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BEYAN

Bu tez calismasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina kadar
tim asamalarda etik digi hicbir davranisimin olmadigini, tezimdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez ¢alismasi sonucu elde edilmeyen
biitlin bilgi ve yorumlar i¢in kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine
aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarmni ihlal edici

bir davranigimin olmadigini beyan ederim.

Betiil CAPAR
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1. OZET

Sperm hiicreleri mayoz bdliinme ile ¢ogalan hiicrelerdir. Mayoz bdliinmenin testis
dokusunda aktif oldugunun gosterilmesi azospermik hastalarda sperm olusumunun olup
olmadigiyla ilgili 6nemli bir siirectir.

DNA tamir sisteminde 100’den fazlagen rol oynar ve bu genlerin
kodladig: proteinler tamir mekanizmalarinda gorev alirlar. DNA tamir mekanizmasinda
gorevli olan proteinlerden olan Rec A proteini rekombinasyonel bir degis tokus islemi
ile hasarsiz komplementer zincirde bulanan sekans transfer eder. Okaryotlarda iki tip Rec
A gibi rekombinaz yapan protein mevcuttur: Lim15/Dmcl ve Rad51. Bunlardan Rad51
hem mayotik hem de somatik hiicrelerde eksprese olur ve DNA tamir mekanizmasinda
fonksiyonu vardir. Lim15 ise sadece mayoz asamasinda rekombinasyona dayali DNA
sentezinde gorev alan bir proteindir. Okaryotlarda yapilan ¢alismalar Lim15 proteinin
sadece mayoz bolinmeye spesifik hiicrelerde ifade edildigini gostermis ve Lim15
proteinin RAD51 proteini ile mayoz asamasinda isbirligi yaptigini ortaya koymustur. Bu
iki proteinin ifadesi mayoz bdliinme icin kritik bir 6neme sahiptir.

Bu calisma ile azoospermik hastalardaki testikiiler dokulardan alinan materyalde
Lim15 geninin ekspresyon diizeyi incelenecektir. S6z konusu genin ekspresyonunun
varlig ile testis dokusunda spermatojenik aktivite (mayotik aktivite) arasinda korelasyon
arastirilacak, ayrica ekspresyonun seviyesinin takibi ile hastanin tedaviye cevabi, yada
tedavi ile spermatojenik aktivitesinde artis olup olmadigi arastirilacaktir. Caligmada
metaryal olarak azoospermi nedeniyle TESE operasyonu planlanan hastalardan alinan
doku ornekleri kullanilacaktir. Dokulardan RNA izolasyonu yapilip, real time ekspresyon
kiti kullanilarak PZR testleri kurulacaktir. Bdylece Lim15 geninin ekspresyon analizi
testis dokusu ic¢inde sperm yapimindan sorumlu mayoz bdliinmenin olup olmadigini ve
dolayisiyla spermatogenez potansiyelinin var olup olmadigi ortaya koyabilecek ve
azoospermik hastalarda tekrarlayan TESE denemeleri yerine spermatojenik aktivitenin

takip edilerek bu bilgiler 1s181inda elektif TESE yapilmasini saglayabilecektir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Gen
http://tr.wikipedia.org/wiki/Protein

Boylece spermatogenezi saglamak amaciyla tedavi verilen hastanin verilen tedaviye
(hormonal tedavilere) cevabinin takip edilerek buna gore TESE planlanmasi

saglanabilecektir.

Anahtar Kelimeler: Lim15 , azoospermi ,mayoz bdliinme.



2.SUMMARY

Sperm cells proliferate by meiotic division. It is important to show that meiosis is
active at the testis tissue. In order to determine whether there is spermatogenic activity in
azospermic patients.

More than 100 genes take a role at the DNA repair mechanism. REC A protein, one of
the proteins coded by these genes, works at the recombination switch and helps for a
damage free transfer of complementary chain sequence. At eukaryotes, there are two REC
A like proteins that work at recombinase stage: Lim15 and Rad51. Rad 51 is expressed at
both meiotic and somatic cells and has a role at DNA repair mechanism. Lim15 is a
protein that has a role at DNA synthesis depended on recombination at meiosis stage.
Studies conducted on eukaryotes showed that Lim15 protein is expressed only at cells
specific to meiotic division and showed that Lim15 protein co-works with RAD51 protein
at meiosis stage. Expression of the both proteins has a critical importance during
spermatogenesis.

With this project, the expression of Lim15 at testicular tissue from azospermic patients
will be researched. The correlation between the expression of this gene and the
spermatogenetic activity will be studied. Also, expression levels of the gene will be
observed for the azoospermic patients who treated by hormone drugs, or if after the
treatment is there an increase in the spermatogenic activity will be researched. At the
study, testical tissue will be acquired from azospermic patients undergoing TESE
operation.

RNA isolation will be done from tissue samples, PCR tests will be setup using real
time expression kits. In this way, the presence of the gene responsible for the meiotic
division for sperm production will be investigated. Also the potential for spermatogenesis
will be studied. As a result, for azospermic patients, instead of recurrent TESE operations
it could be possible to make an elective TESE operation follow the spermatogenic

activity.



Therefore, by examining the responses to hormon replacement theraphy of the patient
for Sermatogenesis, it will be possible to schedule a TESE operation accordingly.

Key Words: Lim15 , azoospermia ,meiosis.



3. GIRIS VE AMAC

Infertilite, reprodiiktif ¢agda olan bir ¢iftin herhangi bir dogum kontrol ydntemi
kullanmaksizin, en az bir yil diizenli cinsel iliskiye ragmen gebeligin olugsmamas1 olarak
tamimlanir (1). Ciftlerin yaklasik olarak %25’1 bir yil igerisinde gebelik elde
edememektedir. Infertilite sadece kadin ya da erkek faktdrlii oldugunda eslerden biri bu
durumu kompanse edebilmektedir. Ancak ¢ogu ¢iftte bunlarin ikisi bir arada bulunmaktadir
(2).

Infertiliteye kadin ve erkek faktdrleri ya da her ikisi neden olabilecegi gibi bir kism1 da
aciklanamayan faktorlerdir. Bu faktorler yaklasik olarak %10 ‘luk kismi olusturmaktadir.
Infertil ¢iftlerin %30 ila 40n1 erkek faktdrii olusturmaktadir. Erkek infertilitesi spermde
sekil, sayt ve morfolojik bozukluk nedeniyle meydana gelebilecegi gibi hormonal ve
genetik faktorler de infertiliteye sebep olmaktadir. En 6nemli nedenler arasinda azoospermi
goriilmektedir. Infertil erkeklerin %10'u azoospermiktir. Azoospermi menide hi¢ sperm
goriilememe durumudur. Bu hastalarda azoospermi sebepleri; hormonal veya genetik
bozukluklar, ¢cocukluk ¢aginda inmemis testis veya fitik nedeniyle gecirilen ameliyatlar,
cocukluk ¢aginda gegirilen atesli enfeksiyonlar (kabakulak, menenjit vb) tiimér nedeniyle
uygulanilan kemoterapi veya radyoterapi, c¢esitli travmalar (trafik kazasi, spor
yaralanmalar1) olabilecegi gibi sperm yollarinin dogustan olmamasi, gelismemesi veya
tikaniklig1 olabilir. Sperm kanallarinin dogustan olmamasi, en sik kistik fibrozis hastaligi
tastyiciliginda séz konusudur. Tikanikliga bagli olmayan durumlarda testislerde sperm
iiretimi ya hi¢ yoktur ya da belirli alanlarda ¢ok siirli sayida olmaktadir. Testis dokusu
icerisinde kiigiik tiip benzeri yapilar vardir ve bu yapilarda sperm iiretimi degisik
asamalarda devam eder. Cerrahi sperm arama yontemleri ile testisin degisik bolgelerinden
aliman ¢ok sayida parca incelendiginde sperm hiicresi bulunabilmektedir. Mikroskopik
TESE yontemi boyle vakalarda sperm elde etme sansini biiylik oranda arttirmaktadir.
Menisinde sperm hiicresi olmayan erkeklerde, ameliyat mikroskobu kullanilarak, sperm
bulunan alanlar daha kolay tanimlanarak sperm elde edilebilmektedir.

Spermatogenezde, dollenme yetenegine sahip olmayan olgunlasmamis erkek cinsiyet
hiicreleri olan birincil spermatositler mayoz boliinme gecirerek ikincil spermatositlere
doniisiirler. Ikincil spermatositler ise ikinci kez mayoz boliinme gegirerek sperm hiicresinin

olgunlagsmay1 tamamlamadan onceki halini alirlar. Farklilasma agamasiyla birlikte dolleme
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yetenegine sahip spermler olusur. Sperm hiicreleri mayoz béliinmeyle ¢ogalan hiicreler
oldugundan mayoz bdliinmenin testis dokusunda aktif olup olmamasi sperm olusumuyla
ilgili 6nemli bir siirectir. Bu nedenle mayoz boliinmede gorev alan proteinlere bakarak bu
olusuma ait 6nemli bulgular tespit edilebilmesi miimiimkiindiir (3). Lim15 proteini mayoz
asamasinda DNA sentezinde ve mayotik rekombinasyonda goérevli olan bir proteindir.
Yapilan ¢alismalar Lim15 geninin mayoza spesifik hiicrelerde ifade edildigini gostermistir.
Gen ifadesinin diizenlenmesi hiicrelerdeki genetik bilginin gen {iriinlerine ¢evrilmesi
siirecidir. Gen anlatimin1 diizenleyen mekanizmalar, bir gen iiriinline olan gereksinim
dogrultusunda ilgili genin anlatimini arttiran ya da azaltan mekanizmalardir. Gen anlatimi
cesitli asamalarda (transkripsiyon, RNA’larin islenmesi, translasyon ve translasyon sonrasi)
diizenlenmektedir. Gen iiriinleri RNA ya da protein olmaktadir.

Bu ¢alisma ile azoospermik hastalardaki testikiiler dokulardan elde edilen materyalde
Lim15 geninin ifadesine bakilacaktir. Hastanin testikiiler dokusundan elde edilen
meteryalde Lim15 geni ifadesinin varligi ile testis dokusunda spermatojenik aktivite
arasinda korelasyon arastirilacak ve ekspresyon seviyesinin takibi ile hastanin tedaviye
cevab1 ya da spermatojenik aktivitede artis olup olmadigina bakilacaktir. Bdylece
spermatogenezi saglamak amaciyla tedavi verilen hastanin tedaviye cevabi takip edilerek
TESE operasyonu planlanabilecektir. Yontem igin sadece kiigiik miktarda TESE dokusu
yeterli olacagindan igne aspirasyon biyopsisi TESE sirasinda kullanilacak ve hasta agik
cerrahi miidahale risklerinden korunmus olacaktir. Lim 15 gen ifadesinin varligi daha 6nce
sadece maya (c.cinereus) nin mayozunda c¢alisilmis ve insanda herhangi bir ¢alisma
literatiirde gozlenmemistir (4). Calismayla ilgili klinik verinin olmayisi, sinirli sayida

literatiir olmasi bizim ¢alismamizi 6zel kilmaktadir.



4.GENEL BIiLGILER

4.1. INFERTILITE

Infertilite, reprodiiktif ¢cagda olan bir ciftin herhangi bir dogum kontrol ydntemi
kullanmaksizin, en az bir yil diizenli cinsel iliskiye ragmen gebeligin olusmamas1 olarak
tanimlanir (1). Infertilite reprodiiktif ¢agdaki giftlerin %15’ini etkilemektedir. Korunmasiz
gecen 12 aylik siire sonunda ¢iftlerin %80°1 ilk 6 ay icinde, geri kalanlarin ancak %10’u
takip eden 6 ay iginde gebe kalabilmektedir (5,6). Tum infertil ¢iftlerin %30-40’1inda erkek,
%40-50’sinde kadin faktorii tespit edilir. %20-25 ciftte hem erkek hem de kadina ait
patolojiler birlikte goézlenir. Ciftlerin %15 ‘inde ise tiim tanisal tetkikler sonucunda
herhangi bir infertilite nedeni tanimlanamaz. Bu durum agiklanamayan infertilite olarak
tanimlanir (7). Fertilite oranlart 20-25 yas arasinda maksimuma ulasir. 30-32 yaslar
arasinda kismi bir azalma goriiliir ve 40 yas sonrasinda hizli bir diisiise gecer. Toplam
fertilite oranlar1 25-29 yaslarinda %4-8 azalirken bu oran 30-34 yas arasinda %15-19, 35-
39 yaslarinda %26-46 ve 40-45 yaslarinda % 95 seklinde azalma gosterir (8).

Infertilitenin en sik sebepleri; ovulatuar bozukluk, tubal ve peritoneal patoloji ve erkek
faktorleridir; uterin patoloji genellikle seyrek goriilmektedir ve geri kalani ise nedeni
aciklanamayan infertilitedir. Her birisinin siklig1 yasla birlikte degismektedir. Geng
kadinlarda ovulasyon bozukluklar1 daha siktir, tubal ve peritoneal patoloji geng ve
yaslilarda esit sikliktadir (9). Erkek infertilitesinde testislerin dogustan bulunmasi, gereken
yere inmemesi, karin i¢inde veya kasik kanalinda kalmasi da sperm bozukluguna yol agar.
Bunun haricinde kromozomal anormallikler, baz1 genetik bozukluklar, hormonal nedenler,
yani beynin alt kisminda bulunan hipofiz bezi tarafindan iiretilen FSH ve LH hormonlarina
ait bozukluklar da sperm {iretimini olumsuz yonde etkiler. Ayrica ge¢irilmis enfeksiyonel
hastaliklar, ¢cok sicak ortamlarda bulunma zorunlulugu, bir takim petro kimyasallarin
drettigit dumani, cesitli boyalari, tineri ve bu tip kimyasallar1 uzun siire solumak
durumunda kalmis olmak, kotii beslenme, stres, asir1 alkol, kafein ve sigara tiiketimi, viicut
gelistirme amaciyla alinan doping, morfin, eroin gibi maddelerin kullanimi sonucu da

viicudun hormonal iiretimi bozulur ve bu da kisirliga yol agabilir (10). Erkek faktorii ve
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aciklanamayan infertilite yash ¢iftlerde daha sik goriilmektedir. Kadina ve erkege ait
infertilite nedenleri arasindaki bazi benzerlikler gosterilmekle birlikte farkli nedenler ve

farkli oranlarda karsimiza ¢ikmaktadir (Tablo 1) (10).

1-Kadina ait nedenler (% 40-45)

Ovulatuar (% 30-40)

Tubal/Peritoneal Faktor (% 20-40)

Servikal ve Immiinolojik Faktorler (% 1-2)

J Diger

2. Erkege ait nedenler (% 30-40)

3. Agiklanamayan (% 10-15)

Tablo 1: Infertilite nedenleri (10).

Calismanin temel konusu azospermik olgular (erkek faktorii Jolmasi nedeniyle sadece

erkek infertilitesine yonelik sebepler asagida yer verilmistir.

4.1.1. Erkek Faktorii

Bir yil igerisinde korunma olmaksizin yapilan normal cinsel iligkiye ragmen gebe
kalmayan ciftlerin oran1 yaklasik % 15 kadardir. Erkegin bu durumdaki orani saf olarak
yaklasik % 20 iken, kadin ile beraber ve aciklanamayan grup da i¢ine alindiginda bu oran

% 50’lere varmaktadir (11,12).

Reprodiiktif yastaki erkeklerin % 6’sinda infertilite problemi ortaya ¢ikmaktadir. Bu
olgularin yaklasik % 90’1inda da bozulmus spermatogenez vardir (11,13).

Diinya Saglik Orgiitii tarafindan 7273 evli infertil ¢ift {izerinde, infertilite nedenine
gore yapilan bir ¢aligmada infertil ¢iftlerde, % 41 oraninda kadin, % 24 oraninda erkek, %

24 kadm ile erkek beraber ve % 11’inde ise bir neden gosterilememistir (13,14). Buradan



da anlasilacagi gibi evli infertil ¢iftlerin % 48’inde mutlaka erkek faktorii isin igine

girmektedir.

Erkek Infertilitesinin Baslica Nedenleri:

4.1.1.1. Hormonal bozukluklar

-Izole gonadotropin yetmezligi (Kallman sendromu),
-izole LH ve FSH yetmezIligi,

-Hiperprolaktinemi,

-Tiroid hastaliklari,
-Konjenital hipogonadotropik hastalik,
-Hipofizer yetersizlik (timorler, ameliyat, radyasyon),

-Ekzojen hormonlar (androjen- estrojen, glukokortikoid fazla verilmesi) (15,16,17)

4.1.1.2. Kromozom bozukluklari ve Tek gen hastaliklari

-Klinefelter Sendromu, XX erkek , XYY sendromu,
-Y kromozom mikrodelesyonlari,

-Myotonik distrofi,

-Hemokromatozis,

-Orak hiicre anemisi,

-Germ hiicre aplazisi (SCOS: Sertoli cell only sendromu).

4.1.1.3. Gonadotoksinler
-laglar, insektisitler,
-Radyasyon, manyetik alanlar,

-Alkol, sigara ve uyusturucu maddeler,

-Gida katkt maddeleri.



4.1.1.4. Cesitli metabolik hastalhiklar

-Testislere travma ve omurilik zedelenmesi,
-Bobrek yetmezligi, karaciger hastaligi,

-immiinolojik hastaliklar, enfeksiyonlar.

4.1.1.5. Anormal spermatogenez
-Kriptorsitizm (inmemis testis),
-Varikosel,

-Sperm kanallarinda tikaniklik,

-Sperm motilite ve fonksiyon bozuklugu,

-Sperm morfoloji defekti (bas, kuyruk, akrozom vs),
-Maturasyon defekti (1516,17,18).

Erkek infertilitesini anatomik olarak 3 ana baslikta toplamak miimkiindiir (19):

Pretestikiiler nedenler: Kromozomal (Klinefelter sendromu, Kallman sendromu, Y
mikrodelesyonu,  Kistik  Fibroz), hormonal (hipogonadotropik  hipogonadizm,
hiperprolaktinemi), koital (erektil disfonksiyon, endokrin, noral, ejakulatuar yetmezlik

(psikoseksuel, ilag, cerrahi) nedenler bu gruptandir (10,19).

Testikiiler nedenler: Konjenital (inmemis testis, immotil silia, vas deferens yoklugu),
infeksiyon (orsitis), vaskuler (torsiyon, varikosel), antispermatojenik ilaclar (kemoterapi,
x-ray), immunolojik, tumor (germ hucreli tumorler, testikuler mikrolithiazis), idiyopatik

nedenler bu gruptandir (10,19).

Posttestikiiler nedenler: Obstruktif (epididimal, vazal) ve aksesuar bez infeksiyonlar1 bu

guba dahildir. Post testikiiler nedenler asagida belirtilmistir (10,19).
1) Obstriiktif
a)Epididimal
i)Konjenital
ii)Enfeksiyon
b)Vasal
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i)Konjenital

ii)Akkiz
2) Epididimal gegise bagli: (Astenozoospermia)
3) Aksesuar bez enfeksiyonlari

4) immiinoloji

4.1.2 Azoospermi

Azoospermi; menide hi¢ sperm goriilememe durumudur. Bu hastalarda azospermiye
sebep; hormonal veya genetik bozukluklar, cocukluk ¢aginda gecirilen atesli enfeksiyonlar
(kabakulak, menenjit vb) tiimoér nedeniyle alinan kemoterapi veya radyoterapi, cesitli
travmalar (trafik kazasi, spor yaralanmalari) olabilecegi gibi sperm yollarinin dogustan

olmamasi, gelismemesi veya tikanikligi da azoospermiye neden olabilmektedir (20,21).

Azoospermi, testis sonrast sperm kanallarinin tikali yada ac¢ik olmasina gore 2 gruba
ayrilir. Kanallar kapali oldugunda (%40), sperm iiretimi olmasina ragmen ejakulatta sperm
bulunmaz. Dogustan ve cerrahi komplikasyonu yada travma nedeniyle sonradan olusabilir.
Dogustan olan vakalar siklikla kistik fibrozis mutasyon tasiyicilaridir. Kanallar agik
oldugunda azospermi varsa, bu durum testis yetmezligine baglidir. Sperm iiretimi, testis

kusuru yada hormon eksikligi nedeniyle gerceklesmemektedir (22).

Ejakiilatta sperm yoklugu olarak tanimlanan azoospermi, tiim erkeklerin % 1’inde,
infertil erkeklerin ise % 10-15’inde goriiliir (23). Son 10 yila kadar azoospermik olgularin
cocuk sahibi olmasindan s6z etmek olanak dist iken IVF ve ICSI yontemleri testikiiler

sperm varliginda infertil erkeklere baba olma sans1 tanimaktadir.

Ik kez 1993’te perkiitan sperm aspirasyonu tanisal amagh olarak kullanilmistir (24).
Ayni y1l Schoysman ve arkadagslari, obstriiktif azoospermili bir olguda testis biyopsisi ile
sperm elde ederek ICSI ile gebelik bildirmislerdir (25). Non obstriiktif azoospermili
olgularda, testiste sperm matiir ya da immatiir halde bulunabilir. Dolayisiyla bu olgularda
TESE (Testikiiler Sperm Ekstraksyonu) ya da TESA (Testikiiler Sperm Aspirasyonu)
islemine basvurulur. Obstriiktif azoospermide ise, MESA (Micro epididimal sperm
aspirasyonu) veya PESA (Perkutan Sperm Aspirasyonu) yontemi ile sperm elde edilir.

Testis biyopsisinin infertil erkeklerin incelenmesindeki 6nemi, 1940 lardan sonra dikkat
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¢ekmeye baslamistir (26). Testis biyopsisi cerrahi bir girisim oldugundan, ancak diger
yontemler ile tan1 konulamayan infertil erkeklerde diagnostik amagli uygulanmistir. Testis
biyopsisi hormo-gonodotropik, normal biiylikliik ve kivamda testisi ve vas deferensi olan
azoospermisi izah edilemeyen infertil hastalarin etyolojinin aydilatilmasi amaciyla

yapilmaktadir (27).

4.1.2.1. Tedavi amach Testis biyopsisi yontemleri:

4.1.2.1.1. TESA yontemi: Obstruktif azoospermide sperm elde etme sansi yiiksektir.

Planlanan aspirasyon noktalar isaretlenip, aspirasyon islemi yapilir (28).

4.1.2.1.2. Konvansiyonel TESE yontemi: Non Obstriiktif Azoospermili (NOA) o6zellikle
testikiiler yetmezlikli olgularda tercih edilmelidir. Genel yada lokal anestezi altinda skrotal
kesi ile testis ve epididim incelenir. Yaklasik 50 mg agirliginda testis dokusu ¢ikarilir.

Alinan testis dokusunda sperm saptanirsa ayni yerden 2 kat doku daha alinarak isleme son

verilir (28,29).

4.1.2.1.3 Mikrotese yontemi: Schlegel ve arkadaslari, ilk kez 1998’de tanimladiklar
yonteme gore ameliyat mikroskopu ile 8-15x biiylitme altinda testisten 1-5 mg agirliginda
testis dokusu ¢ikarilir (30). Avantajlari, daha az testis dokusunda daha yiiksek sayida
sperm elde edilmesi, devaskiilarizasyon ve dolayisiyla testikiiler hasar riskinin diisiik
olmasidir. Dezavantajlar1 ise ameliyat mikroskobu gerektirmesi ve girisimin uzun
stirmesidir. Testisden elde edilen sperm ile gebeligin 10 yillik bir gegmisi mevcuttur (31).
Bu siire igerisinde teknikte onemli gelismelerle birlikte, testise zarar vermeden miimkiin
olduk¢a ¢ok sayida sperm elde etmek amaglanmisti. En son gelinen noktada
mikrodiseksiyon TESE’nin diger tekniklere iistiinliigii test edilmektedir (32).

4.1.3. Erkek Infertilitesinde Genetik Faktorler

Erkek infertilitesinin % 40’nin nedeni bilinmemekle birlikte, genetik faktorler bu
nedenler arasinda onemli bir yer tutmaktadir (33). Sayisal ve yapisal kromozomal
diizensizliklere, sebebi bilinmeyen oligozoospermik ve azoospermik olgularda sik

rastlandigr bilinmektedir (34). Yapilan ¢ok sayidaki calismada oligozoospermik ve
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azoospermik olgularda kromozomal diizensizlik oran1 % 2,1-10,3 arasinda verilmektedir
(35,36).

94465 yenidogan erkek g¢ocukta yapilan sitogenetik analiz sonucunda kromozomal
diizensizlik oran1 % 0,38 (% 0,14 gonozomal, % 0,25 otozomal) olarak bildirilmistir. Bir
baska calismada ise oligozoospermik olgularda kromozomal diizensizlik orant % 6
verilirken, azoospermik olgularda bu oran % 19,6 olarak bildirilmistir (37). Erkek

infertilitesi genetik faktorleri sunlardir:

4.1.3.1. Y Kromozom mikrodelesyonlari:

En 6nemli erkek infertilite nedenlerinden birisi olan Y kromozom mikrodelesyonlari
spermatogenetik yetmezligin en sik goriilen sebeplerinden biridir. Idiyopatik azospermide
%15-20, idiyopatik oligozoospermide %7-10 oraninda gorilmektedir (33,38). Bu de-
lesyonlar1 tasiyan kisiler genellikle fizik muayenede normal olup, bazi vakalarda kiigiik
testis ve/veya kriptorsidizm goriilebilmektedir. Semen analizinde azospermi ve
hafif/ilimli/siddetli oligozoospermi saptanabilmektedir. Y kromozomunun uzun kolunda
AZFa, AZFb, AZFc, AZFd bolgelerinde spermatogenez ile igili genler yer almaktadir.
Tiepolo ve Zufardi 1976 yilinda karyotip analiz ¢aligmalar1 sirasinda Y kromozomunun
sperm iretiminde belirgin bir rol oynadigini saptamislardir (39). Ayni arastiricilar, karyotip
analizi ile azospermili 6 hastada Y kromozomunun uzun kolunda genis bir terminal
delesyon bulmus ve bu bdlgenin spermatogenez icin gerekli oldugunu bildirmislerdir
(40,41).

Tespit edilen bu bolge “Azospermi Faktor” (AZF) bolgesidir. Bu bdlge spermatogenez
icin gerekli olan genleri tagimaktadir. Normal fenotipik goriiniime sahip oldugu halde
idiyopatik infertiliteli erkeklerin % 10-20'sinde Y kromozomunun uzun kolunda bulunan
ve fertilite icin gerekli olan AZF bolgelerinden bazilar1 bulunmamaktadir. Sitogenetik
olarak teshis edilemeyen bu bolgeler AZFa, AZFb, AZFc ve AZFd olarak adlandirilir.
AZF bolgesi, Y kromozomunun uzun kolunun 11.23 bélgesinde bulunur. Sitogenetik ve
molekiiler ¢aligmalar, Y kromozomundaki delesyonlarin anormal spermatogenez ile iligkili
oldugunu ortaya koymustur (38,40,41).

AZFc bolgesi mikrodelesyonlari, tiim delesyonlarin %79 unu olusturmakta; AZFb %09,
AZFbc %6, AZFa ve AZFabc bolgesi delesyonlart % 3 oraninda goriilmektedir.
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AZFb ve AZFb+c bolgelerinin tamaminda delesyon olmasi, spermatogenetik
duraklama ile karakterize olmakta ve bu hastalarda TESE ile sperm eldesi miimkiin

olmamaktadir (38,39,40,41).
4.1.3.2. Kromozom anomalileri:

Tim infertil erkek hastalarda yaklasik %35,1 oraninda kromozom anomalisi
gozlemlenirken, bu oran azospermik erkek hastalarda %13,7 ve oligozoospermik erkek
hastalarda %4,6 civarinda saptanmistir. Yapisal kromozom bozuklugu olan
translokasyonlar infertil erkeklerde normal populasyona gore 8.5 kat, inversiyonlar ise 8
kat daha fazla goriillmektedir (41,42).

Klinefelter sendromunu da igeren sayisal seks kromozom bozukluklarina da infertil
erkek vakalarda sik rastlanmaktadir. Azospermik vakalarda %14 oraninda gozlemlenen
Klinefelter sendromu, infertil vakalarda normal populasyona gore 30 kat daha fazla
goriilmektedir (39,42).

ICSI’den sonraki hamileliklerde otozomal trizomi ve seks kromozom andploidileri
yiiksek oranda ortaya ¢ikmaktadir, bunun sebebi kromozomal varyasyon veya dengeli
kromozomal yapisal degisiklik (translokasyon vs) tastyicisi olgularin infertil populasyonda
daha yiiksek oranda bulunmalaridir (39,42).

4.1.3.3.Konjenital vaz deferens agenezisine neden olan kistik fibrozis gen

Mutasyonlari:

Kistik fibrozis, kistik fibrozis transmembran regiilatér (CFTR) genindeki mutasyonlara
bagli, otozomal resesif gegisli genetik bir hastalik olarak tanimlanmaktadir (37,42).

CFTR geni iyon kanali olarak fonksiyon goren bir membran proteinini kodlamakta ve
ejekiilator kanal, seminal vezikiil, vaz deferens ve epididimisin distal 2/3’{iniin olusumunu
etkilemektedir. Bu nedenle CFTR genindeki mutasyonlar konjenital unilateral ve konjenital
bilateral vaz deferens agenezisi ile sonug¢lanmaktadir (37,43).

Azoospermik olgularin %1,4’{inii olusturan konjenital vaz deferens agenezili hastalarin
%85’ inde CFTR gen mutasyonu tanimlanmustir (44). Kistik fibrozis hastalarinin %65-
95’inde vaz deferens agenezisi bulunmus ve bu hastalarin sadece %?2-3’{iniin fertil oldugu

saptanmustir (45,46).
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CFTR geninde meydana gelen ve infertil erkeklerde %19,6 oraninda bulunan 5T
mutasyonlar1 fonksiyonel olmayan CFTR protein sentezine neden olmaktadir (37,39,46).

ST ve diger CFTR mutasyonlar1 sperm tasiyan kanallarin (vaz deferens) mukusla
tikanmasinda ya da tam olarak gelismemesinde (CBAVD, Konjenital Vaz Deferens
Agenezisi) rol oynamaktadir (37,46). CBAVD olan hastalarin sekonder cinsiyet karakter

gelisimlerinin ve fiziksel goriiniimlerinin normal oldugu gézlenmektedir.
4.1.3.4.Sperm fonksiyonlarim direkt olarak etkileyen genetik sendromlar:

Spermatogenezi ve dolayisiyla sperm aktivitesini etkileyen diger faktorler; Primer
Silier Diskinezi, Myotonik Distrofi, Noonan Sendromu, Orak Hiicre Anemisi, Genetik
Endokrinopatiler, Gonadotropin-Releasing Hormonun (GnRH) iiretim veya sekresyon
bozukluklari, Prader-Willi Sendromu, Kallman Sendromu, LH ve FSH fonksiyon
bozukluklari, Androjen sentez ve fonksiyon bozukluklari olarak siralanmaktadir (47).

Prader-Willi Sendromu (PWS) siddetli hipotoni ve erken bebeklik doneminde
beslenme zorlugu, bebekligin son evresi ve erken ¢ocukluk doneminde asir1 beslenme ve
obezite ile karakterize edilmektedir. PWS olan erkek ve kadin bireylerde hipogonadizm,

genital hipoplasi, eksik pubertal gelisme ve siklikla infertilite gézlenmektedir (48).

Kallman sendromu izole hipogonadotropik hipogonadizm ve anosmia ile iligkili olarak
karakterize edilmektedir. Erkek bebeklerde mikropenis ve kriptorsidizm, yetiskinlerde ise
hipogonadizm ve seksiiel gelisim geriligi gézlenmektedir. Kallman sendromlu yetiskin
erkek bireyler, erektil bozukluklara, azalmis libidoya ve infertilite gibi rahatsizliklara

egilim gostermektedirler (49).

4.2. GAMETOGENEZ

Canli organizmalarda lireme siireci, anne ve babaya ait kromozomlarin birlesmesini
takiben kendi genetik 6zelliklerini kazanan zigot ile baglar. Olusan diploid kromozoma
sahip zigot formunun arka arkaya gecirdigi mitoz bdliinmeler embriyo denilen ilk canlt
taslaginin olusumu ile devam eder. Embriyonik gelisimin ilk asamalarinda, somatik ve
germ hiicre soylar1 birbirinden ayrilirlar. Germ hiicreleri, embriyonik gelisim sirasinda

farklilasmamis gonadlara go¢!lederek, mitoz ve mayoz boliinme siireglerine girer. Germ
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hiicrelerinin olgunlagmasi ve kromozom sayilarmin indirgenmesi siirecine disilerde
oogenez, erkeklerde ise spermatogenez adi verilir. Sonug olarak, gelisimin devamliliginda
mitoz ve mayoz hiicre boliinmeleri okaryotik hiicrelerde her hiicre boliinmesi, DNA
sentezinin oldugu ve yaklasik 8 saat siiren bir sentez faziyla (S) baslar. Bunu yaklasik 4
saat sliren Gap2 (G2) faz1 izler. Bu fazda kromozom yapisi diploiddir. Ardindan yaklasik 1
saat sliren mitoz fazi1 (M) gelir. Bu fazda kromozomlarin goriiniir hale geldigi profaz ve
interfaz izler (G1). Bu evrelerin disinda her hiicre tipinde goriilmeyen ancak, iireme
hiicrelerinde izlenen GO fazi vardir. Hiicre siklusunun biitiin fazlari hiicre-bdliinme siklus
genlerinin  (cdc), bir grubu tarafindan kodlanan 06zgiin proteinler tarafindan
diizenlenmektedir. Bu proteinler 6zellikle, G1’den S’ye ve G2’den M’ye gegis sirasinda
etkindir (50,51).

Erkek tireme hiicrelerinin olusturdugu spermatogenezin ilk hiicresi, diploid
kromozoma sahip spermatogoniumdur. Pubertenin baglangicinda spermatogonium,
testislerdeki seminifer tubiillerde prolifere olarak, spermatosit olusumuna dogru farklilasir.
Olusan primer spermatositin mayoz boliinme gegirmesiyle iki adet sekonder spermatosit
olusur. Gegirilen 2. bir mayoz boliinme sonrasinda da dort adet spermatid hiicresi olusur.
Spermatid gecirdigi matiirasyon asamasindan sonra spermatozoa halini alir. Insanlarda
birinci mayozun baslangicindan primer spermatosite kadar olan farklilasma ve olgun
spermatositin olusumu yaklasik alt1 hafta siirer. Bir spermatozoanin matiirasyonu ancak
disi tireme kanallarinda tamamlanabilmektedir (50).

Gametogenesis ilkel erkek ve disi hiicrelerinin gelisip olgunlagmasidir. ilkel erkek
cins hiicrelerinin gelisip olgunlagsmasina spermatogenesis adi verilir. Spermatogenesis bir
gelisme olgusu olup farklilagmamis ilkel erkek cins hiicrelerinin ileri derecede
farklilasmis spermiumlara doniismesi olayidir. Spermatogenesis li¢ agsamada gerceklesir:
Spermatositogenesis, mayoz, spermiogenesisdir.

Seminiferiis tubullerin alt tabakasinda bulunan spermatogonial kok hiicreleri bulunur ve
puberta oOncesinde spermatogonia olarak ifade edilir. Puberta sonrasinda ii¢ temel
kategoride smiflandirilir. Bu smiflandirma spermatogonia olarak ifade edilir. Ilk ikisi
farklilasmamis spermatogonia olarak tanimlanirken digeri ise olgun spermatozoa

olusturmak {izere spematogenesis dongiisiine girer (50,51).
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Gametogenezde germ hiicreleri 6nce proliferasyon, arkasindan hiicre siklusunda bir
miiddet duraklama ve devaminda hiicre farklilasmasi agsamalarin1 gegirir (52). Dogumdan
sonra yeniden c¢ogalma baslayarak, spermatogonial stem cell’leri olusturur ve bunlar

arasinda da bazilar1 10. giinden itibaren aktifleserek farklilasir ve mayoza girer (53).
4.3. GERMINAL HUCRELER VE SPERMATOGENEZ

Sperm iiretimi olduk¢a uzun ve karmasik bir siirectir. 72 giinliik sikluslar halindeki
insan spermatogenezi pubertede baslar, yasam boyunca siirer. Germ hiicrelerinin ¢esitli
asamalardan gectikten sonra sperm hiicresi haline gelmesi "spermatogenez" olarak
adlandirilir. Bu siire¢ i¢inde germ hiicreleri mayoz bdoliinme sonrasi 46 kromozomlu
diploid halden 23 kromozomlu haploid hale gelirler ve yine 23 kromozom igeren haploid
yumurta hiicresi ile birleserek yine 46 kromozomlu yeni bir bireyin olusmasia olanak
saglar. Spermatogenez proliferasyon fazi, rediiksiyon-bolinme fazi ve farklilasma fazi
olmak {izere li¢ asamada incelenir. Her asamada hiicreler spermatogonia, spermatosit,
spermatid gibi farkli isimler alirlar (54, 55,56,57).

Testis dokusu, i¢cinde kan damarlari, sinir lifleri ve kas hiicreleri igceren bir kapsiil
tarafindan g¢evrelenmis (skrotum) bir yapinin i¢indedir. Spermatogenez, testiste seminifer
tiibiillerin iginde gerceklesir. Her bir testis i¢cinde yaklasik 500 seminifer tiibiil bulunur ve
tek bir tiibiiliin uzunlugu 30-70 santimetredir. Seminifer tiibiiller testis hacminin yaklagik
%80-90'm1 olustururlar. Bu nedenle testis hacmi kabaca sperm iiretim potansiyeli
hakkinda fikir verir (58,59,60, 61).

re<Clurm

was deferens

Sekil 1-Erkek tireme sistemi anotomik yapisi (54).
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Seminifer epitel farkli tip hiicre gruplari icermektedir. Germ hiicreleri sperm
yapimindan sorumluyken sertoli hiicreleri germ hiicrelerinin etrafinda destek dokusunu
olustururlar. Testislerde bulunan bir diger hiicre tiiri de erkek seks hormonu olan
testosteron yapimini saglayan Leydig hiicreleridir. Seminifer tiibiil i¢inde spermatogenezin
tim asamalarindaki Onciil hiicreleri bulunur. Farklilasma fazini tamamlayan hiicreler
seminifer tiibiil icine salinirlar. Bu nedenle testisin farkli kesimlerindeki alanlarda
gelisimin degisik evrelerindeki sperm iiretimi devam eder.

Germinal hiicreler; spermatogonyum, spermatosit, spermatid ve spermatozoonlardir
(56, 58,61).

Bunlar primordial germ hiicrelerinden kdken alan gonositlerden kaynagini alirlar. Hem
digside hem de erkekte ilk primordial germ hiicreleri 4. haftada endodermal duvarda
geliserek gonad taslaklarina dogru yol alir. Gonadlarin olugmasini isaret eden ilk belirtiler
5. haftada baslar. Seminifer tiibiil bazal membrani {izerinde oturan spermatogonyumlar,
kiiglik diploid germ hiicreleridir, puberteye kadar boliinmezler (61,62,63,64). Dogumdan
onceki dénemde ortaya ¢ikan germ hiicrelerinde ii¢ tiir spermatogonyum gelisir. Bunlar
actk tip A (Ap), koyu tip A (Ad) ve B tipi spermatogonyumlardir. B tipi
spermatogonyumlar  primer  spermatositlerle  siireklilik saglar. Yani tip B
spermatogonyumlarin son mitoz bdliinmesinden sonra primer spermatositler ortaya ¢ikar.
Gonositlerden iireyen ilkel spermatogonyumun ileri derecede 6zellesmis Spermatozoon
haline gelinceye kadar ge¢irdigi siirece spermatogenez denir.

Spermatogonyumlar, acik veya soluk A tipi spermatogonyumlar B tiplerinden daha
azdir. Oval veya yuvarlak sekilli bu hiicreler her zaman bazal lamina {izerine otururlar.
Hiicre sekline uyum gosteren yuvarlak veya oval ¢ekirdegi ince kromatinlidir. Genelde tek
bir nukleolus goriiliir. A tipi spermatogonyumlarin sitoplazmasinda organeller dagmiktir.
Acik A tipi spermatogonyumlar yedek hiicrelerdir. Gerektiginde spermatogenezi baglatmak
icin devreye girerler (55,56,58,64).

Koyu A tipi spermatogonyumlarin bir tiirii de bazal lamina ile baglantilar1 en ¢ok
olan, uzamis spermatogonyumlar olarak tarif edilmistir. Bunlar koyu bazofilik boyanan,
oval heterokromatik nukleuslara sahip, kii¢iik hiicrelerdir (63,64). Seminifer epitelyumun
kok ya da rezerv hiicreleri olarak degerlendirilirler (63,64,65). Diizensiz araliklarla
boliinerek, hem yeni tip A spermatogonyumlari, hem de agik tip A hiicreleri meydana

getirirler (63,64,65). Sitoplazmik organeller agik tiplerden pek farkli degildir.
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Spermatogonyumlarin en ¢ok bulunan tipi B tipi spermatogonyumlardir. Bunlar da
bazal lamina iizerine otururlar. Fakat bazal lamina ile baglantilart daha azdir. Hiicrelerin
¢ekirdegi merkezi olarak yerlesmis ve yuvarlak sekillidir. Cekirdekte bir ya da iki koyu
boyanan ¢ekirdekcik bulunur. Sitoplazmada diger A tiplerine gore daha fazla ribozom
bulunur. Oval yerine yuvarlak olan nukleuslari disinda acik tip A spermatogonyumlara
benzerler. Mitozla boliinerek primer spermatositleri meydana getirirler. Soluk veya acik A
tipi spermatogonyumlar kok hiicrelerdir. Bunlar boliinerek hem yeni soluk A tipi
spermatogonyumlar1 yaparlar hem de koyu tip hiicreleri olustururlar. Koyu A tipi
hiicrelerde B tipi hiicreleri olusturmak i¢in bdoliiniirler. B tipi spermatogonyumlarin son
mitotik béliinmelerinden sonra primer spermatositler ortaya ¢ikarlar. Ilk ortaya cikan
primer spermatositlerin uzun profaz donemleri oldugundan artan bir yogunlasma
gosterirler. Bu hiicreler mayoz boliinmenin preleptoten, leptoten, zigoten, pakiten ve
diploten sathalarini gecirerek sekonder spermatositlere doniisiirler. Bunlar de ikinci bir
mayoz boliinme gegirerek haploid kromozom setine sahip olan spermatidleri olustururlar.
Spermatidler herhangi bir bdliinme gegirmeden, bir seri degisiklikler gecirerek
spermatozoonu, onlar da tipik sekilli eriskin spermleri meydana getirirler. Spermatositler
de birbirleri ile sitoplazma kopriileri araciligr ile baglidirlar. Bu 6zellikler spermatidlerde
de devam eder. Boylece kardes hiicrelerle birlikte davranmak igin fiziksel bir siireklilik
saglanir (55,57,63,64,65).

B tipi spermatogonyumlar, mayoz boliinme gegirecek olan spermatositlere doniistirler.
Spermatidler spermatositlerin ikinci mayoz bdliinmelerinden sonra haploid kromozoma
sahip spermatidler olusur. Erken donemde spermatidler nispeten kiiciik, kiiresel sekilli
hiicrelerdir. Nukleuslar1 ince kromatinlidir, arada yogun kromatin yumaklar1 vardir.
Nukleus kisa siirede daha da kiigiiliir. Sitoplazmada daginik diiz endoplazmik retikulum,
kiiciik ve perifere dizili, yuvarlak, kristas1 belirgin olmayan mitokondriumlar ve iyi
gelismis golgi kompleksi goriiliir. Graniilli endoplazmik retikulum azdir. Kiigiik ve hiicre
zar altinda dizilmis mitokondriumlar spermatid sitoplazmasinin taninmasini kolaylastirir
(55,56,57,63,64,65).

Nukleus yakininda tipik, kitle halinde kromatin cisimcigi goriiliir. Bu yap1 diizensiz,
koyu, fibrilli ve graniillii sahalar igerir, riboniikleoproteinden zengindir. Cekirdek ve
sitoplazmasinda bir seri degisiklikler gosteren spermatidde, birbirini takip eden fazlar

izlenir. Spermatid olgunlagsmasi sirasindaki degisiklikler tiirlere gore farkliliklar gosterse
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de genel ozellikleri ile hemen hemen aynidir. Spermatiddeki degisikler sonucu olusan tiire

0zgii genetik 6zellikleri tagiyan hiicre spermiyumdur (55,58,64,65).

(D) Cross section of a semniferous tubule
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Sekil 2: Spermatogenes ve Seminifer Tiibiil (64).

4.4. LIM15 /DMC1 GENI

Sperm hiicreleri mayoz boliinme ile ¢ogalan hiicreler olup mayoz béliinmenin testis
dokusunda aktif oldugunun gosterilmesi azoospermik erkeklerde sperm olusumunun olup
olmadig: ile ilgili 6nemli bir belirtegtir. Bu anlamda mayoz béliinmede goérev alan
proteinlerin belirlenmesi sperm iiretimi ile ilgili onemli bulgular vermektedir (66).

DNA tamir sisteminde 100°den  fazlagenrol oynar ve bu genlerin
kodladigi proteinler tamir  mekanizmalarinda  gorev  alirlar  (67). DNA  tamir
mekanizmasinda goérevli olan proteinlerden olan RecA proteini rekombinasyonel bir
degis tokus islemi ile hasarsiz komplementer zincirde bulanan diziyi transfer eder.
Okaryotlarda iki tip Rec A gibi rekombinasyon yapan protein mevcuttur: Lim15 ve
Rad51. Bunlardan Rad51 hem mayotik hem de somatik hiicrelerde eksprese olur ve DNA
tamir mekanizmasinda fonksiyonu vardir. Lim15 ise mayoz asamasinda rekombinasyona

dayali DNA sentezinde gérev alan bir proteindir. Okaryotlarda yapilan ¢alismalar Lim15
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proteinin sadece mayoz boliinmeye spesifik hiicrelerde ifade edildigini gostermis ve Lim15
proteinin  RAD51 proteini ile mayoz asamasinda isbirligi yaptigimi ortaya
cikarmistir.(4,68,69).

Liml5 proteini mayoz asamasinda DNA sentezinde ve mayotik rekombinasyonda
gorevli olan bir proteindir. PCNA hem somatik hiicrelerde hem de mayotik hiicrelerde
ifade edilmektedir. Bu iki proteinin ifadesi mayoz boliinme i¢in kritik bir 6neme sahiptir.
PCNA ifadesi yeni bir calismada hastalarin gonadotropin tedavisine cevap verip
vermedigini tespit etmek i¢in de kullanilmistir. Lim15 ve Pcna ifadesi incelenerek
hastalarin gonadotropin tedavisine tepki verip vermedigi hakkinda bir kaniya varilabilir

(4,70).

4.5. GEN VE GEN iFADESININ DUZENLENMESI

Gen, bir kromozomun belirli bir kismini olusturan niikleotid dizisidir. Kromozomun
kesitleri olan genler birbirinden c¢ok farkli islevlerde ve biiylikliiklerde (uzunluklarda)
olabilirler. Genlerin biiyiikliikleri ve islevleri her zaman dogru orantili degildir (71).

Gen, genom dizisinde yeri tanimlanabilen, transkripsiyonu yapilan, diizenleyici
velveya fonksiyonel bolgeleri olan bir bolgedir (72,73). Gen regiilasyonu ve
transkripsiyonun karmasikliklarint igeren, yeni ve 6z bir tanima gére gen; ayni siniftan
(protein veya RNA) islevsel tiriinler sifreleyen, potansiyel olarak birbiriyle ortiisen, genom
dizilerinin birlesimidir (74).

Gen yapisi; 5 translasyona ugramayan bdlge agik okuma cergevesi ve bir 3’
translasyona ugramayan bolge igerir (75). 5° UTR bélgesinde bulunan promoter kismi
gelisimsel ve dokuya 6zel kontrol altindadir ve geni ¢alisir duruma getiren bolgedir. Yine
5> UTR bolgesindeki diizenleyici bolgenin geni aktive etmek, diizenlemek ve
transkripsiyonu belirlemek gibi gorevleri vardir.

Gen ifadesinin  diizenlenmesi ya da  gen  ifadesinin  denetimi,
hiicrelerin ve viriislerin genlerindeki bilgiyi gen iiriinlerine ¢evirmesini kapsayan siiregler
icin kullanilan bir terimdir. Islevsel bir genin iiriinleri RNA veya protein olabilir. Bilinen
mekanizmalarin en temeli protein kodlayan genlerin diizenlenmesidir (76). Gen

diizenlenmesi, hiicrenin ihtiyaci oldugunda proteinlerin sentezlenmesine izin vererek bir
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canliin degiskenligini ve uyumunu artirabildigi i¢in; viriisler, prokaryotlar ve okaryotlar
icin gerekli bir isleyistir.

Genden polipeptide dogru birgok basamak bulunmaktadir. Bir genin transkiripsiyonun
baslamasi regiilator elemanlarin promoter’in ve bolgedeki 6zgiil dizilerle iliski kuran
transkripsiyon faktorleri denilen proteinlerin etkisi altindadir. Bir genin transkripsiyonunu
kodlayan dizinin 5’ ucundaki kromozomal DNA da bulunan transkiripsiyon baslangi¢
bolgesi ile baglar ve kromozomda ekzon ve intronlar boyunca kodlayan dizilerin sonuna
kadar birka¢ yiiz baz ¢iftinden bir milyondan fazla baz ¢iftine kadar devam eder. Primer
RNA transkiriptinin 5’ ve 3’modifikasyonlarindan ve introna karsilik gelen kisimlarin
cikartilmasindan sonra ekzona karsilik gelen parcalar birlestirilir. Buna splicing ad1 verilir.
RNA splicing ten sonra olusan mRNA niikleustan stoplazmaya tasinir ve kodlanmis olan
polipeptidin aminoasit dizisine g¢evrilir. Bu karmasik islemin her evresi hataya aciktir.

Okaryotlarda gen anlatimi su asamalarda gerceklesmektedir ( 76,77):

o Transkripsiyon
o Translasyon
o Translasyon sonras1 modifikasyon

4.5.1. Transkripsiyon

Transkripsiyon (yazilma - yazilim), DNA'y1 olusturan niikleotit dizisinin RNA
polimeraz enzimi tarafindan bir RNA dizisi olarak kopyalanmasi siirecidir. Protein
kodlayan DNA durumunda, transkripsiyon, DNA'da bulunan genetik bilginin (bir mesajci
RNA araciligiyla) bir protein veya peptit dizisine c¢evirisinin ilk agamasidir. RNA'ya
yazilan bir DNA pargasma "transkripsiyon birimi" denir (76,78). Transkripsiyonun
baglamas1 icin RNA polimeraz II genel transkripsiyon faktorleri adi verilen proteinlerin
yardimina ihtiya¢ duyar. Transkripsiyon faktorleri olmadan RNA polimeraz II 6karyotik
promoter bolgesine dogrudan baglanamaz ve transkripsiyonu baglatamaz. Transkripsiyon
faktorleri TFII genel ismine sahiptirler ve TFIIA, TFIIB ve TFID seklinde
adlandirilmiglardir. Transkripsiyonun baslamasindaki ilk olay TFIID protein kompleksinin
TATA kutusuna baglanmasidir. TFIID bir multi-protein kompleksidir ve sadece komleks
icerisinde bir polipeptit olan TBP ,TATA kutusuna baglanir (78,79). DNA ya TFIID ‘nin
baglanmas1 gerceklestikten sonra sirastyla TFIIA ve TFIIB ye baglanir. Bu asamada TFIIF
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ile kompleks olusturmus olan RNA polimeraz II baglanir ve bu baglanmay:1 TFIIE, H ve J
gibi diger li¢ transkripsiyon faktorii hizli bir sekilde komplekse baglanir. Bu protein
kompleksi transkripsiyon baglama kompleksi olarak adlandirilir (76,79).

Sekil 3: Transkiripsiyon ve Transkripsiyon faktorleri baglanma agsamalari (76)

4.5.1.1.Zincir uzamasi ve sonlanmasi

RNA zincirinin uzamasi, sonlanma gerceklesinceye kadar devam eder. RNA polimeraz
Il tarafindan bir protein kodlayan genden sentezlenen RNA molekiilii onciil transkript

olarak adlandirilir. Prokaryotlardaki durumun aksine Okaryotik protein kodlayan genin
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oncil transkripti translasyona hazir olgun MRNA olusturmak i¢cin RNA islenmesi islemine

tabi tutulur (80,81).

4.5.1.2. RNA islenmesi

Transkripsiyon sonucu mRNA, tRNA ve rRNA gibi ¢esitli tipte RNA molekiilleri
iiretilir. Okaryotlarda mRNA, RNA polimeraz II enzimi tarafindan uzun bir &nciil olarak
(6nctil-mRNA) sentezlenir. RNA islenmesi 6nciil RNA nin olgun RNA ya doniistiiriilmesi
islemidir. Bu islem RNA ya baslik yapisinin takilmasi, poliadenilasyon ve RNA splicing

islemlerini igerir (82).
4.5.2. Translasyon

Translasyon, transkripsiyon sonucu olusan mMRNA'lardaki koda uygun olarak
ribozomlarda gergeklestirilen aminoasit zinciri veya polipeptit sentezi siirecidir, daha
sonra Uretilen amino asit zinciri veya polipeptit uygun bir sekilde katlanarak etkin bir

protein haline gelir. Translasyon, protein biyosentezinin ilk asamasidir (83).

Translasyon hiicrenin sitoplazmasinda gergeklesir. Sitoplazmada bulunan iki ribozom alt
birimi translasyon sirasinda MRNA zincirinin 5' ucuna baglanir. Ribozom iizerindeki
baglanma bolgelerinde, MRNA'daki baz tigliilerini (kodon) tRNA'daki tamamlayicilart
olan antikodonlara baglar. mMRNA'daki kodonlara karsilik gelen antikodonu
bulunduran tRNA'larin art arda eklenmesi sirasinda tRNA'min 3' ucuna baglanmig
olan amino asitler birbirine baglanarak polipeptit zincirini olusturur. Translasyon {i¢

asamada gergeklesir: baglama, uzama ve sonlanmadir (84).

4.5.2.1. Baslama

Translasyon (protein sentezi), oOkaryotlarda metionin ile baslamaktadir. Protein
sentezini baslatmada 6zel tek bir tRNA gorev yapar ki o da formilize olmus metionini
tagiyan f-met tRNA'dir. Bu transfer RNA, ayn1 zamanda, kendi antikodon bdlgesindeki
bazlar (UAC) yardimiyla, mRNA {izerinde sirada bulunan ve metioninin kodonu olan
AUG'yi taniyarak kovalent olarak baglanir. Hiicrelerde, genellikle, iki tiir tRNA, metionini

spesifiye eder. Bunlardan biri, internal pozisyonda bulunan metionini tanir ve onunla
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baglanir (met tRNA). Digeri ise, formilize olmus metioninle bag kurar (f-met tRNA).
Ancak, bunlardan sadece f-met tRNA baslatmada rol alir ve 6nem tasir. Ayni zamanda,
baslatma faktorleri (IF), f-met tRNA'y1, ve uzatma faktorleri de (EF), met tRNA'lar
tanirlar (85).

30 S ribozomal serbest alt {inite 6nce baslatma faktorii (IF-3) ile baglanir. Bu faktor, 30
S'lik alt tinitenin, mRNA'nin 5' -ucuna ve AUG kodonuna baglanmasini giiven altina alir.
IF-3 olmadan 30 S alt {inite mRNA ile baglanamaz. Boylece, 30 S'lik alt iinite mRNA'nin
5' -ucundaki AUG kodonu ile baglanmis ve protein sentezi i¢in giivenli ilk adim atilmig
olur. Bu asamadan sonra, baslatma faktorlerinden olan IF-2, f-met ,tRNA ile baglanarak
bunu, ribozoma getirmede gorev alir. Bununla beraber, reaksiyonda gerekli olan enerjiyi
saglayacak olan GTP'de ribozoma getirilir. F-met tRNA gelmeden ve 50 S'de birlesmeden
once, gorevi sona eren IF3 ayrilir ve hidrolize olan GTP'de GDP'ye doniistiiriilii. mRNA,
30 S'lik kiiciik alt tinite ile birlestikten sonra IF-3 hemen ayrilir. 30 S alt iinitede P-
bolgesinde sirada bulunan ve IF-2 ile baglanmis olan f-met tRNA'nin antikodon
bolgesindeki bazlar (UAC), mRNA'da sirada bulunan kendine ait olan kodon (AUG) ile
birlesir. Bu iki bolge birbirine komplementerdir. Boylece, P-bolgesinde f-met tRNA 1.
amino asiti (aal) ve A-bolgesini de 2. amino asiti (aa2) tasiyan tRNA isgal etmis olur.
Bundan sonra, P-bolgesindeki f-met ile, A-bolgesinde tRNA'ya bagli bulunan 2. amino asit
arasinda peptid bagi kurularak P bolgesindeki aal (f-met) A-bolgesine transfer edilir ve aal
ile aa2 birlesir. Bu suretle, A-bolgesinde tRNA'nin 3' -CCA ucunda iki amino asit bagl
bulunmus olur. ki amino asit arasinda peptid bagmm kurulmasini peptidil transferase

enzimi katalize eder (86).

Sekil 4: Protein sentez ve agsamalari (86).
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Baslatma kompleksi olustuktan sonra ikinci amino asitin kodonla birlesmesi, zincir
uzamasinin ilk adimini da olusturur. Bu periyot baslica 3 kisimdan meydana gelir (86).
45.2.1.1. Kodon tanima: Bu asamada, yukarda belirtildigi gibi mRNA iizerinde siraya
giren ve ii¢ bazdan olusan kodonla bu kodonun temsil ettigi amino asitle birlesen tRNA'nin
antikodon bolgesi arasinda, bunlarin komplementer olmasi nedeniyle, karsiliklt baglar
kurulur (87).
4.5.2.1.2. Translokasyon: 70 S'lik ribosomda P- ve E-bolgeleri bosaldiktan sonra, A-
bolgesinin de bosalmasi ve buraya 3. amino asiti baglayan tRNA'nin gelmesi gerekir.
Bunun igin, A-bdlgesinin serbest kalmas1 lazimdir. Iste bu 6nemli olay, 70 S'lik ribozomun
mRNA tizerinde bir kodon boyu kaymasi (5' - 3' yonde) ile gerceklesir. 70 S'lik ribozom,
MRNA {izerinde sadece bir kodon boyu kaydiginda A bolgesi, MRNA iizerindeki bitisik,
yeni bir amino asitin kodonuna gelmis olur. Boyle bir hareket olurken, P bolgesindeki
AUG kodonuna bagli olan ve amino asit tasimayan tRNA disan itilerek serbest kalir ve
AUG kodonundan ayrilir. Serbest kalan tRNA once 50 S alt iinite iizerindeki E bolgesine
gelir ve buradan da diger bir amino asitle baglanmak i¢in tekrar sitosola doner. Bu kodona
ait amino asitleri, aminoagil sentetaz aktive ederek kendine ait tRNA ile baglar. Bundan
sonra, EF-Tu ve GTP ile baglanan aminoagil tRNA kompleksi, kodonla birlesir (88,89).
Ribozomlar, ayni anda, hem EF-Tu ve hem de EF-G ile iligkili kuramazlar. Bu faktorler
ribozomlara sira ile baglanirlar. Birinin fonksiyonu bitip kompleksten ayrilirken digeri,
reaksiyona katilir (89).
4.5.2.1.3. Transpeptidasyon: Transpeptidasyon, peptidil bolgesindeki tRNA'ya bagh
amino asitler ile A-bolgesindeki yeni gelen, tRNA'daki amino asitin karboksil ve amino
terminal uglar1 arasinda peptid bagi kurulmasi olayidir. Bu reaksiyonu peptidil transferase
enzimi katalize eder. Bu reaksiyon sonunda, P-bolgesindeki amino asitler, A-bolgesindeki
yeni gelen amino asitle birlesirler (90). Bdylece zincir uzamasi devam eder. Her

translokasyonda siraya bir amino asit katilmis olur.
4.5.2.2. Bitis (terminasyon)

Protein sentezini sonlandirmada mRNA tzerinde 3 kodon etkili olur ve bunlara

terminasyon kodonlari (stop kodon) ad1 verilir (UAG, UAA ve UGA).
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Eger, mRNA iizerinde bulunan bu kodonlardan biri A-bdlgesine gelirse, polipeptid
zincirine herhangi bir amino asit ilave edilemez. Ciinkii, bu kodonlarin karsiligi olan
spesifik bir amino asit ve tRNA yoktur. Béylece sentez durur. Fakat, polipeptid heniiz
mRNA'dan ayrilmis degildir. Polipeptidin tRNA'dan ayrilmasi, molekiile suyun ilavesi ile
(hidrolizasyon) gerceklestirilir (91).

4.6. Revers-Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

Revers-Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR); hiicrelerden izole edilen
RNA molekiillerinin retroviriislerden izole edilen Revers transkriptaz enzimi yardimiyla
komplementer DNA (cDNA) sentezini  gergeklestirmesi sonucu, gen ekspresyonu
analizlerinin yapilabildigi hizli ve hassas bir yontemdir. Bu yontem ile ¢ok az miktarda
RNA ile olusan mesajlar saptanabilir, ekspresyon miktari1 da tesbit edilebilir. Olusan RT-
PCR iiriinleri klonlamada vektor olarak kullanilabilir, bu tirtinlerden cDNA kiitiiphaneleri
olusturulur ki bunlar daha sonra gen kiitiiphaneleri olarak degerlendirilir. RNA analiz
tekniklerinden; RNA hibridizasyonu, RNaz koruma yontemleri, in situ hibridizasyon ve SI
niikleaz yontemleri ile kiyaslandiginda daha hassas, hizli, giivenilir ve kolay bir yontemdir
(92).

Ters transkriptaz RNAnin ¢ift sarmalli DNA'ya gevirilmesini katalize eden enzimdir.
Bunun i¢in DNA polimeraz ile beraber RNA'dan bir RNA-DNA hibritlesmesinden olusan
cift sarmalli molekiilii sentez eder. Bu molekiilden RNA ipligi ayrilir ve DNA kalip
ipligi olusur. Ters transkriptaz bu kalip ipligi ¢ift sarmalli DNA'ya tamamlar (93,94,95).

mRNAlar tek iplikli yapilarindan dolayr RNaz enzimlerince ¢ok ¢abuk pargalanirlar.
Bu nedenle DNA karsiliklart olan cCDNA lara gevrilirler ve bu halde kullanilirlar. Bir
hiicreden izole edilmis MRNA lar sentezlenen cDNA kopyalar1 klonlanarak cDNA
kiitiiphaneleri olusturulabilir (94,95).

Ters transkripsiyon bir RNA kaliptan tek zincirli bir DNA sentezlenmesidir, buna
RNA yonlendirmeli DNA sentezi (RNA-directed DNA syntesis) de denir. Cogu ters
transkriptaz enziminde bu etkinlige ek olarak DNA yonlendirmeli DNA sentez yetenegi de
olur (95).

DNA'ya bagimli DNA polimeraz etkinligi olmayan, ters transkriptazli viriislerde iki
iplikli DNA'nin olusturulmasi konak hiicre tarafindan kodlanan DNA polimeraz tarafindan
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miimkiin olur. Bu enzim, viral DNA-RNA kompleksindeki RNA'y1 bir primere benzetip iki
iplikli bir DNA sentezler, bu siire¢ sirasinda yeni sentezlenen DNA orijinal RNA kalib1
yerinden ¢ikarir (96,97).

LT FALTR

Sekil 5: Ters Transkriptaz ve agsamalari (95).
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4.7. MAYOZ BOLUNME VE LiM15/DMC1 GENIi

Mayoz boliinme asamasinda bir¢ok proteinin gorev aldigi bilinmektedir. Bu
proteinlerin en 6nemlilerinden biri olan Lim15 mayoz asamasinda rekombinasyona dayali
DNA sentezinde gorev alir. Okaryotlarda Yapilan ¢alismalar Lim15 proteinin sadece mayoz
boliinmeye spesifik hiicrelerde ifade edildigini géstermis ve Liml5 proteinin RAD51
proteini ile mayoz agamasinda isbirligi yaptigini ortaya ¢ikarmistir. Bu iki proteinin ifadesi
mayoz boliinme i¢in kritik bir dneme sahiptir (4).

Mayoz diploid hiicrelerin haploid gamet hiicrelerini vermek {izere bdoliinmeleridir.
Mayoz bir tur DNA sentezini takiben iki tur kromozom segregasyonu ve hiicre
boliinmelerinden olusur. Mitozdan farkli olarak; kromozom sayisinin yariya diistiigii
spesifik bir hiicre dongiisiidiir. Ureme hiicrelerinde meydana gelir. Her bir kromozom
ciftinden sadece bir tanesini tagiyan hiicreler meydana gelir. Mayoz boliinmede bir diploid
niikleusun birbirini takip eden 2 niikleer boliinmesi sonucu dort haploid niikleus olusur
(98). Mayoz birbirini izleyen 2 hiicre dongiisiinden ibarettir;

a. Mayoz |
b. Mayoz Il

Mayoz I, mitoza benzer sekilde S doneminden sonra baslar. Parental kromozomlar
kardes kromatidler olusturmak {izere replike olurlar. Ancak mayoz I’de kromozom
ayrilmasi mitozdan farklidir. Homolog kromozomlar birbirleriyle ¢ift olustururlar ve
ardindan yavru hiicrelere ayrilirlar. Olusmus olan kardes kromatidlerde bir ayrilma
gbzlenmez. Mayoz I, herbir kromozom c¢iftinden bir tane olacak sekilde sonlanir. Mayoz
I’t mayoz II izler. Bu donem mitoza benzer. Kardes kromatidler birbirinden ayrilir ve
yavru hiicrelere geger. Mayoz II, 4 tane yavru hiicre olusumuyla sonlanir. DNA
replikasyonunu takiben olusan homolog kromozomlarin ¢ift olusturmasi mayotik
kromozom ayrilmasinin sadece anahtar olayr olmayip paternal ve maternal kaynakli
kromozomlar arasi rekombinasyona da olanak tanir (99). Bu olay mayoz I’in profaz
doneminde meydana gelir. 5 doneme ayrilir;

1. Leptoten
2. Zigoten
3. Pakiten
4. Diploten

29



5. Diakinez

Bu donemler kromozomlarin morfolojisine gore yapilmistir. Homolog kromozomlar
arast iligkinin leptoten doneminde komplementer DNA dizileri arasindaki bazlarin
ciftlesmesiyle saglandig: diistiniilmektedir. Zigoten doneminde ise homolog kromozomlar
aras1 yakin bir iligki baglar. Bu temas bolgesine sinapsis adi verilir. Bu donemde ¢ift
olusturmus kromozomlarin uzunlugu boyunca fermuar benzeri sinaptomenal kompleks ad1
verilen bir protein yapisi meydana gelir (100,101). Bu kompleks homolog kromozomlari
birbirleriyle yakin iliskiye sokar ve pakiten doneminde bunlar uzun bir siire devam edecek
sekilde yan yana dizilis gosterirler. Homolog kromozomlar arasinda rekombinasyon,
pakiten doneminde meydana gelen bu yakin iliski sayesinde gergeklesir (102).
Kromozomlar, ¢aprazlagsmalarin oldugu kiazmata adi verilen noktalarda birbirlerine bagl
olarak kalirlar (103). Bu durum kromozomlarin metafazda dogru bir sekilde dizilmeleri
icin gereklidir. Bu donemde her bir kromozom ¢ifti (bivalent) 4 kromatidden ibarettir.
Diakinezde metafaza gegis olur ve kromozomlar tam olarak kondanse olurlar. Metafaz I’de
bivalent kromozomlar igsi iplik¢ikte dizilirler. Mitozun aksine kardes kromatidlerin
kinetokorlar1 birbirine komsu durumdadirlar ve ayni1 dogrultuda yonelmislerdir. Homolog
kromozomlarin kinetokorlar1 ise igsi iplik¢igin zit kutuplarina dogru yerlesiktir. Sonugta;
aynt kutuptan kaynaklanan mikrotiibiiller kardes kromatidlerle temas ederken, zit
kutuplardan gelen mikrotiibiiller homolog kromozomlara temas ederler. Anafaz I, homolog
kromozomlarin birlestigi kiazmatanin bozulmasiyla baglar. Bunu takiben homolog
kromozomlar birbirlerinden ayrilirken, kardes kromatidler sentromer kisimlarindan
baglantili olarak kalirlar. Mayoz I’in tamamlanmasinda her bir yavru hiicre kardes
kromatidlerinden ibaret bir ¢ift homolog kromozomun bir tanesine sahip olur (104,105).
Mayoz II, sitokinez sonrasinda kromozomlar tamamen kondanse olmadan hemen baslar.
Mayoz I’in tersine; mayoz II, mitoza benzer. Kromozomlar, metafaz II’de kardes
kromatidlerin kinetokorlarina temas edecek sekilde igsi iplik¢igin zit kutuplarindan gelen
mikrotiibiillerle igsi iplik¢ik tiizerinde dizilirler. Kardes kromatidlerin sentromerleri
arasindaki baglant1 anafaz II’de bozulur ve kardes kromatidler zit kutuplara ayrilirlar. Bu

olay: sitokinez izler ve haploid sayida yavru hiicre olusur (106).
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Sekil 6: Mayoz Boliinme ve Asamalari (106).
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5.METARYEL METHOD

5.1 HASTALAR VE KONTROL GRUPLARI

Bu galismada azoospermi teshisi koyulmus 30 infertil hastadan TESE operasyonu
sonucu alinan testis dokular1 kullanilmistir. S6z konusu hastalar TESE operasyonu
gecirmis fakat alinan testis dokusunda sperm hiicresi bulunamamigtir. Diger bir grubu ise
kontrol grubu olusturmaktadir. Kontrol grubu; obstriiktif azoospermik bireylerdir. Bu
gruptaki bireylerde TESE operasyonu gecirmis ve alinan testis dokusunda sperm hiicresi
bulunan 4 erkek bireyden olusmaktadir. Kontrol grubunu olusturmak i¢in TESE
operasyonu gegirecek olan obstriiktif azoospermik bireyler se¢ilmesinin nedeni saglikli
bireylere TESE operasyonu uygulanmak istenmemesidir. Bu nedenle tiip bebek klinigine
infertilite nedeniyle basvurmus olan obstriiktif azospermi teshisi konmus erkek bireyler
secilmistir. Her iki gruptan da TESE operasyonu iiroloji uzmani tarafindan steril ortamda
gerceklestirilmis ve alinan dokular -80 °C de saklanarak yeteri kadar 6rnek toplandiginda
RNA izolasyonu yapilmistir.

5.2. YONTEM

5.2.1. Dokularin Toplanmasi ve RNA izolasyonu

Azoospermi teshisi konmus infertil hastalardan TESE operasyonuyla alinan dokular —
80 °C de bekletilip, yeteri sayida 6rnek toplandiginda RNA izolasyonu yapilmistir. Yontem
dokularin lizis soliisyonu ile parcalanip fenol yardimiyla RNA’nin ekstrakte edilmesine
dayanir. RNA izolasyonunda kullanilan malzeme ve yontemler asagida gosterilmistir.
Malzemeler :
1.TESE dokusu: Yaklasik 50 mg donmus doku sivi azot ile sogutulmus havanda iyice
doviiliir. Uzerine 600 ul Lysis Buffer (icinde 1:100 2-mercaptoethanol olmali) ekleyip
homojenize edilir. Lysis bufferda homojenize edilmis dokular dondurulabilir.
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RNA Lysis Buffer 300 pl 600 pl

Hiicre 5x10° >5x10°

Doku <20 mg <50mg

Tablo 2: Hiicre ve dokularda RNA liziz buffer miktarlari.

2 .Lysis bufferda olan 6rnege 300 pl (%95-100) etanol eklenir ve karistirilir.

3. Karigim kolona aktarilir ve 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir.

4. 400 ul RNA Wash Buffer kolona eklenir ve 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir.
Tipteki s1vi bosaltilir.

5. Hazirlanmis 80 pl Dnase karigimi (5 pul DNase 1, 8 ul 10x Buffer, 3 ul Dnasefree su,
64 ul RNA Wash Buffer) kolonun tam ortasina eklenir ve oda sicakliginda 15 dakika
inkube edilir.

6. 13000 rpm’de 1 dakika gevrilir. Tiipteki s1v1 bosaltilir.

7. Kolona 400 pl RNA PrepBuffer eklenir, 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir. Tiipteki
stv1 bosaltilir.

8. Kolona 700 ul RNA Wash Buffer eklenir, 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir.
Tiipteki s1v1 bosaltilir.

9. Kolona 400 pl RNA Wash Buffer eklenir, 13000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilir.
Tipteki s1vi bosaltilir.

10.Kolon yeni bir 1.5 ml tiipe aktarilir ve kolonun tam ortasina 30 ul Dnase/ Rnase free su
eklenir. 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilir ve RNA -20 °C de saklanir.

11.cDNA sentezi dncesinde Nanodrop ND1000 (Thermo Scientific, USA) ile RNA miktar1
Olctliir ve cDNA sentezinde yaklasik olarak 500 ng RNA kullanilir.

5.2.2. cDNA Sentezi

RNA’nin PCR ile ¢ogaltilabilmesi i¢in cDNA’ya ¢evrilmesi gereklidir. mRNA® lar tek
iplikli yapilarindan dolayr RNaz enzimlerince ¢ok c¢abuk parcalanirlar. Bu nedenle
laboratuvar sartlarinda calisilmalar1 daha zordur ve mRNA molekiilleri DNA karsiliklar
olan cDNA’lara cevrilirler. cDNA, mRNA’larin izole edildigi donemde aktif olan genler
hakkinda bilgi verir. Komplementer DNA (cDNA), mRNA’dan sentezlenen DNA

kopyasidir. Bu reaksiyonda ters transkriptaz enzimi kullanilir. Ters transkriptaz RNA
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bagimli bir DNA polimerazdir. Yani diziyi bir RNA kalibi olmadan sentezlemeye

baglayamaz. RT-PCR yonteminde kalip olarak kullanilan RNA, ters transkriptaz enzimi ile

komplementer DNA’ya cevrilir.

Reaksiyon Icerigi :

1x 6X
DEPC-treatedwater* 7 ul 42 ul
Oligodt 1ul 6 ul
dNTP 10mm 1ul 6 ul
5x RT Buffer 4 ul 24 ul
RibosafeRNaselnhibitor 1ul 6 ul
TetroReverseTranscriptase (200u/ul) |1 ul 6 ul
RNA 5ul X ul

20 ul -

Tablo 3 : cDNA sentez reaksiyonunun bilesenleri

Bir adet tiipe enzim (Tetro Reverse Transcriptase) hari¢ diger tiim bilesenler eklenir ve

RT- olarak kullanilir.

DEPC- treatedwater : RNA ile kullanima uygundur. % 0,1 ¢ lik DEPC ile birlikte

hazirlanmustir.

Program:
o 45 °C de 30 dakika

. 85 °C de 5 dakika

° 4°C
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5.2.3. Real-Time PCR

Real-time PCR teknolojisi DNA’nin ya da mRNA Orneklerinin ¢ogaltimini ve

cogaltim {rilinlerinin miktarinin tek bir tiipte tespit edilebilmesini saglayan bir yontemdir.

Floresan 1s1ma teknikleri kullanilarak Konvansiyonel ’PCR’ yontemi gelistirilmis ve

olusturulan bu yeni teknik gen fonksiyonlarinin tespit edilmesi caligmalarina hiz

kazandirmistir.

Reaksiyon bilesenleri:

cDNA 1/4 oraninda seyreltilir ( 5 ul cDNa + 20 ul PCR suyu).

Bilesenler Hacim Son 10x
konsantrasyon
2x SensiFAST SYBR No-ROX
: 10 ul 1x 100 pl

Mix
10 um Forward Primer 0.8 ul 400nm 8 ul
10 um Forward Primer 0.8 ul 400nm 8 ul
cDNA 2 ul X X
H,O 6,4 ul X 64 ul

Tablo 4: Real-time PCR’ de kullanilan bilesenler ve miktarlari.

. 18 pl mix + 2 pl CDNA

. Her bolge i¢in (Lim 15, PCNA ve ACTB) i¢in 3x mix hazirlanir.
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6. BULGULAR

6.1.RNA IZOLASYONU SONRASI LiM15 GEN MIKTARI VE PCNA
MIiKTARLARININ KARSILASTIRILMALARI

Hasta ve kontrol grubundan alinan doku 6rneklerinden RNA izolasyonu yapilmis ve
Lim15 geninin ekspresyon miktarlar1 hesaplanmistir. Daha sonra PCNA doniistimii yapilip
her iki grupta da ekspresyon miktarlari hesaplanmis ve karsilastirma yapilmigtir. Hasta

gruptaki Lim15 ve PCNA karsilastirilmalari tablo 5°de gosterilmistir.

Hasta grup

Hasta no Lim15 PCNA
1. 0,00527 0,1328
2. 0,00046 0,0106
3. 0,000047 0,0484
4, 0,000153 0,0114
5. 0,00000249 0,00188
6. 0,00000469 0,000164
7. 0,0000126 0,000251
8. 0,000174 0,00998
9. 0,0000472 0,0154
10. 0,0000313 0,000892
11. 0,000576 0,0279
12. 0,00113 0,0141
13. 0,0000222 0,0017
14, 0,0017 0,027
15. 0 0,00658
16. 0,0012 0,0427
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17. 0,0000591 0,0000825
18. 0,0000256 0,00502
19. 0 0,00765
20. 0 0,0993
21. 0,000153 0,00946
22. 0,000177 0,00717
23. 0,0000638 0,00639
24. 0,000769 0,00934
25. 0,00023 0,0142
26. 0 0,0129
217. 0,000177 0,00762
28. 0 0,0312
29. 0,000048 0,00449
30. 0,00121 0,00487

Tablo 5: Hasta grubunun Lim15 ve PCNA miktarlari.

Hasta grubun

Lim15

ekspresyon miktarlarina bakildiginda 30 hastaninda

seviyelerinin birbirine yakin oldugu goézlenmistir. Sadece 5 hasta bireyde ekspresyon

miktart sifir olarak kaydedilmistir. Bu hastalarin ekspresyon seviyeleri belirli bir esik

degerin altinda oldugundan sifir olarak kabul edilmistir. PCNA doniisiimiinde ekspresyon

miktarlarinda 6nemli bir degisiklik gézlenmemistir. Kontrol grubundaki Lim15 ve PCNA

karsilastirilmalari ise Tablo 6 ‘da gosterilmistir.

Kontrol grubu :

Hasta no lim15 PCNA
1 0,00339 0,1714
2 0,00283 0,0918
3 0,00174 0,0948
4 0,00497 0,2081
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Tablo 6: Kontrol grubunun Lim 15 ve PCNA miktarlari.

Kontrol grubunda Lim15 gen ekspresyon miktar1 hasta grubun ekspresyon miktarina

gore daha fazla oldugu goriilmiistiir. Ayrica kontrol grubundaki ekspresyon miktarinin da

4 bireyde de aynmi diizeyde oldugu goriilmektedir. PCNA doniisiimiindeki ekspresyon

miktarinin da hasta grubunun ekspresyon miktarindan fazla oldugu gézlenmistir (Grafik

1).
PCNA Gen Ekspresyonu
0,25
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Q
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& 015
5 ¢ 4 Hasta
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Ornek sayisi

Grafik 1: Hasta ve kontrol grubunun PCNA gen ekspresyonu karsilastirilmalari.
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Grafik 2: Hasta ve kontrol grubunun PCNA miktar1 karsilastirilmalari.

Grafik 1’de hasta grubun PCNA ekspresyon miktarlari ayni / benzer seviyelerde

goriilmektedir. Kontrol grubunda relatif gen ekspresyon miktar1 hasta bireylere oranla

daha fazla ve kontrol grubundaki ekspresyon miktarlarinin kendi aralarinda anlamli bir

fark gostermedigi tespit edilmistir.

LIM15

3,5

2,5
2 mLIM15
1,5

0,5

kontrol hasta

Grafik 3: Hasta ve kontrol grubunun Lim15 gen ekspresyon (miktar) karsilastirilmalari.
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6.2. GEN EKSPRESYON KARSILASTIRILMASI

Hasta ve kontrol doku orneklerin RNA izole edilmis ve RT-PCR yo&temi ile cDNA
elde edilmis ve Real Time PCR ile gen ekspreSyonu incelenmistir. 30 Hasta ve 4
kontrolun gen ekspresyonu ACTB kontrol genine relatif olarak hesaplanmistir.

LIM15 Gen Ekspresyonu

0,006
= *
S 0,005 =
(%]
L
5 0,004
= u
(TN
0,003
5 # Hasta
G}
0,002
‘E [ L M Kontrol
m
T 0001 ® @ * *
* * *
0 L 92000900 ¢ ¢ 000020 %0
0 5 10 15 20 25 30 35

Ornek sayisi

Grafik 4: Hasta ve kontrol grubunda Lim15 geni ekspresyonunun karsilastirilmast.

Garfikte 4’de hasta ve kontrol gruplarinin Lim15 gen ekspresyon miktarlari
gosterilmistir. Burada dikkat ¢eken nokta kontrol grubundaki Lim15 gen ekspresyon
miktarinin hasta gruba oranla daha fazla olmasidir. Lim15 geninin mayoz boliinmede
spermatogenez sirasinda gorev almasindan dolayr sperm iiretimi gozlenen obstriiktif
azospermik hastalarda Lim15 gen ekspresyonunun fazla olmasi yapilan calismanin
dogrulugunu kanitlamaktadir. Ayrica hasta grubunda Lim15 gen ekspresyonunun diger

gruba gore az olmasi ya da hi¢ olmamasi ¢aligmanin dikkat ¢eken noktasidir.
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7.TARTISMA

Infertilite tiim diinyada yillardan beri evli ¢iftlerin en yaygm sorunu olarak
bilinmektedir. Bu soruna ¢6ziim bulmak i¢in ¢ok sayida arastirma yapilmis ve onemli
gelismeler elde edilmistir. Infertilitenin kadin ve erkek kaynakli olmasmin yaninda
aciklanamayan sebepleri de vardir. Erkek kaynakli infertilitenin en énemli sebeplerinden
biri azoospermidir. Azoospermi, menide hi¢ sperm hiicresi bulunmama halidir.
Azoospermi hormonal, ¢evresel ve genetik faktorlere baglhidir.

Canl1 organizmalarda iireme siireci, anne ve babaya ait kromozomlarin birlesmesiyle
kendi genetik Ozelliklerini kazanan zigot ile baslar. Olusan diploid kromozoma sahip
zigot formunun arka arkaya gecirdigi mitoz boliinmeler embriyo denilen ilk canli
taslaginin olusumu ile devam eder. Mayoz diploid hiicrelerin haploid gamet hiicrelerini
vermek {izere bolinmeleridir. Eseyli olarak g¢ogalan canlilarda zigotu olusturacak
gamet hiicrelerinin yapilmasit (gametogenez) ve iireme ana hiicrelerinde kromozom
sayisinin yariya inmesi olayr mayoz ile gergeklesir. Sonucta olusan hiicrelerle iireme
hiicresi (gamet) meydana getirir.

Mayoz béliinme asamasinda bazi proteinlerin 6nemli gorevleri vardir. Bu proteinlerin
en Onemlilerinden biri olan Lim1l5 mayoz asamasinda rekombinasyona dayali DNA
sentezinde gorev alir. Okaryotlarda yapilan galismalar Lim15 proteinin sadece mayoz
bolinmeye spesifik hiicrelerde ifade edildigini gostermis ve Lim15 proteinin RAD51
proteini ile mayoz asamasinda isbirligi yaptigini1 ortaya ¢ikarmustir. Bu iki proteinin
ifadesi mayoz boliinme igin kritik bir 6neme sahiptir. Lim15 geninin spermatogenezde
mayoz boliinme agsamasinda gorev almasi, spermatogenezin olmadigi zamanlarda Lim15
geninin az eksprese olmasi ya da hi¢ olmamasi infertilitede dnemli bir siirectir.  Boylece
Lim15 geninin ekspresyon analizi testis dokusu iginde sperm yapimindan sorumlu mayoz
boliinmenin olup olmadigint ve dolayisiyla spermatogenez potansiyelinin var olup
olmadigini ortaya koyabilecektir. Bunun ortaya koyulabilmesi i¢in ¢alismamiz asagidaki
gibi dizayn edilmistir.

Calismamizda, hasta ve kontrol grubu olarak iki grup olusturulmus ve gruplardan
TESE operasyonuyla testis dokular1 alinarak -80 C de saklanmistir. 1k olarak RNA
izolasyonu gerceklestirilmis, daha sonra cCDNA ya doniisiim yapilmistir. mRNA tek iplikli

oldugundan ve Rnaz enzimlerince kolay pargalanabileceginden bu yontem uygulanmustir.
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Bu yontemde, tek iplikli olan mRNA’ lar cift iplikli DNA molekiiliine ¢evrilerek (CDNA)
izole edilen dokunun aktif olan genleri hakkinda bilgi sahibi olmamizi kolaylastirdi. Daha
sonra real time PCR uygulanmistir. Bu yontem ile elde edilen DNA miktarinin
belirlenmesi i¢in kullanilarak hasta ve kontrol grubundaki Lim15 ve PCNA ekspresyon
diizeyleri karsilagtinnlmistir. Boylelikle ¢alismamiz kontrol edilebilir, tekrarlanabilir ve
saglamasi yapilabilir nitelikte dizayn edilmistir.

Kontrol grubu olarak adlandirilan obstriiktif azoospermi hastalarindaki Lim15 gen
ekspresyon miktar1 ve pcna doniistimii hasta gruba oranla daha fazla oldugu gézlendi. Bu
da Liml15 geninin ekspresyon miktariin mayoz bdliinmeyle iliskili oldugunun
gostergesidir. Spermatogenezde mayoz boliinmenin aktif olmasi ya da olmamasi Lim15
gen ekspresyon miktariyla olgiilebilir. Diger yandan Lim15 ekspresyon miktar1 yiiksek
olan bazi hastalarda Y kromozom mikrodelesyon testi yapildiginda AZF-c bolgesinde
delesyon saptanmaktadir. AZF-a ve AZF-b bolgeleri spermatogenez iizerine hayati 6nemi
varken AZF-c bolgesinin daha ¢ok matiirasyon arresti ile iligkili oldugu bilinmektedir
(39). AZF-a ve AZF-b bolgeleri normal iken yani spermatogenez varken AZF-c
delesyonu nedeniyle meaturasyon arresti s6z konusu olan hastalar mevcuttur. Bu nedenle
hastalar azoospermik olarak degerlendirilmektedir. AZF-c delesyonu bulunan bu
hastalarda ejekiilata bazal olarak mikroskopta bakildiginda sperm hiicresi goriilememekte,
TESE operasyonu sonrasinda hastada sperm bulunabilmektedir.

Calismamizda 1 numarali hastada Lim15 gen ekspresyonun artmis oldugu
goriilmektedir. S6z konusu vaka irdelendiginde azoospermi olmasina ragmen Lim15 gen
ekspresyonunun ¢ok yiiksek bulunmasi tezat gibi goriinmektedir. Bu hastanin ileri
tetkikleri ve Y kromozom mikrodelesyon testi yapildiginda AZFc gen bdlgesinde yogun
delesyon goriilmiistiir. Hastada AZFa ve AZFb normal olarak tespit edilmistir. S6z konusu
hastanin klinik anemnezi alindiginda iiroloji doktoru tarafindan son 2 ay igerisinde GnRH
anologlar1 kullandig1 anlagilmistir. Téim bunlar g6z 6niine alindiginda hastanin Lim15 gen
ekspresyonunun artmasi kendisine verilen tedavinin bir sonucudur ancak hastada AZFc
gen Dbolgesindeki delesyonun varliginin ise olgun sperm yapimma engel oldugu
anlagilmigtir. Dolayisiyla hasta tedaviye cevap vermesine ragmen (Lim15 gen
ekspresyonun artmasi ve mayoz boiinmenin ger¢eklesmesi) azoosperminin devam etmesi

AZFc gen bolgesi delesyonundan kaynaklanmaktadir.
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Calismanin sonucunda Lim15 geninin spermatogenezi predikte edip etmeyecegi
verilen tedavilerin takip edilebilmesi gibi 6nemli avantajlar sagladigi gosterilmistir.
Vakalarin bazilar1 agik TESE yerine igne aspirasyon yontemi ( TESA) kullanildiginda
testin sonuglandirilmast bakimindan herhangi bir olumsuzlukla karsilagiimamistir. Bu
metaryelden de sonug elde edilebilmistir. Boylece Lim15 gen ekspresyonu hastada TESE
operasyonu yerine daha basit yontem olan igne aspirasyonu ile alinarak biiyiik pratiklik

ve kolaylik saglanmustir.
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8.SONUC

Sonu¢ olarak, yaptigimiz caligma ile birlikte infertilite tedavisinde hastalara yol
gosterme agisindan 6nemli bir adim atilmis olacaktir. Lim15 geninin ekspresyon analizi
testis dokusu i¢inde sperm yapimindan sorumlu mayoz boliinmenin olup olmadigini ve
dolayistyla spermatogenez potansiyelinin var olup olmadigint ortaya koyacaktir. Gamet
hiicre olusumu mayoz boliinme ile gerceklestirildiginden Lim15 gen ekspresyonunun
testis dokusunda gerceklestirilmesi gerekliligi s6z konusudur. Bu durum gelistirdigimiz
test yonteminin uygulanabilirlik acisindan en zor (hiz kisitlayici) asamasini teskil
etmektedir, zira hastaya bir invaziv girisim yapilmasini gerektirmektedir. Buna karsin
gelistirilen testle birlikte azoosperm teshisi koyulmus her hasta dogrudan tese operasyonu
yerine igne aspirasyon biyopsisi yapilip takiben bu testler uygulanarak tedavi siireci daha
bilingli bir sekilde siirdiiriilebilinecektir.

Calisma; azoospermik hastalarda sperm iiretiminin olup olmayacagt konusunda
tedaviye yon vermesi acisindan ¢ok onemlidir. Bu ydntem sayesinde hastada sperm
iretiminin varligt ve hastaya verilecek olan tedavinin etkin olup olmayacagi
gozlenebilecektir. Yapilan ¢alismalar gostermistir ki siddetli sperm yapim bozuklugu
bulunan hastalarda ve azoospermi hastalarinda verilen hormonal tedaviler ve yani sira
verilen antioksidan medikasyonlar ya da beslenme ve vitamin takviyeleri hastalarda
sperm yapimini arttirabilmekte ve spermatogenezi indiikleyebilmektedir. Yine yapilan
histopatolojik incelemeler ile de bu hastalarin testis dokularinda spermatogenik odaklar
stimule edilebilmektedir. Tiim bu tedavi yontemlerinin hastada bir cevap bulup bulmadigi
tedavi dncesi ve sonrast Lim15 gen ekspresyon karsilastirmalari ile anlasilabilir.

Glinlimiiz Ureme tibbinda hastalarda tese operasyonu sonrast sperm bulunup
bulunamayacagi veya iiroloji uzmani tarafindan verilen tedavinin yarar saglayip
saglamayacagi 6n goriilemeyen konulardir. Buna ek olarak Lim15 testi sperm fish ve Y
mikrodelesyon testleriyle birlestirildiginde hastalar daha yakindan degerlendirilmis
olunur. Boylece korlemesine degil kisiye 6zel bir tedavi gergeklestirilmis olacaktir. Ayrica
kok hiicre tedavileride hiz kazanmakta bu teknolojide Lim15 yardimci faktor olarak

kullanilabilecektir.
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Lim15 ile ilgili daha 6nce sadece maya (C.cinereus) nin mayoz asamasina bakilmis ve
insan iizerinde herhangi bir ¢alisma liiteratiirde gozlenmemistir. Calismayla ilgili klinik

verinin olmayisi, sinirlt sayida literatiir olmasi bizim ¢alismamizi 6zel kilmaktadir.
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