bolgesi) mutasyonu
(621+1G—T) olarak karsimiza ¢ikarlar.

Bunlarin disginda polimorfizmler vardir. Protein yap1 ve islevinde herhangi bir
degisiklige neden olmayan koruyucu nitelikteki DNA dizi degisiklikleridir. Aminoasit

degisimi benzer dzellikteki bagka bir aminoaside doniisiir (72).
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CFTR geni 9. ekzonunun delesyonu sonucunda islevsiz protein iiretimine neden olan en
onemli etken, intron 8 ile ekzon 9 arasindaki splicing (kirpilma) bolgesine yakin degisik
sayidaki GT tekrarlarina ve 5T varyanti olan polimidin zincirinin varligidir. (TG)n (T)m
olarak tamimlanan bu mutasyon, Onciil mRNA’sinin ekzon 9’u birakacak sekilde
kirpilmas1 ve 9. ekzonunu icermeyen mRNA transkriptlerinin olugmasma neden
olmaktadir. TG tekrarlarinin 9-12 oldugu ve poli T tekrarlarinin 5T, 7T ve 9T seklinde
oldugu gosterilmistir. T varyantlar1 CFTR gen mutasyonlan ile birlikte goriilebilir.
Ormnegin; 1148T mutasyonu tasiyan bireylerin diger allelinde 5T ya da 7T ya da 9T
varyantlari tasidig1 bir¢ok calismada gosterilmistir. Ozellikle CAVD ile ortaya ciktig

goriilmiistiir.
2.6. POLIMORFIZM
2.6.1. Genetik Polimorfizm

Bireylerin kromozomlarinda ayni yerde bulunan DNA dizileri birbirine benzerlik
gosterir. Popiilasyonda iki farkli birey arasinda DNA’nin yaklasik 1000 baz cifti
uzunlugundaki herhangi bir kism1 ortalama sadece bir baz cifti degisimi icerir. Bir genin
belli bir lokusta yer alan alternatif kopyalarindan her birine “allel” ad1 verilir. Alleler,
yaygin oldugu zaman genel populasyonda kromozomlarda %1’den daha fazla bulunur;
bunlar da “genetik polimorfizm” olarak bilinirler. Aksine, alleller %1°’den daha az
siklikta ise, nadir degisimler (rare variants) olarak isimlendirilirler. Intronlarda ve genler
arasinda lokalize olmus DNA dizilerinde degisim gosteren bazi alleller vardir. Bunlar,
herhangi bir genin fonksiyonu i¢in Onemsizdir ve sadece direkt DNA analizleri ile
belirlenir. Genlerin kodlanan dizi degisimleri farkli protein ¢esitliligine, bu durum da
farkli fenotiplerin ortaya cikmasina sebep olur. Genetik hastaliga neden olan zararh
mutasyonlarin bir¢ogu nadir degisimlerdir. Agir genetik hastaliga neden olan mutant
alleller genetik ¢esitliligin sonucudur. Bir¢ok proteinin, farkli populasyonlarda nispeten

yaygin ve ayrilabilen sekillerde oldugu tespit edilmistir.

Bu tip polimorfizmler, DNA dizilerindeki farkliliklarin bir sonucu olmasma ragmen
DNA dizilerinin incelenmesinden ziyade, alleller tarafindan kodlanan proteinlerdeki

cesitlilik de, baz1 polimorfik lokuslar ¢alisilabilir (77).
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DNA dizilerinden cok, degisik proteinler iizerindeki ¢aligmalar, daha fazla bilgi verici
olmaktadir. DNA dizilerinin degisimleriden daha ¢ok polimorfik allelerin iiriinii olan bu
proteinler, farkli fenotiplerden sorumludur. Bu nedenle, ¢evre ile birey arasindaki
iliskiyi, genetik ¢esitliligin nasil etkilendigini bize aciklayan bu degisik proteinlerdir.
Regiilator bolgede polimorfik alleller, genlerin trankripsiyonel regiilasyonunu

etkileyerek fenotiplerin belirlenmesinde 6nemli rol oynayabilir.

Herhangi bir bireyin, tiim lokuslarin yaklasik %20’sinde allellerin yapisal olarak farkli
polipeptidler icin heterozigot oldugu gosterilmistir. Farkli etnik gruplardan bireyler
mukayese edildiginde proteinlerin biiyiik kisminin tespit edilebilen polimorfizmi
gosterdigi saptanmistir. Boylece kendi enzimlerinin yapilisini ve diger gen iiriinlerini
iceren insan tiirleri icinde 6nemli derecede biyokimyasal bireysellik vardir. Bircok

biyokimyasal yoldaki iiriin etkilesim halindedir (77).
2.6.2. Tibbi Genetikte Polimorfizmlerin Kullanimi

Polimorfizmler, tiim insan genetik aragtirmalarinda anahtar niteligindeki elementlerdir.
Polimorfizmler genin farkli kalitsal formlarim1 veya genomun farkli bolgelerini ayirt
edebilmek ic¢in kullanilmaktadir. Genetik belirleyiciler tibbi genetikte kullanim ic¢in
pratiklik sunar. Baglant1 analiz yoluyla kromozomlarin belirli bolgelerdeki genlerinin
haritalanmasi, genetik hastalikta dogum Oncesi tani, genetik hastaliklarda heterozigot
tagiyiciligin belirlenmesi, koroner kalp hastaligi, kanser ve diyabet gibi yaygin yetiskin
hastaliklara yatkin kisilerin yiliksek ve diisiik risklerin degerlendirilmesi adli tipta ve
babalik testinde kullanim ve organ nakli i¢in doku tiplemesi tibbi genetik kapsami

icindedir (77).
2.7. POLIMERAZ ZINCiR REAKSiYONU (PCR)

Ilk kez 1985 yilinda bilim diinyasina sunuldugundan itibaren Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR); hem arastirma hem de klinik laboratuarlarda yeni bir ¢igir acmistir.
ABD’de Cetus Corporation’da ¢alisan Karry Mullis, Henry A. Erlich ve Randall K.
Saiki tarafindan gelistirilmistir. Dr. Kary B. Mullis 1980’1i yillarda yaptig1 PCR bulusu
ile 1993 yilinda kimya alaninda Nobel 6diilii almistir. PCR DNA icerisnde yer alan,
dizisi bilinen iki segment arasindaki 6zgiin bir bolgeyi enzimatik olarak ¢ogaltmak icin
uygulanan tepkimelere verilen ortak bir isimdir. Yontem basitce tiipte niikleik asitlerin
uygun kosullarda ¢ogaltilmasidir. PCR bir ¢esit in-vitro klonlamadir. PCR reaksiyonu,

DNA’nin iki zincirinin yiiksek sicaklik ile birbirinden ayrilmasi (denatiirasyon) sentetik



27

oligoniikleotidlerin hedef DNA’ya baglanmasi (hibridizasyonu) sonra zincirin uzamasi
(polimerizasyon [¢ift iplikli DNA’larin sentezi]) ve bu dongiilerin belirli sayida
tekrarlanmasina dayanir. Bu ii¢c adim (denatiirasyon/hibridizasyon/polimerizasyon) bir
PCR dongiisiinii olusturur. Her adim farkli sicakliklarda gerceklesir (72). Bu teknikle;
bir DNA hedefini 10°-10"* arasinda cogaltmak miimkiindiir. Yontemin temeli
cogaltilmak istenen bolgenin iki ucuna 6zgii bu bolgedeki baz dizilerini tanimlayict bir
cift sentetik oligoniikleotid primer kullanilarak bu iki primer ile sinirlandirilan genin

enzimatik olarak sentezlenmesine dayanir.

PCR teknigi cok az miktarlarda DNA ile ¢alismaya olanak saglamaktadir. PCR teknigi
ile laboratuar tanisi arasinda biiyilk hiz ve kesinlik kazanilmis, bir¢ok durumda
radyoaktivite kullanimi gereksiz hale gelmistir. PCR teknolojisi icin DNA 0Ornegi,
cogaltilacak olan bolgeyi sagdan ve soldan cevreleyen bir ¢ift sentetik primer,
dNTP’ler, sicaklifa dayaniklt DNA polimeraz enzimi ve uygun pH ve iyon kosullari
saglayan tampon karigimi gereklidir (73). Tekrarlanan denatiirasyon, primer baglanmasi
ve DNA sentezi dongiileriyle orijinal DNA dizisinin ¢ok sayida benzer kopyasi elde
edilir. Aym1 amacla kullanilan DNA probe gibi teknikler, PCR’a gore ¢ok daha az
hassasiyete sahiplerdir (74).

PCR’in temel bilesenleri, kalip DNA, DNA polimeraz enzimi, primerler, dNTP
(deoksiriboniikleozid trifosfat) karisimi, tampon ve MgCl, diir (75).

PCR asamalar1 temel olarak 3 asamada gergeklesir (Sekil 2.7).

1- Denatiirasyon: PCR’ 1n ilk basamagi, DNA iplikciklerini ayrilmasi yani denatiire
edilmesidir. Bu islem, ortalama 94-95°C’ de PCR karisimindaki iplik¢iklerin
birbirinden tamamen ayrilmasi saglanana kadar, kisa bir siire devam ettirilir. Boylece
primerler’ in baglanmasi i¢in tamamlayict dizinlerin agilmasi saglanir. Denatiirasyon
siiresinin  uzun olmasi, Taq polimeraz enziminin aktivitesindeki kaybi

hizlandirmaktadir.

2- Primelerin birlesmesi: Reaksiyonun ikinci basamagi primerlerin birlesmesidir.
Primer baglanma sicakligi, PCR’mn basarisinda Onemli bir parametredir. Her bir
oligoniikleotid i¢in karakteristik olan birlesme sicakliginmm belirlenmesinde,
oligoniikleotidin uzunlugu ve reaksiyon tamponunun iyonik giicii kadar primerin baz
kompozisyonu da onemlidir. PCR karisiminda bulunan 5°—3’ yoniindeki iki primer,

denatiirasyon sonrasi birbirinden ayrilan iplik¢iklerdeki kendi komplementer alanlarina
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0zel olarak baglanir. Bu islem 50-65°C’ de gerceklestirilir. Birlesme sicakligmin ¢ok
yiiksek oldugu durumlarda primer baglanmasi sekillenmezken, sicakligin ¢ok diisiik
oldugu durumlarda da primerler yanlis yerlere baglanabilir veya primer dimerleri

olusabilir. Bunun i¢in optimal baglanma sicakliginin belirlenmesi gereklidir.
3- Polimerizasyon veya Extensiyon: Primer uzamasi, genellikle 72°C’ de veya DNA

polimerazin optimum sicakliginda gerceklestirilir. PCR’ 1 genellikle 2 dakikalik bir
uzama siiresi tam uzamaya ulasmak icin yeterli bir siire olmakla birlikte, bu siire
cogaltilacak olan DNA bolgesinin uzun olmasi halinde arttirilabilir. Bu basamakta Taq
DNA polimeraz enzimi 5’—3’ yoniinde aktivite gostererek, primerlerin 3’ uclarindan
baglamak iizere ortamdaki niikleotidleri de kullanarak hedef DNA dizisinin kopyasini
yapar. Reaksiyon sicakligi tekrar yiikseltilerek son uzama sicakligi 94°C’ ye cikarilir ve
ondan sonraki islemler devam eder. Boylece 1 dongii tamamlanmis olur ve her dongiide

DNA miktar1 bir kat artar (76).

1. Asama
Denatiirasyon
(94°C’de 1 dakika)

%w%,‘}wm% ( Kalip DNA

2. Asama
Primer Baglanmasi
(50-54°C’de 1 dak)

il o - - il
| ~ | | ~ | X | |

T 3
: s 3. Asama
- 7 Yeni Zincir Sentezi

7
g -~ “\ : ~ : S : | o™, H
: UTITW} 17 ”g[li-l | i e (72 C'de 2 daklka)

Sekil 2.7. PCR reaksiyonunun agamalari
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Sonug olarak PCR reaksiyonu cok hassas ve ¢ok kiiciik miktarlarda DNA kullanilarak
modern genetigin gelismesinde biiylilk Onem tagimaktadir. PCR, DNA ve RNA
orneklerinin analizi i¢in, arastirma laboratuarlarinin, klinik molekiiler tani, adli tip ve
kriminoloji laboratuarlarinin vazgecilmezi olmustur. Ayrica, diger niikleik asit analiz

yontemlerine gore daha hizli, daha duyarli ve daha az masrafhidir.

Buna karsin ¢ok gelismis bir yontem olmasina ragmen; bazi dezavantajlart vardir.
Hedef DNA’nin niikleotit dizisinin bilinmesi gerekliligi ve nispeten kisa bir iiriin elde
edilmesi, kontaminasyondan cok c¢abuk etkilenebilmesi dezavantajlar1 arasinda
sayllmaktadir. Bu yilizden PCR c¢alisirken cok dikkatli ve ©zenli olunmasi

gerekmektedir.

PCR sonrasinda olusan iiriin, jel elektroforezinde bant boyutlarina bakilarak kontrol
edilir. Jel elektroferezi yapilan islemin hassasiyetine gore Agaroz ya da Poliakrilamid

jel elektroforezi (PAGE) olarak ayrilir.
Elektroforez

Elektroforez, belirli bir elektrik alaninda iyonlarin hareketine dayali ayirma teknigidir.
Pozitif yiiklii iyonlar negatif elektroda; negatif yiiklii iyonlar ise pozitif elektroda dogru
goc ederler. Iyonlar total yiiklerine, boyutlarina ve sekillerine bagh olmak iizere farkli
go¢ etme oranina sahiplerdir ve bu 6zelliklerinden yararlanilarak elektroforez ortaminda

birbirleriden ayrilabilirler.

Jel elektroforezi molekiiler biyolojinin en temel bilesenleri arasinda yer almaktadir.
1970 yilinda DNA molekiillerinde kullanilabileceginin belirlenmesi ile bir¢cok kolaylig
ve kullanim alanim1 da beraberinde getirmistir. Agaroz ya da poliakrilamid jel
elektroforezi DNA ya da RNA molekiillerinin boyutlarin1 baz alarak ayirt etmede
kullanilan bir tekniktir. Ozellikle, DNA fragmanlarin1 ayirmak, tanimlamak ve
saflastirmak i¢in kullanilir. Teknik basit ve bircok diger prosediir (yogunluk gradient
santrifiijleme gibi) tarafindan yeterli ayrimi yapilamayan DNA fragmanlarin1 ayirabilme
yetenegine sahiptir. Ustelik jel icerisinde DNA’ nin lokasyonu, ethidiyum bromid gibi
flioresan boyalarin diisiik konsantrasyonlart ile boyanarak dogrudan belirlenebilir.
DNA molekiilleri, proteinler ve diger pek cok biyomolekiiller belirli bir elektriksel yiik
tasir. DNA molekiilii fosfat grubu tagimasi nedeniyle negatif yiikliidiir ve bu nedenle bir
elektrik alaninda negatif kutuptan pozitif kutba hareket eder. Bir molekiiliin hareket hiz1

sekline, biiyiikliigiine, molekiil agirligina ve net elektriksel yiikiine baglidir. DNA



30

molekiilleri sekilsel olarak benzer ve negatif yiiklii oldugundan, bu kriterlere gore
elektroforezle ayrilmazlar. Fakat DNA molekiilleri biiyiikliiklerine, yani molekiil

agirliklarina bagl olarak bir jel i¢inde ayrilabilirler.
Ters Hibridizasyon Teknigi

Bu teknik, birbirini takiben hibridleme ile PCR metoduna dayalidir. Ornegin, CFTR
geninin fragmentleri biyotinle isaretlenmis 0zel primerlerle hasta DNA’s1 ¢ogaltilir.
Cogaltilmis gen parcalarinin karakterizasyonu, nitroseliiloz stripler {izerine sabitlenmis
sekans-spesifik oligoniikleotid problariyla hibridizasyon reaksiyonundan gerceklesir
(ters hibridizasyon). Daha sonra biyotinlenmis DNA 6rnekleri kimyasal olarak denatiire
edilir ve tek iplikcik haline getirilerek spesifik oligoniikleotid problarla membran
temelli striplerle tespit edilir. Hibridizasyon sonrasi streptavidin ile etiketlenmis alkalin
fosfat eklenir. Substrat soliisyonu ile inkiibasyon sonucunda mor-kahverengi ¢okelti

olusur. Reaksiyon su ile durdurulur (Sekil 2.8).

INNOD=LEPA (Line Probe Assay)
Reverse hybridization principle

Chremogen Fuarple
INBET/RCIF) precpilale

Alkaline Phosphatase

Streplavidin
Bigtin
Amplified targel

DMNA-probe

MNitrocellulose sirip

Sekil 2.8. Testin prensibi
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3.1.2. Sarf Malzemeler

1.
2.

10.
1.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.

RPMI 1640
L-Glutamin
Phytohemaglutinin
Fetal Calf Serum
Heparin

Kolsisin

. Penisilin/Streptomisin

Sodyum Hidrojen Fosfat
Amonyum Kloriir

Potasyum Hidrojen Fosfat
Potasyum Hidrojen Karbonat
Potasyum Kloriir

Glacial Asetik Asit

Metanol

Tripsin

Gurr Buffer

Giemsa

Amonyum Asetat
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Etilendiami Tetra Asetik Asit (EDTA

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

Borik Asit

22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.

38

Tris

Etanol

Ficoll

Bromofenol Blue
Xylene Cyanole FF
Etidyum Bromid
Agarose

DNA Boyut Marker
[zo-propanol
Ependorf tiipler
Buzluk

Distile su

Tiipliik

Falkon tiipler

PCR tiipleri

dNTP set

. MgCl,

. Tag DNA Polimeraz Enzimi
. 10xPCR Tamponu

. Primer setleri

. CFTR tani kiti
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3.2. YONTEMLER
3.2.1. Hasta Secimi

En az bir yi1l boyunca herhangi bir korunma olmaksizin cinsel iliskiye girmelerine
ragmen cocuk sahibi olamayan, sperm analizleri ve ultrasonografik tetkikler sonucunda
vas deferensleri olmayan hastalar calisma grubuna alinmistir. Hasta grubumuzda toplam

44 hastanin 29’ unda cift, 15’ inde tek tarafli vas deferensleri bulunmamaktadir.
3.2.2. Kan Orneklerinin Toplanmasi

Bu ¢alismada toplanan kan ornekleri 0,3 ml EDTA’l1 tiiplere ve 0,3 ml heparin ¢ekilmis
enjektore 5 ml kan alinmistir. Bu periferik kan orneklerinden EDTA’ 11 tiiplerdekiler
DNA izolasyonu, heparinli kan 6rnekleriyle de kromozom analizinde kullanilmak iizere

kan kiiltiirii yapilmustir.
3.2.3. Kan Kiiltiir Yontemi

3.2.3.1. Kan Ekimi

Kiiltiir Medyumunun Hazirlanmasi

RPMI 1640 100 ml
Fetal Calf Serum 20 ml
Phytohemaglutinin 2 ml
L-Glutamin 1 ml
Penisilin/Streptomisin 1 ml

Bu iiriinler karistirilarak 5 ml’ lik kiiltiir tiiplerine paylastirilarak derin dondurucuda
saklanir.

Metod
1. Her hasta icin 37 °C” de 1sitilmis 5 ml medyum kullanilir.
2. Medyumlara 0,3-0,5 ml kan eklenir.

3. Tiipiin kapag kapatilir, altiist edilir ve 37 °C* de etiive kaldirilir. Ekim tarihi ve saati

not edilir.
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3.2.3.2. Kan Kiiltiir Cikarim

Cogalan hiicreleri metafaz asamasinda yakalayarak kromozom analizi yapmak amaciyla

kiiltiiriin sonlandirma asamasidir.

Kullanmilan Séliisyonlarin Hazirlanmasi

1. Hipotonik soliisyonu: 0,075 M KCl (2,796 KCl + 500 ml distile su)

2. Ibrainov soliisyonu: 3 ml Metanol + 5 ml Glasiyel Asetik Asit + 92 ml distile su
3. Metanol

4. Fiksatif: 3 hacim metanol / 1 hacim Glasiyel asetik Asit
Metod

1. Ekim yapilan kiiltiir tiiplerinin her birine 70. saatte 75 pl kolsisin eklenir, altiist edilir

ve etiive kaldirilir.

2. 30 Dakika sonra kiiltiir tiipleri etiivden cikartilir, 2000 rpm’ de 4 dakika santrifiij

edilir. Stipernatant atilir.

3. Pellet resiispanse edilir. Uzerine 37 °C’ lik etiivde 1sitilmis 7 ml hipotonik soliisyonu
eklenir. Oda 1sisinda 2—4 dakika bekletilir. 2000 rpm’ de 4 dakika santrifiij edilir.

Siipernatant atilir. Pellet resiispanse edilir.

4. Pellet iizerine oda 1s1sinda bekletilmis 5 ml Ibrainov soliisyonu eklenir. Hemen 2000

rpm’ de 4 dakika santrifiij edilir. Siipernatant atilir, pellet resiispanse edilir.

5. Pellet iizerine 5 ml Metanol eklenir. Hemen 2000 rpm’ de 4 dakika santrifiij edilir.

Siipernatant atilir, pellet resiispanse edilir.

6. Pellet iizerine soguk Fiksatif eklenir. Preparasyon agsamasina gecilir.
3.2.3.3. Preparat Hazirlama

Metod

Cikarim isleminden sonra -20 °C’ de saklanan rezervler c¢ikarihr ve 2000 rpm’ de

santrifiij edilir. Siipernatanti atilir.

Daha 6nceden metanol icerisinde buzlukta saklanan 1slak soguk lamlar alinir ve iizeri
soguk fiksatif ile yikanir. Farkli yerlere gelecek sekilde 2-3 damla hiicre
siispansiyonundan damlatilir. Birka¢ saniye beklenir ve tekrar iizeri soguk fiksatif ile

yikanir.
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Hastanin ad1 soyadi ve preparat numarasi yazilir.
Hazirlanan preparatlar kurumasi i¢in 65 °C’ de 1 saat 15 dakika bekletilir.
3.2.3.4. Bantlama

Kromozomlarin spesifik bantlarinin elde edilmesi igin tripsin muamelesi ile
kromozomlarda agik ve koyu bdlgelerin (bantlarin) olusmasi saglandi. Acik bolgeler

O0kromatin, koyu bolgeler heterokromatin bolgelerdir.

Kullanmilan Soliisyonlar ve Hazirlanmasi

1. Tripsin Soliisyonu: 0,10 gr Tripsin 50 ml sorenson tamponu i¢inde ¢ozdiiriiliir.
2. Sorenon Tamponu: 18,94 Na,HPO4+ KH,POy, 2 1t disile su igerisinde ¢ozdiiriiliir.
3. Gurr Tamponu: 1 tablet Gurr tableti 1 It distile su icerisinde eritilir.

4. Giemsa: 10 ml Giemsa iizerine 90 ml Gurr tamponu eklenir.

Metod

Tripsin 5-10 sn

Sorenson Tamponu ile calkalanir

Giemsa 6-7 dk

Distile su ile iki kere ¢alkalanir. Preparatlar artik analiz i¢in hazirdir.

3.2.4. Kandan DNA izolasyonu

Kullanmilan Soliisyonlar ve Hazirlanmasi

1. Red Cell Lysis Soliisyonu

155 mM Amonyum Kloriir

10 mM Potasyum Hidrojen Karbonat

1 mM EDTA

2. Cell Lysis Soliisyonu

25 mM EDTA

%2’lik SDS



36

3. Protein Presipitasyon Soliisyonu

10 M Amonyum Asetat

4. %70’lik Etanol

70 ml Etanol

30 ml Distile Su

Metod

1.

1 hacim kan iizerine 3 hacim soguk red cell lysis soliisyonu eklenir, alt iist edilir ve

20 dakika oda 1s1sinda bekletilir.
2000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilir. Siipernatant kismi atilir.

Dipte kalan 16kosit pelleti iyice vortekste karistirilir ve iizerine 1 hacim cell lysis
soliisyonu eklenir. Yeniden vortekslendikten 37 °C’lik etiivde homojenize olana
kadar bekletilir. (Ornekler homojenize olduktan sonra oda sicakliginda 18 ay

kalabilir).

Homojenize olduktan sonra iizerine 1/3 hacim protein presipitasyon soliisyonu

eklenir. Iyice vortekslenir. 4000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilir.

Siipernatant kismi, temiz falkon tiipiindeki 8 ml izo-propanol iizerine alinir. Alt iist

edilir, DNA goriiliir. 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilir.

Siipernatant kismu atilir, alttaki DNA pelleti %70’lik etanol ile yikanir. 4000 rpm’de

10 dakika santrifiij edilir ve iistte kalan etanol atilir.

DNA oda sicakliginda kurumaya birakilir. Kuruduktan sonra iizerine 200 pl ditile su

eklenir.

3.2.5. Molekiiler Calisma Basamaklari

3.2.5.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

DNA’nin PCR’da c¢ogaltilmasi AZF i¢in ayri, CFTR icin aynn PCR miksleri

hazirlanmistir. Her bir AZF bolgesi icin ayr primerler kullanilmistir. CFTR icin hazir

tan1 kiti kullanilmagtir.
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AZF icin PCR Protokolii

Y kromozomu mikrodelesyon analizinde kullanilacak bolgeler, European Molecular
Genetics Quality Network (EMQN) ve Clinical Molecular Genetics Society (CMGS)
tarafindan bir komisyon olusturularak belirlenmistir. Biz de, yukarida adi gegen
komisyonlarin Oonermis oldugu AZF bolgeleri arasindan AZF a, AZF b ve AZF c
bolgelerinin her biri icin 2’ser adet olmak ilizere toplam 6 adet AZF bdlgesini
calismamiza dahil ettik. Calismamizda kullandigimiz AZF bolgeleri, AZFa i¢in: sY84,
sY86; AZFb i¢in: sY127, sY134; AZFc igin: sY254, sY255°dir. Kontrol primerleri
olarak, SRY (Sex determining region of the Y chromosome) ve ZFY (Zinc finger gene
protein on the Y chromosome) kullanildi. Kullanilan primerlerin ve ikili

kombinasyonlar1 ve PCR iiriinlerinin bant boyutlari tablo 3. 1. verilmistir.

PCR miskinin hazirlanmasi

10 x PCR Tamponu Sul
dNTP (2.5 mM) 3ul
MgCl, (25 mM) 3ul
Primer 1 (10 pm) 3ul
Primer 2 (10 pm) 3ul
Taq DNA Polimeraz 0.5
DNA Sul

En son distile su konularak son hacim 50 pl’e tamamlanir.

AZF icin PCR Programm
94°C 5 dk
94°C 45 sn
58°C 40sn 40 siklus

72°C 40 sn
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Tablo 3.1. Y kromozomundaki AZF a, b, ¢, SRY ve ZFY bolgelerine ait primer dizileri

sY84-P1 | 5'- AGA AGG GTC TGA AAG CAG GT - 3'
326 bp
sY84-P2 | 5'-GCC TAC TAC CTG GAG GCT TC - 3'
AZF a
sY86-P1 | 5'- GTG ACA CAC AGA CTA TGC TTC - 3'
320 bp
sY86-P2 | 5'- ACA CAC AGA GGG ACA ACC CT - 3'
sY127-P1 | 5'-GGC TCA CAA ACG AAA AGA AA -3' 274 bp
sY127-P2 | 5'- CTG CAG GCA GTA ATA AGG GA —3' AZEb
sY134-P1 | 5'- GTC TGC CTC ACC ATA AAA CG - 3'
326 bp
sY134-P2 | 5'- ACC ACT GCC AAA ACT TTC AA - 3'
sY254-P1 | 5'- GGG TGT TAC CAG AAG GCA AA —3'
400 bp
sY254-P2 | 5'- GAA CCG TAT CTA CCA AAG CAG C -3'
AZF ¢ (DAZ)
sY255-P1 | 5'- GTT ACA GGA TTC GGC GTG AT - 3'
126 bp
sY255-P2 | 5'- CTC GTC ATG TGC AGC CAC - 3'
sY14-P1 | 5'-GAA TAT TCC CGC TCT CCG GA - 3'
SRY 472 bp
sY14-P2 | 5'-GCT GGT GCT CCA TTC TTG AG - 3'
ZFY-P1 | 5- ACC RCT GTA CTG ACT GTG ATT ACAC - 3'
495 bp
ZFY-P2 | 5-GCA CYT CTT TGG TAT CYG AGA AAG T - 3'

3.2.5.2. PCR Uriinlerinin Elektroforezi

PCR isleminin akabinde hedef DNA bélgesinin ¢ogaltilmasinin dogru sekilde kontrol

edilmesi i¢in PCR {iriinleri jelde kosturulmalidir.
3.2.5.2.1. Agaroz Jel Hazirlanmasi

Kullanmilan Soliisyonlarin Hazirlanamasi

1. TBE Tamponu (10x)

= 108 gr Tris

= 55 gr Borik Asit

= 731 gr EDTA tartilarak dH,O ile 1 It’e tamamlanir. Stok olarak hazirlanan 10xTBE

jel hazirlamada kullanilacagi zaman 1/10 oraninda sulandirilir.



39
2. Etidyum Bromid (%1’lik)

= 0,2 gr Etidyum Bromid hassas terazide dikkatlice tartilarak dH,O ile 20 ml’e

tamamlanir.

3. Yiikleme TAMPONU (Loading)
a) 3 gr Ficoll
b) 50 mg Xylene Cyanole FF

¢) 2 gr Bromofenol Blue tartilarak dH,O ile 20 ml’e tamamlanir.
% 3’liik Jel Hazirlanmasi

3 gr agarose tartilir, IXTBE tamponu ile 100 ml’e tamamlanir, kaynatilarak eritilmesi
saglanir. Elin yanmayacak kadar sogutulduktan sonra 4,5 pl Etidyum Bromid eklenir ve
karistirilir. Jel kalibina dokiildiikten hemen sonra kuyucuklar olusmasi igin tarak

yerlestirilir ve jel donmasi i¢in birakilir.
3.2.5.2.2. PCR Uriinlerinin Jele Yiiklenmesi

Jel donduktan sonra kap elektroforez tankina yerlestirilir ve tank i¢ine 10xTBE tamponu
kuyucuklar kapanacak mesafeye kadar konulur. Jelin ilk ve son kuyucuklarina DNA

Boyut Marker’1 yiiklenir. % 3’lik jelde 80 V’ da 25 dakika PCR f{iriinleri kosturulur.

SRY: 472 bp, ZFY: 495 bp, AZF a: sY84: 320 bp — sY86: 326 bp, AZF b: sY127: 274
bp—sY134: 301 bp, AZF c: sY254: 400 bp — sY255: 126 bp ‘de PCR iiriinii verir.

Kistik Fibrozis Mutasyon Tarama Kiti Protokolii

Kistik fibrozisin genital formu olan CBAVD- CUAVD hastalarinda sik goriilen
mutasyonlar icin hazirlanmis olan Inno-Lipa CFTR19 tami kiti kullanilmistir. Sik
goriilen mutasyonlara gore dizayn edilmis toplam 19 mutasyon ayni anda belirleyebilen
ters hibridizasyon teknigine dayali bir line-probe testidir. Kit igerisinde bulunan
striplere 37 adet prob hibridize olmustur (Sekil 3. 1). Bu DNA parcalart CAVD’ de en
stk goriilen CFTR gen mutasyonlandir. Bunlar F508del, G542X, 1507del, G551D,
R560T, RS553X, WI1282X, NI303K, Q552X, 3905insT, CFTRdele2,3(21kb),
711+1G—-T, 3272-26A—T, 1898+1G—A, 1148T, 3199del6, 3210+1G—A, S1251N,
1717-1G—A. Stripte mutasyonlarin wild-type (saglikli) bantlarmin olmasiyla da ilgili
mutasyonun heterozigot veya homozigot oldugu da anlasilmaktadir. Kit protokoliine

gore;
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Testin Prensibi

Testin ilk adimi periferik kan 6rneklerinden DNA izolasyonudur. Elde edilen DNA’lar

biotinlenmis primerler kullanilarak PCR ile amplifiye edilirler.

Kit icinde iki farkli primer bulunmaktadir: Part 1 ve Part 2

PCR Part 1 PCR Part 2

Amplification Buffer 10 ul Amplification Buffer 10 ul
Primer Part 1 10 wl Primer Part 2 10 Wl
Taq DNA polymerase 0,9 w Taq DNA polymerase 0,9 ul
Ornek DNA’s1 5ul Ornek DNA’s1 5ul
dH,O 24,15 pl dH,0O 24,15 ul
Toplam hacim 50 nl Toplam hacim 50

PCR karigimlart hazirlandiktan sonra 45 pl ilgili tiiplere dagitilir. Tiiplerin tizerine 5 pl
DNA eklenir. En son Promega bead enzimden her tiipe 2’ser adet dagitilir ve

Thermalcycler (PCR) cihazina yerlestirilir.

PCR Protokolii
95°%C  15dk
95°C 1dk
57°C 1dk 30 siklus
68 °C 1dk
68 °C  10dk
+4°C oo

PCR sonunda %2’ lik agaroz jelde iiriin yiiriitiiliip PCR’ 1n ¢alisip ¢alismadigi kontrol

edilir.

PCR isleminden sonra Auto-Lipa cihazinda devam edilir. Auto-Lipa cihaz1 ile
calismadan once Fill System ve Auto Clean islemleri yapilmalidir. Kit i¢inden ¢ikan
referans stripteki bandlarda 37 adet prob hibridize olmustur. Nitroseliiloz striplerde
bulunan problarda mutasyon sekanslarinin dizileri bulunmaktadir ve bu sayede

heterozigotluk ve homozigotluk durumlart belirlenebilmektedir.
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Hibridizasyon sirasinda, denatiire edilmis amplikon stripe yapistirllmis gen problarina
baglanir. Oldukca spesifik yikama islemi, sekans problari, cogalmis DNA ile uyumlu
ise hibridlerin hayatta kalmasini saglar. Streptavidin alkalin fosfataz ( kit i¢inden ¢ikan
soliisyon) gen probuna ve biyotinle isaretlenmis amplikona baglanir. Bu kompleks yap1
alkalin fosfatazdaki renk reaksiyonu ile tanimlanir. Bant yapist sunulan 6rnekle analiz

edilebilir.

Strip iizerinde sadece wild-tip bant (saglikli) varsa hasta homozigot normal, sadece

mutant-tip varsa homozigot mutant, her ikiside varsa heterozigot olarak yorumlanir.



4. BULGULAR

Bu ¢aligmada, vas deferens agenezis tanis1 olan 44 infertil erkek hastada AZF ve CFTR
geninin mutasyonlarina bakilmistir. Erkek hastalar ortalama 34 yasinda olup, 29’unda
cift tarafli, 15’inde de tek tarafli vas deferens bulunmamaktadir. Periferik kandan
yapilan kromozom analizi sonucunda biitiin hastalar normal karyotipte ve Y

kromozomu normal gériiniimde bulunmustur (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. 46,XY Normal erkek karyotipi
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AZF bulgular:

AZF bolgelerinden, AZF a’ dan: sY84, sY86; AZF b’ den: sY127, sY134; AZF c’den:
sY254, sY255 bolgeleri tarandi. Kontrol primerleri olarak, SRY (Sex determining
region of the Y chromosome) ve ZFY (Zinc finger gene protein on the Y chromosome)
kullanildi. Bolgelere 6zgii dizayn edilen primerler kullanilarak yapilan PCR ve akabinde
yapilan jel elektroforezi sonrasi (Sekil 4. 2) vas deferens agenezisi olan 44 hastada, soz

konusu olan AZF bolgelerinde herhangi bir delesyona rastlanilmamaistir.

500 pb —
200 bp —
100 bp —

Sekil 4.2. AZF genlerinin jel elektroforezinde goriintiisii
1, 10: DNA Boyut Marker1
2.3: AZF a~> sY84-sY86
4,5: AZFb> sY127-sY134
6,7: AZF c=> sY254-sY255
8.9: SRY ve ZFY

CFTR Gen Mutasyonlar: Bulgular

CFTR gen mutasyonlari igin Inno-Lipa CFTR19 tani kiti kullanilmustir. Bu kit ile CFTR
geninde en sik goriilen 19 farkli mutasyon, bir hastada ayni anda analiz edilmistir. 44
hastanin ikisinde 1148T ve birinde N1303K mutasyonlar1 ac¢isindan heterozigot, diger

hastalar ise ¢alisilan 19 mutasyon agisindan normal bulunmustur (Sekil 4.3).
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Marker line
Conj. control :

| - M.F508del
2-M.G542X

3 - M.N1303K
4-MWI282X
5-MGS51D
6-MITIT-1G—=A
7-MRSS3IX *

8- M.CFTRdele2.3(21kb)
9 - M.I507del

10-MT71141G=T

11 - M. 3272-26A—=C

12 - M.3905insT

13 - M.R56OT

14 - M. 18Y98+1G—=A

15 - M.S125IN

16 - M.11481 | |

17 - M.3199del6

18- M.3120+1G—=A

19 - M.Q552X *

20 - W.F508del=W.1507del

21 - W.G542X

22 - W.N1303K

23 - WWI1282X

24 - W.G551D #*

25-W.1717-1G—=A

26 - W.R553X *

27 - W.CFTRdele2.3(21kb)

28-WIT1+1G—>T

29 - W.3272-26A-5G

30 - W.3905insT

31 - W.R560T

32 - W.IR98+1G—A

33 - W.SI251IN

34 - W.I148T

35 - W.3199dele

36 - WAI12041G—A
7-W.0QS552X *

Sekil 4.3. Tani kitinin i¢inden ¢ikan strip (1). Hibridizasyon sonrasinda
[148T heterozigot paterni, strip iizerindeki hem wild-type hem de
mutant- type de patern alinmistir (2).



5. TARTISMA VE SONUC

Infertilite problemi kadin ve erkekte esit oranda gozlenen ve toplumun %15-20" sini

etkileyen bir saglik problemidir.

Erkek infertilitesi bircok sebebe baglhidir. Sperm iiretim bozukluklari, sperm
kanallarindaki tikanikliklar, sperme karsi antikor varligi, testis travmasi, hormonal
bozukluklar, anatomik problemler, varikosel, gecirilmis hastaliklar, infeksiyonlar ve
baz1 ilaglar infertilite nedenleri arasinda sayilabilir. Infertiliteye yaklasim,
azoosperminin  nedenin  epididimal kanallardaki  tikanikliktan m1  yoksa

spermatogenezdeki defektlerden mi kaynaklandigi arastirilmalidir.

Spermatogenez, bir dizi hiicresel degisimleri iceren kompleks bir siirectir.
Spermatogenetik siirecin tiim asamalar1 ve hormonal diizenlemesi iyi bir sekilde
bilinmesine ragmen spermatogenezin genetik kontrol mekanizmas1 hakkindaki
bilinenler kisithidir. Giiniimiizde, sayisal ve yapisal kromozomal anomalilerin cinsiyet
karakteristik ozelliklerinin gelisiminde ve buna baglh olarak spermatogenezdeki énemi

anlasilmigtir.

Kayed ve arkadaslarinin yapmis olduklart ¢alismada, intrasitoplazmik sperm
enjeksiyonu (ICSI) tedavisi Onerilen 2650 cifte kromozom analizi yapilmis ve 138

(%5,20) erkek hastada kromozom anomalisi bulmuslardir (101).
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1444 infertil erkek arasinda yapilan bir ¢alismada Bourrouillou ve arkadaslari, % 7,6
sinda kromozom anomalisi tespit etmisler ve kromozom anomalilerinin erkek
infertilitesinde ©6nemli oldugu fakat tek baslarina sebep olmadigi gen diizeyinde

arastirilmasi gerektigini 6ne siirmiislerdir (102).

Kalantari ve arkadaslart primer infertilitesi olan 70 erkekte ise klasik sitogenetik
yontemi uygulamis ve kromozom analizi sonucunda %1142’ sinde anomali tespit

etmislerdir (103).

Idiyopatik infertilitesi olan hastalarda yapilan kromozom analizi sonucunda Ristavonic
ve arkadaslari ile Jia ve arkadaslar1 bu hastalarda herhangi bir kromozom anomalisine

rastlamadiklarini belirtmislerdir (104,105).

Bu caligmada da, kromozom analizi yapilan konjenital vas deferens agenezisi olan 44
infertil erkek hastada kromozom anomalisi rastlanmamistir. Bu durum Ristavonic ve
arkadaslari ile Jia ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alismalarla uyumlu iken Kayed,

Bourroillou ve arkadaslarinin ¢aligsmalar ile farkli bulunmustur.

Bu sonug, infertilitede geleneksel sitogenetik yontemlerin giiciiniin yetersiz oldugunun,
molekiiler yontemler ile sitogenetik yontemlerin birlikte kullanilmasi gerektigini

diistindiirmektedir.

Ik defa 1976°da Tiepolo ve arkadaslar1 azoospermik erkeklerde Y kromozomunun uzun
kolunda sitogenetik olarak tespit edilemeyen genis delesyonlar saptanmistir ve bu
delesyona ugrayan bolgelerin spermatogenezise spesifik oldugu diisiiniilmiis,
‘Azoospermia Faktor’ olarak adlandirilmistir. AZF bolgesi, olusan delesyonlarin
meydana getirdigi fenotiplere gore AZF a, AZF b, AZF c bolgeleri olmak iizere 3

bolgeye ayrilmstir.

Y kromozomu mikrodelesyon oranlarinin belirlenmesine yonelik yapilan calismalarda
delesyon bulunan olgularin oraninin %]1 ile %55 gibi genis bir aralikta oldugu

literatiirde belirtilmektedir (51).
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Van der Ven ve arkadaslari, 28 sequence-tagged site (STS) kullanarak yaptiklari
calismada, ICSI programina alinan 204 azoospermik ve oligozoospermik olgudan
sadece iki  (%0,98) hastada Y kromozom delesyonu tasidigmi belirtmisler ve
oligospermik olgularda nadir goriildiigli sonucuna varmislardir. Delesyon noktasinin
daha proksimalda olmasinin distal bolgedeki bir delesyondan daha ciddi spermatogenez

bozukluguna yol agacagini ileri siirmiislerdir (106).

Yapilan iki ayr1 c¢alismada, non-obstriiktif azoospermisi ve siddetli oligozoospermisi
olan hastalarda 6 STS kullanarak AZF delesyonlarina bakmuiglardir. Teloken ve
arkadaslart % 12,5, Tse ve arkadaslart % 6,9 oraninda AZF delesyonu bulduklarini
bildirmislerdir. Her iki ¢alismada da en sik delesyonun AZF c¢ bolgesinde oldugunu
rapor etmiglerdir. (107,110).

Medica ve arkadaslarinin yapmis olduklar ¢alismada, 105 rastgele secilmis infertil

hastadan sadece birinde (%0,95) Y kromozomu mikrodelesyonu bulmuslardir (108).

13 azoospermik hastaya kromozom analizi yapan Stipoljev ve arkadaslari, AZF
mikrodelesyonlar1 ve CFTR gen mutasyonlar1 acisindan degerlendirmis ve herhangi bir
anomali ya da mutasyona rastlamamislardir. Ayrica bu hastalarin testikiiler
dokularindan kromozom analizi yapilmis ve sadece CBAVD’ 1li bir hastada 22.
kromozomun uzun kolunun terminal bolgesine yakin (22q13) bir bolgede kirilma
bulmuslardir. Sonug olarak obstriiktif ve non-obstriiktif hastalarin testikiiler dokularinin

incelenmesi gerektigini soylemislerdir (111).

Chen ve arkadaglari yapmis olduklar calismada, ICSI adayr 92 ciftin AZF geni
delesyonlar1 agisinda degerlendirmis ve obstriiktif grupta delesyona rastlamamus, fakat
non- obstriiktif grupta % 23 olarak bulmuslardir. Sonug olarak da; ICSI olmadan once,
obstriiktif azoospermikler hari¢, azoospermik olan erkeklerin genetik test yapmalarini

Oonermislerdir (95).

Bu calismamizda, obstriiktif azoospermisi olan hastalara 8 STS kullanarak AZF a, b ve
¢ bolgelerine bakilmistir. Herhangi bir delesyona rastlanilmamistir. Bulunan sonuglar
literatiirden c¢ok farklt bulunsa da, Chen ve arkadaslari, Stipoljev ve arkadaslarinin
yapmis olduklart c¢alismalarla ayni sonuglar elde edilmistir. Literatiirdeki oranlar
arasindaki farkliliklar, basta calisilan hasta gruplant arasindaki farkliliktan
kaynaklanmaktadir. Zaten bizim calismamizla ayni gruplarla yapilan calismalarda da

bizimle ayni1 sonug¢lar bulunmustur Sertic ve arkadaslarinin yaptiklari ¢caligmada erkek
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infertilitesinde  (0zellikle  non-obstriiktif = azoospermiklerde) Y  kromozomu
mikrodelesyonlar1 ve seks kromozom anomalilerinin, CAVD’ lerde de 6zellikle CFTR
gen mutasyonlarinin goriildiigiinii belirtmislerdir (99). Farkliligin diger bir nedeni,
AZF’de bakilan bolgelerin ve primerlerin farkli olmasindan kaynaklamaktadir. Bu
farklilig1 kaldirmak icin ve bu konuda tam bir standardizasyonun saglanabilmesi i¢in
Avrupa Androloji Akademisi ve Avrupa Molekiiler Genetik kalite kontrol agi
(EAA/EMQN), AZF a, b ve ¢ bolgesi i¢in 6 adet STS’ nin yeterli olacagini bildirmistir.
Bunlar: AZF a bolgesi icin sY84 ve sY86, AZF b bolgesi i¢cin sY127 ve sY134, AZF c
bolgesi icin ise sY254 ve sY255°¢ dir. Bu calismada kullanilan primerler EAA/EMQN’
nin Onerilerine uygun olarak secilen primerlerdir. Kontrol primelerler olarak da SRY ve
ZFY kullanilmistir. Bundan sonraki yapilacak calismalarda sadece 6 STS kullanarak
hassas bir calisma yapilabilecegi ve bu sekilde hem daha ekonomik hem de
laboratuvarlar arasinda dogan delesyon oranlarindaki farkliligin ortadan kaldirilmasi

icin onemli oldugu belirtilmektedir (112).

Tiirkiye’ de yapilan c¢aligmalarda da ortalama % 15 oraninda Y kromozomu
mikrodelesyonlar1 bulunmustur. Hasta gruplarnt arasindaki ve calisilan bolgeler
arasindaki farklilik burada da s6z konusudur. Diinya literatiirii incelendiginde bu oran %
8 olarak kaydedilmistir. Bu da populasyonlar arasinda farkliligin olusabilecegini

desteklemektedir.

Son yillarda gelisen genetik testler ve ultrasonografik incelemeler infertilite nedenleri
arasinda vas deferens agenezisinde CFTR gen mutasyonlarinin 6nemli rol oynadigini
gostermektedir. Konjenital vas deferens agenezisi, kistik fibrozis (CF) hastalifinin
genital formu olarak bilinmektedir. Kistik fibrozis geni yedinci kromozomda olup, 1480
aminoasit kodlayan 230 kb uzunlugundadir ve 27 ekzon icgerirr CF membran
gecirgenligini diizenleyen protein (CFTR) olarak adlandirilan CF gen iiriinii protein,
temelde klor kanali olarak gorev yapar. Klinik ve genetik olarak heterojenite gosteren

CF’ de bugiine kadar sayilar1 1500'e ulasan mutasyonlar bildirilmistir (67).

Uzun ve arkadaslari, Avusturya’ da yasayan konjenital ¢ift tarafli vas deferens agenezisi
olan (CBAVD) 22 hastada denatiire gradiyent jel elektroforezi (DGGE) ve DNA dizi
analizi yontemlerini kullanarak, CFTR gen mutasyonlar1 sikligint %31,8 olarak
bulmuslardir (97).
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Bati Avrupa ve Kuzey Amerika'da en sik goriilen AF508 mutasyonudur. Ulkemizde
yapilan calismalarda AF508 mutasyonunun sikligi ortalama %25 dolayindadir. Buna
gore en az Tiirkiye, en fazla Danimarka’da AF508 mutasyonu goriilmektedir. CFTR

mutasyonlar1 populasyonlara gore degisiklik gostermektedir.

Dinic ve arkadaslar1 infertilitenin genetik nedenlerini bulmak amacli, 33 hastada CFTR
gen mutasyonlart ve Y mikrodelesyonlarmi arastirmislardir. Alti hastada CFTR gen
mutasyonu bulmuslar ve mutasyon siklukligmin %18 oldugunu belirtmislerdir. Sonu¢
olarak AZF ve CFTR gen mutasyonlarinin prognostik degerinin onemli oldugu, fakat
buradaki mutasyonlarin sperm kalitesinden tamamen sorumlu olmadiklarini rapor

etmislerdir (98).

ICSI onerilen, asir1 oligozoospermi ve azoospermisi olan 150 erkekte, Dohle ve
arkadaslarinin yapmis olduklar1 genetik calisma sonucunda 14’ {inde (%12) CFTR gen

mutasyonu bulmuglardir (100).

Shulz ve arkadaglar1 2006’ daki caligmalarinda CBAVD’ 1i hastalar arasinda yapmis
oldugu calismada, kromozom analizi sonucunda bir hastada 45,XY, der(14;22)
bulunmustur. Biitiin hastalarin AZF gen delesyonlarina bakilmis ve herhangi bir
delesyona rastlanilmamistir. CBAVD’li 597 hastadan 34’tinde (%5,70) AF508
heterozigot olarak bulunmuslar. Sonu¢ olarak, CFTR mutasyonlar infertil erkeklerde
kistik fibrozis transmembran iletim regiilator gen mutasyonlarinin artmis frekansinin

azalmig sperm sayist ile iligkili olmadigini sdylemislerdir (91).

Tiirk populasyonuna yonelik yapilan bagka bir ¢alismada ise, Dayanga¢ ve arkadaslari
CFTR mutasyonu tasiyan 51 CBAVD’ 1i hastada, 27 farkli mutasyon bulmuslardir.
IVS8-5T ve DI1152H mutasyonlarinin predominant mutasyonlar oldugunu
bildirmislerdir. Sonug¢ olarak Tiirkiye ‘deki CF nadir olarak goriilse de, CBAVD’den
major sorumlu CFTR gen mutasyonlaridir. Bu yiizden mutasyon panellerinin

populasyonlara 6zgii yapilmasini 6nermektedirler (92).

Radpour ve arkadaslarinin yapmis olduklart calismada hem bayanlarda hem de
erkeklerdeki CFTR gen mutasyonlari sonucunda goriilen genital bozuklugu olan
hastalar arasinda en sik goriillen 33 mutasyon acasindan taramis ve CBAVD’li

hastalarda % 10 oraninda mutasyon tespit etmislerdir (113).
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Attardo ve arkadadaglarinin vas deferens agenezisinin olus sebebini ortaya koymak icin
yaptiklart calismada, 37°st CBAVD ve biri CUAVD’li hastalarda kendi
populasyonlarina 6zgli en sik gorilen CFTR gen mutasyonlarini tarama Kiti
kullanmiglar. CFTR geninin mutasyon sikligin1  %48,6 olarak bulduklarin
belirtmislerdir. CBAVD’nin CFTR gen mutasyonlari ile iligkili oldugunu sdylemislerdir
(61).

Bu calismada, secilen 44 hastanin 15’inde tek, 29’unda cift tarafli vas deferens
agenezisi vardir. AZF delesyonu ve kromozom anomalisi bulunmayan hastalardan ¢ift
tarafli vas deferens agenezisi iki hastada [148T ve bir hastada ise N1303K mutasyonu
heterozigot olarak bulundu (%6,82). CFTR gen mutasyonlariyla yapilan ¢aligmalarin
biiyilk cogunlugu c¢ift tarafli vas deferens agenezisi olan hasta gruplari arasinda
yapilmistir. Sonuglarimizi CBAVD’ler arasinda degerlendirirsek mutasyon sikligi %10’
lara ¢ikmaktadir. Unilateral vas deferens agenezisi olanlarda ise herhangi bir mutasyona
rastlanmamistir. Bu sonuglar, literatiirden cok farklilik gostermemektedir. Dinic ve
Schulz’ un 6zellikle Radpour’ un yapmis oldugu calismalar ile uyumlu iken, Dayangac

ve arkadaslarininkinden farkli bulunmustur.

Literatiirde yapilan bircok c¢alisma CBAVD’liler arasinda olmaktadir ve CFTR
mutasyonlarinin etkisinin biiyiik oldugu soylenmistir. Fakat ayn1t durum CUAVD icin
gecerli degildir. Ciinkii CUAVD’ de tek taraf zaten calismakta olup ¢ogu fertildirler.
Eger, hastanin her iki tarafinda da agenezi olup biri pelvik veya ingiunal diizeyde
kalmis ise onlarda CFTR gen mutasyonundan bahsedilir. Bu ¢alismada ultrasound ile
desteklenmis tek tarafli vas deferensleri olmayan hastalarda literatiirle uyumlu olarak
CFTR bulamadik. Fakat bu hastalardaki infertilite probleminin neden kaynaklandigini

bulabilmek i¢in daha fazla mutasyona bakilmasi gerektigi kanisindayiz.

Yapilan ¢aligmalarda vas deferens agenizisi olan hastalarda CFTR gen mutasyonlarinin
siklig1, cesidi ve AZF delesyonlar1 oran1 degisiklik gostermektedir. Bizim calismamiz
literatiirdeki c¢alismalara oranla daha az bulunmustur. Muhtemel nedeni ise
populasyonlar arasindaki farliliklarindan, secilen Ornekler ve kullanilan tarama
yontemleri ve bakilan mutasyon sayisi ile iligkilidir. Bu calismada ise mutasyonun az
sayida bulunmasi, baktigimiz mutasyon sayisindan (19 mutasyon) kaynaklaniyor
olabilir. Mutasyon sayilarinin artirllmasi1 ve 0Ozellikle bilinmeyen mutasyonlari

belirleyen tarama yoOntemlerinin kullanilmasi ile de mutasyon c¢esidi ve sayisi
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artirilabilecegi kanisindayiz. Tiirk toplumunda bu c¢alismada kullanilan mutasyonlarin
yaygin olmadigi, hastaliklarin bu mutasyonlar agisindan taranmasinin ¢ok uygun
olmadigin1 ama tarama yoOntemleri ile bize uygun mutasyonlarin belirlenmesi

gerektigine inaniyoruz.

CFTR gen mutasyonlan ile vas deferens agenezisi arasinda giiclii bir iliski oldugu
diigiiniilmektedir. Infertilite klinigine gelen hastann oncelikle infertilitenin neden
kaynaklandigini bulabilmek icin; hastadan kromozom analizi, AZF ve CFTR gen analizi
yapilmast Onerilmektedir. Bu sonuglara gore de, daha etkin yardimci iireme
tekniklerinin (YUT) uygulanmasini saglamaktadir. Ornegin hastada CAVD varsa
Testikiiler Sperm Ekstraksiyonu (TESE) veya Mikroskopik Epididimal Sperm
Aspirasyonu (MESA) ya da Testikiiler Sperm Aspirasyonu (TESA) uygulamasi
onerilmektedir. Bunun sonucunda da daha basarili bir intra sitoplazmik sperm
injeksiyonu olmasi beklenmektedir. CAVD hastasi olan bir erkegin mutlaka CFTR gen
mutasyonlarina bakilmasi, mutasyon c¢ikmasi durumunda esinin de bu gen agisindan
taranmast Onerilmektedir. Otozomal resesif bir hastalik olmasi nedeniyle her iki
ebeveynde mutasyon acisindan heterozigot ise ¢ocuklarinin da hasta olma olasilig1 %25
olmaktadir. Bu ciftlere ideal olarak preimplantasyon genetik tani ile embriyolarin
taranmas1 onerilmelidir. Bu yiiksek risk g6z Oniine alinarak genetik danigsma almanin

gerekliligi daha da artmistir.

Sonug olarak, vas deferens agenezisi olan hastalarda kromozom anomalisi ve AZF
delesyonlarinin daha az etkili oldugu, CFTR gen mutasyonlarinin 6zellikle de CBAVD

olan hastalarda ¢alisilmasinin 6nemli oldugu kanisindayiz.
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