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1. OZET

Infertilite, ¢iftlerin en az bir yil siireyle, hicbir kontrasepsiyon yontemi
kullanmaksizin, diizenli cinsel iliskide bulunmalarina ragmen, ¢ocuk sahibi olamama
durumudur ve iiretken ¢agdaki ciftlerin %10-15’inde goriilen major bir saglik
problemidir. Erkek faktorii, infertil ¢iftlerin yaklasik olarak %50’sinden sorumludur.
Insan Y kromozomu, spermatogenez icin gerekli olan ve gonadal farklilasmanin
testis yoniinde gelismesi i¢in gerekli olan genleri icermektedir. Bu ¢alismanin temel
amaci, ciddi erkek faktor infertilitesi olan hastalarda ve fertil kontrol grubunda hem
kromozomal anomali hem de Y kromozom mikrodelesyonlarinin frekansini ve tipini
belirlemektir. Calismada 90 infertil hasta, 75 fertil erkek kontrol grubu olarak
incelendi. 90 infertil hastadan 30’u nonobstruktif azospermik, 30’u oligospermik,
30’u ise normospermik infertil hasta idi. Bunlardan 5 azospermik hastada (%16.7), 4
ciddi oligospermik hastada (%13.3), 2 de normospermik infertil hastada (%6.7) Y
kromozom mikrodelesyonu saptandi. AZFc lokusu en fazla delesyona ugrayan bolge
(%63.6) 1di. 10 azospermik, 4 oligospermik, 3 de normospermik infertil hastada
kromozomal anomali tespit edildi. 75 fertil erkek ise genetik olarak normal bulundu.
Sonug olarak ¢esitli kromozomal anomaliler ve Y kromozom mikrodelesyonlari
infertiliteye neden olabilir, bu yiizden infertil hastalara genetik inceleme mutlaka
Onerilmelidir.
Anahtar Kelimeler: Erkek infertilitesi, Y kromozom mikrodelesyonu, kromozomal

anomali.
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2. ABSTRACT
THE DETERMINATION OF THE FREQUENCY OF CHROMOSOMAL
ABNORMALITIES AND Y CHROMOSOME MICRODELETIONS IN MALE
FACTOR INFERTILITY IN TURKISH POPULATION

Infertility is defined as an inability to conceive a child after one year of
regular unprotected intercourse and it is a major health problem affecting about 10-
15% of all the couples. Infertility is due to a male factor in approximately 50% of
cases. Human Y chromosome contains genes necessary for gonadal differentiation
into a testis and genes for full spermatogenesis. The main purpose of this study is to
detect the frequency and type of both chromosomal abnormalities and Y
chromosome microdeletions in patients with severe male factor infertility and fertile
control subjects. This study was carried out in 90 infertile and 75 fertile men. Results
of 90 patients, 30 had nonobstructive azoospermia, 30 had oligozoospermia and 30
had normozoospermia. 5 out of 30 (16.7%) azoospermic patients, 4 out of 30
(13.3%) oligozoospermic patients and 2 out of 30 (6.7%)normozoospermic patients
had Y chromosome microdeletions. AZFc locus (63.6%) was the most frequently
deleted region. 10 cases with azoospermia, 4 cases with oligozoospermia and 3 cases
with normozoospermia had chromosomal abnormalities. 75 men with proven fertility
were genetically normal. As a result, various chromosomal abnormalities and
deletions of Y chromosome can cause infertility, therefore genetic screening must be
suggested to infertile patients.

Key words: Male infertility, Y chromosome microdeletion, chromosomal

abnormality.
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3. GIRIS

3.1. Infertilite

3.1.1. Infertilitenin Tanim

Infertilite, ciftlerin en az bir yil siireyle, hicbir kontrasepsiyon yontemi
kullanmaksizin, diizenli cinsel iliskide bulunmalarina ragmen, ¢ocuk sahibi olamama
durumudur. Daha once hi¢ gebelik olusmamigsa, primer infertilite, canli dogumla
sonuglansin ya da sonuglanmasin, en az bir gebelik olusmussa, sekonder infertilite
denir (1). Infertilite, iiretken ¢agdaki ciftlerin %10-15’inde goriilen major bir saglik
problemidir (2,3). Infertilite olgularinin yaklasik iigte biri erkek, iigte biri kadin ve
ticte biri de her ikisindeki patolojilerden kaynaklanir. Bu nedenle erkek faktorii
infertil ¢iftlerin en azindan %50°sinden sorumludur. Degerlendirme ve tedavide ¢ifti
bir birim olarak kabul etmek ve Onemli bir sorun ortaya cikana kadar paralel
arastirmalar yiirtitmek infertilite degerlendirmesinde ¢ok dnemlidir (4). Diinya Saglik
Orgiitii’niin (WHO) standart tanisal protokolleri kullanarak olusturdugu verilere gore
ise infertil ¢iftlerin %37’sinde kadin faktorii; %8’inde erkek faktorii, %35’inde her
iki faktor birden bulunmus, %5’inde de nedeni belirlenememistir. %15°1 gozlem
sirasinda gebe kalmistir (1). Infertilite nedeniyle incelenen ciftler ¢ogunlukla
subfertildir ve bu subfertil ¢iftlerin cogunda da birden fazla infertilite faktorii vardir.
Bu nedenle ¢iftin incelemesi tiim infertilite faktorlerini aydinlatma yoniinde olmalidir
().

3.1.2. Kadin infertilitesi

Kadin infertilitesi nedenleri %40 ovulasyon bozuklugu, %40 tubal ve pelvik

patoloji, %10 nedeni agiklanamayan infertilite, %10 ise diger nedenlere (anatomik,



enfeksiyoz, endokrin, ¢evresel faktorlere) bagli olusurlar (6). Kadin infertilitesinin
sebebini belirlemede yapilan testler hormon profili, postkoital test (servikal mukusun
degerlendirilmesi), bazal viicut 1sis1 takibi, endometrial biyopsi, luteal faz
progesteron Ol¢liimii  (ovulasyonun degerlendirilmesi), ultrasonografi (USG),
histerosalpingografi-histeroskopi (HSG) ve laparaskopidir (uterus, tuba, over
anatomisinin degerlendirilmesi) (6). Kadinda ilerleyen yasla beraber over rezervi,
overin gonadotropinlere verdigi cevap ve tedavi basarisi olumsuz etkilenir ve
anoploidi orani artar. Daha 6nce termde gebeligi olanlar genital organlarin intrauterin
gelisim i¢in yeterli olabilecegini gosterebilir. Diisiik, postpartum ve postoperatif
komplikasyonlar kadin fertilitesini engelleyebilir. Menstruasyon diizeni ve son adet
tarihi, hipotalamus, hipofiz, overler ve endometrium aksinin diizeni hakkinda bilgi
verir. Tedavi edilmemis hastalarda spontan gebelik olusumunda infertilite siiresi
major bir faktordiir. Bu hastalarda iireme sisteminde organik bir problem ya da germ
hiicrelerinde fonksiyonel bir sorun olabilir. Sistemik hastalik varliginin ve 6zellikle
galaktore, hirsutismus gibi sikayetlerin sorgulanmasi gereklidir. Kadin partnerin
sigara i¢iciligi, bir menstriiel siklusta, gebe kalabilme olasiligini yani fekondabiliteyi
olumsuz yonde etkilemektedir. Operasyon sonrasi olusabilecek adhezyonlardan
enfeksiyonlara kadar genis bir yelpaze olusturan problemler tedaviyi ve sonuglarini
etkileyebilir (7).

Kadinda fekondabiliteyi etkileyen durumlar su sekilde incelenebilir:



3.1.2.1. Oesit iiretimindeki anormallikler (Ovulatuar fonksiyonlar)

Kadin infertilitesinin en sik nedeni olup (%27) oosit iiretimi ile ilgili en sik
rastlanilan durumlar anoviilasyon, oligooviilasyon, over folikiillerinin yaslanmasidir.
Bazi testler kullanilarak oviilasyonunun olup olmadig tespiti yapilabilir (7).

3.1.2.2. Anatomik faktorler (Uterin ve tubal faktorler)

Infertil ¢iftlerin yaklasik %20 sinde tubal ya da peritoneal faktdr sorumludur.
Pelvik inflamatuar hastaliklar, apendisit, septik abortus, 6nceki tubal cerrahi, pelvik
enfeksiyona neden olan rahim i¢i ara¢ kullanimi, Chlamidya trachomatis ile
subklinik pelvik enfeksiyonlar tubal hastalifa katkida bulunurlar. Tubal durumu
degerlendirmek i¢in en ¢ok kullanilan testler HSG ve laparoskopidir (5,7).

3.1.2.3. Servikal Faktorler

Sperm ile servikal mukus etkilesiminin degerlendirilmesi infertilite
incelemesinin bir boliimiinii olusturmaktadir. Servikal mukus spermin penetre
olabilmesi icin gerekli sartlara sahip olmalidir. Spermin gecisine izin verecek olan
preovulatuar mukus ince, berrak, aseliiler, miktar1 artmig ve alkalen oOzellikte
olmalidir (5).

3.1.2.4. immunolojik faktérler

Infertil kadinlarda otoantikor orani fertil kadinlardan cok daha fazla
bulunmustur (%15-45 e karsin %1-4) (7).

3.1.2.5. Genetik nedenler

Turner sendromu, X kromozomu translokasyon ve delesyonu, fertilite ve
fekondabilite ile ilgili genlerdeki mutasyonlar (FSH, LH reseptdr mutasyonu vb.),

galaktozemi gibi enzim eksiklikleri infertilite nedenleri arasindadir (7).



3.1.2.6. Aciklanamayan infertilite

Komplet infertilite degerlendirmesinde spesifik neden tespit edilemeyen
duruma agiklanamayan infertilite denir. Bu hastalarin tedavi edilmedigi takdirde 3 yil
icinde gebe kalma oran1 %30’dur (7).

3.1.3. Erkek Infertilitesi

Infertil ¢iftlerin yaklasik %350’sinde, fertiliteyi saglayacak yeterli sayida
spermatozoa iiretemeyen erkek partnere ait nedenlerden dolayr infertilite (erkek
faktorlii infertilite) gelismektedir (8). Hormon {tiretimindeki bozukluklar, testikiiler
yap1, ejakulasyon ve/veya spermatozoanin kendisi konsepsiyon sansini zit yonde
etkileyebilir (9). Infertil populasyonun %40’ indan kalitatif ve kantitatif sperm iiretim
anomalileri  sorumludur. Vakalarin %60-70’inde azalmig testikiiler sperm
fonksiyonunun kaynagi bilinmemektedir (3). Erkek infertilitesinin nedenleri arasinda
vas deferens obstruksiyonu, fiziksel travma, enfeksiyon gibi nedenler yaninda yasam
stili (obesite, psikolojik problemler, yas, egzersiz, sigara igme) bulunmaktadir (9).
Ayrica varikosel ve endokrin bozukluklar da erkek infertilitesinin ciddi nedenleri
arasinda sayilabilir (3,10). Erkek faktorlii infertilite, sperm sayisi, motilite ve
morfolojisini de i¢eren diizensizliklerle iliskilidir (11). Son zamanlarda, 6zellikle son
30-50 yillik donemde, genel erkek populasyonunda normal erkeklerden alinan
ejakulatin kalitesi ve sperm konsantrasyonunda ilerleyici bir azalma, erkek
infertilitesi insidansinda artma ve testikiiler kanserlerde daha yiiksek bir prevalans
gozlendigi belirtilmektedir. Ayrica, azalmis sperm konsantrasyonu ile malign

hastaliklar arasindaki iligki, infertilitenin ileride gelisebilecek lenfoma, testikiiler



timor ve bazi endokrin kanserlerin habercisi olabilecegi yoniinde oldugu
diistintilmektedir (12).
Erkek infertilitesi nedenleri su sekilde siralanabilir:
1)Pretestikiiler nedenler
a- Hipotalamik hastaliklar:
- izole gonadotropin yetmezligi (Kallmann sendromu)
- Izole LH yetmezligi
- izole FSH yetmezligi
- Dogumsal hipogonadotropik sendromlar
b- Hipofizer hastaliklar
- Hipofiz yetmezligi (Timorler, infiltratif siirecler, operasyon,
151nlama)
- Hiperprolaktinemi
- Hemokromatoz
-Eksojen hormonlar (Ostrojen-androjen fazlaligi, glikokortikoid
fazlaligi, hiper/hipotiroidizm)
2) Testikiiler nedenler:
a- Kromozom anomalileri (Klinefelter sendromu,vs)
b- Noonan sendromu (erkek Turner sendromu)
c- Izole Sertoli hiicre sendromu (SCOS)
d- Gonadotoksinler (ilaglar, 1s1nlama)
e- Orsit

f- Travma



g- Sistemik hastaliklar (bobrek yetmezligi, orak hiicre hastaligi, vs)
h- Defektif androjen sentezi veya aktivitesi
1- Kriptorsidizm
1- Varikosel
3) Posttestikiiler nedenler:
a- Sperm iletim bozukluklari
- Dogumsal bozukluklar
- Edinsel bozukluklar
- Fonksiyonel bozukluklar
b- Sperm motilite veya fonksiyonu bozukluklari
- Sperm kuyrugunun dogumsal defektleri
- Olgunlasma defektleri
- Immunolojik defektler
- Cinsel disfonksiyon
- Enfeksiyon (13)
3.1.3.1. Erkek Infertilitesinde Genetik Nedenler
Erkek infertilitesi, bugiin major bir saglik problemidir ve iiretken ¢agdaki
erkeklerin %40-50’sinde sperm {iretiminde kalitatif veya kantitatif anomaliler
bulunmaktadir (14). Genetik ve ¢evresel 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 (14). Insanlarda erkek infertilitesine yol agan bircok genetik neden
tanimlanmastir (15).

Obstriiktif azospermisi olan hastalar kistik fibroz mutasyonu tasiyabildigi
gibi, nonobstriiktif azospermisi veya ciddi oligospermisi olan hastalarda Y
kromozomu uzun kolunda mikrodelesyon bulunabilir (16). Spesifik gen
mutasyonlarinin testikiiler olusumu, internal ve external genitalya gelisimini ve
spermatogenezi ters yonde etkiledigi bilinmektedir. Genitoiiriner traktusu etkileyen
sendromlar da duktal fonksiyonu ve/veya ejakulasyonu etkileyebilir (17).

3.1.3.2. Erkek Genital Sisteminin Embriyolojisi

Embriyonun kromozomal ve genetik cinsiyetinin fertilizasyon aninda
belirlenmis olmasina karsin yedinci haftaya kadar gonadlarda cinsiyete 06zgi
degisiklikler ortaya ¢ikmamaktadir. Gonadlar {i¢ kaynaktan kdken alir. Bunlar; karin
arka duvarindaki mezodermden koken alan mezotelyum, altindaki mezenkim ve
primordial germ hiicreleridir. Gonadlar 5. hafta dolayinda mezonefroz {izerinde
kalinlagmig bir alan olarak belirirler. Gonadal kabarti denen ¢ogalmis hiicre
topluluguna doniistirler, primer seks kordlar1 denen uzantilarla alttaki mezenkimle
iliski kurarlar. Boylece korteks ve medullas1 olan bir gonad ortaya ¢ikmis olur. Disi
genetige sahip embriyolarda medulla gerileyecek ve korteks overe diferansiye
olacaktir. Erkek genetikte ise korteks gerileyecek ve medulla testise diferansiye
olacaktir. Erkek yonde gelisim icin gerekli olan Y kromozomunun kisa kolunda
bulunan genler cinsiyete 6zgii gelisim icin ¢ok biiylik bir 6neme sahiptir. Ancak
testis belirleyici faktor (TDF) varliginda testikiiler diferansiyasyon olmaktadir,

seminifer tiibiiller de bu sekilde diferansiye olabilmektedir(18).



3.1.3.3. Spermatogenez ve Genetik Kontrolii

Spermatogenez hiicre proliferasyonu, mayoz ve farklilagmasini kapsayan ve
70 giin gibi uzun bir siirede gergeklesen karmagik bir islevdir. Erkek germ hiicre
iretiminde yer alan genetik degisiklikler bazen olumsuz sonuglara yol
acabilmektedir. Bu bulgular siddetli erkek infertilitesinde kullanilan o6zellikle
testikiiler sperm ekstraksiyonu (TESE) ve intrasitoplazmik sperm injeksiyonu (ICSI)
gibi iiremeye yardimci tedavi yontemlerinin uygulanmasi agisindan onemlidir. Bu
nedenle erkek infertilitesi ile iligkili genetik bozukluklarin bilinmesi gerekmektedir
(15).

Spermatogenez, olgun spermatozoanin iiretildigi siirectir ve kromozom sayisi
bu siiregte haploid sayiya indirilir. Seminifer epitelyumda bulunan hiicre tipleri,
farklilasma sirasina gore; spermatogonya, primer ve sekonder spermatosit,
spermatidler ve olgun spermatozoadir. Spermatogonya mitozla bolintr (17).
Spermatogenik farklilasma basladiginda, spermatogonyal kok hiicre mitotik olarak
once Tip A spermatogonyom, ardindan Tip B spermatogonyuma boliiniir.
Preleptoten spermatositleri, 2n sayida kromozomu tasir, bu spermatositlerde bulunan
DNA, normal DNA miktarinin iki katidir (4n), yani her bir kromozom iki kardes
kromatide duplike olmustur. Mayotik profazda, homolog kromozomlar ciftlesir ve
genetik materyal aligverisi gerceklesir. I. mayotik rediiksiyon boliinmesinin metafaz,
anafaz ve telofazinda, ¢iftlesen homolog kromozomlar birbirinden ayrilir ve zit
kutuplara gider. Sonugta iki kardes sekonder spermatosit olusur. Bunlardan her biri
haploid sayida kromozom igerir (23), fakat her bir kromozom iki kardes kromatidden

olustugundan diploid miktarda DNA icerir. Mayoz II’de ise kardes kromatidler kars1



kutuplara ¢ekilir, boylece her bir spermatid haploid kromozom sayis1 ve haploid
miktarda DNA’ya sahip olur. Normal spermatogenez, hipotalamus, pitiiiter sistem,
Leydig hiicreleri, Sertoli hiicreleri ve spermatogenik epitelyumu da igeren birbiriyle
iliskili olaylara baglidir (17). Spermatogenez degisimleri sistemik hastaliklar,
kriptorsidizm, endokrinolojik hastaliklar, seminal yolakta tikamiklik veya
enfeksiyonlar gibi bircok nedenle olusabilir. Insan spermatogenezi bozukluklari,
siklikla (%350 oraninda) idiopatik olarak ortaya ¢ikar ve genetik nedenlerden dolay1
olusabilir. Spermatogenezin hipotalamik/pitiiiter kontroliinde yer alan genlerde
mutasyonlar tanimlanmistir ve bu mutasyonlar hipogonadotropik hipogonadizmin
bazi tiplerinden sorumludur (19,20,21).

Sperm analizi 3-5 giinliikk cinsel perhiz sonrasi alinan ejekulat 6rneginde
yapilir. Semen analizinde optimal bir degerlendirme yapabilmek i¢in birka¢ hafta
aralikla toplanmuis, iki yada {i¢ semen 0rneginin incelemesi yapilmalidir (22).

Bir sperm analizinin WHO’ya gore (1999) normal degerleri su sekildedir:

Voliim : 2.0 ml ya da yukarisi.

pH : 7.2 ya da yukarist.

Sperm konsantrasyonu: 20x10° veya daha tizerinde sperm/ml.

Total sperm sayist Ejakulatta 40x10° veya daha iizerinde spermatozoa.
Motilite : %350 veya daha iizerinde spermin A+B derecesi motilite

veya %25 veya daha fazlasinin A derecesi motilite gdstermesi.

Morfoloji : Kesin kriterlere gore %15 ya da iizeri.
Canlilik : %75 veya lizerinde canli sperm.
Lokosit : 1 milyon/ml.den az. (22)



Sperm morfolojisi giiniimiizde 6nemli bir fertilite potansiyeli parametresi
olarak kabul edilmektedir. ilk kez Kruger tarafindan tanimlanan kesin kriterler
kullanilarak yapilan sperm morfolojisi analizi ise 6zellikle in vitro fertilizasyon
yapilacak adaylarda daha dogru yoOnlendirme yapilabilmesi nedeniyle tercih
edilmektedir. Buna gore %14 lizeri normal fertilite hizlarina sahiptir. %4-14 arasi
daha diisiik, %4 alt1 ise hi¢ ya da ¢ok daha diisiik fertilizasyon hizlarin1 gosterir (23).

Spermiogram sonucunda elde edilen degerler WHO’a (1999) gore su sekilde

siiflandirilir:

-Normospermi: Semende 20milyon/ml iizerinde sperm bulunmasi
-Oligospermi : Semen i¢inde sperm sayisinin 20 milyondan az olmast
-Astenospermi: Ileri hareketliligin %50°nin altinda olmasi
-Teratospermi : Morfolojinin %15 altinda olmas1

-Oligoastenoteratospermi:  Her ii¢ degiskende olan bozukluga isaret eder
-Azospermi Ejakiilatta hi¢ spermatozoa olmamasi
-Aspermi : Hig ejakiilat elde edilememesi (22)

Azoospermi, tlim erkeklerin %1'inde, infertil erkeklerin ise %10-15'inde
izlenir (4). Azoospermi teshisi en az iki kez tekrarlanan ( 15dk, 3000 devir ) santrifiij
edilmis ejakulatta spermatozoa bulunmamasi ile konur, fakat bu yontem ile
oligospermik hastada hastada sperm varsa, spermin fonksiyonel defektini saptamak
oldukca giictiir (4,24).

Idiopatik  nonobstruktif —azospermi veya ciddi oligospermi erkek
infertilitesinde 6zel bir gruptur. A¢iklanmamis infertilite nedenleri basinda idiopatik

nonobstruktif azospermik erkekler (INOA) yer alir, bunlar 6gonadaldir ve primer
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infertilite, diislik testikiiler hacim ve yiiksek FSH seviyesi ile karakterizedir, tiim
bunlar testikiiler lezyonun muhtemelen konjenital oldugunu diisiindiirmektedir (25).
Eger azospermi ciddi intrinsik testikiiler defekte bagli ise, serum FSH diizeyinde
belirgin bir artig goriiliirken, hipogonadotropik hipogonadizmde ise serum FSH
diizeyi normalin altindadir. Azospermik hasta grubunda, atrofik testisi olmayan ve
serum FSH diizeyi normal ya da hafif yiiksek vakalarda testis biopsisi, obstruktif
azospermi ve testikiiler defekti ayirmada en onemli tanisal yontemdir. Serum FSH
seviyesi normalin iki ya da ii¢ katindan fazla saptanirsa, ileri tetkikler germinal
epitelin tamamen harap olup olmadigini belirlemek amaciyla yapilir. Normal ya da
normalin biraz T{izerinde serum FSH diizeyi saptanan azospermik hastalarda
spermatogenik aktivite ve germinal epitelyum hakkinda bilgi edinebilmek i¢in her iki
testisten biopsi almak gerekir. Biopside normal spermatogenezin gosterilmesi ile
herhangi bir seviyede duktal obstruksiyon olabilecegi diisiiniilmelidir (5).
Azospermik infertilite nedeniyle yapilan testis biopsilerinde alinan sonuglar su
sekilde siiflandirilabilir:
1- Germ hiicre aplazisi (Sertoli cell only sendromu): %29 oraninda ortaya ¢ikar.
2- Spermatositik arrest: Maturasyon dizisinde duraklama olan bu durum %26
oraninda bulunmustur.
3- Generalize fibrozis: Biopsilerde %18 gibi bir siklik gostermistir.
4- Normal spermatogenez: Infertiliteye ragmen %27 oraninda normal doku
bulunmustur (5).
Diger yandan, obstriiktif azoospermi ise seminal kanallarda komplet

obstriiksiyon sonucu semende ve ejakiilasyon sonrasi idrarda spermatozoa ve
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spermatogenetik hiicrelerin bulunmamasidir (26). Genital sistem obstriiksiyonu erkek
infertilitesinin diizeltilebilir sebeplerindendir. Duktal sistem obstriiksiyonu tiim
azoospermik hastalarin %40'1nin sebebidir (4). Bu yonden azospermi, tamamen ayr1
bir etyolojiyle bir laboratuar parametresidir (25).

Erkek faktorlii infertilitenin en sik ve diizeltilebilir nedenlerinden biri de
varikoseldir. Genel erkek populasyonunda varikosel insidansi yaklasik olarak %15
olmasina ragmen, infertil erkeklerin 1/3’iinde infertiliteden sorumlu oldugu
gosterilmistir. Varikosel bulunan oligospermiklerde %2 oraninda kromozom
anomalisine rastlanirken, Y kromozom mikrodelesyonlar1 ise vakalarin %6-8’inde
gozlenmektedir. Varikoselektomiden bir yil sonra vakalarin %34-46’sinda sperm
sayisinda %50 oraninda bir artig goriiliir (27).

3.2. X ve Y Kromozomlarinin Karsilastirilmasi

X ve Y kromozomlari mayoz sirasinda DNA degisimini tamamladiklarinda
birbirlerinden bagimsiz gelisim gostermektedirler. Memeli Y kromozomu biiytikliik
olarak X kromozomunun 1/3’i kadar olmakla birlikte, arastirmalar her iki
kromozomda bulunan benzer 19 gen iizerinde yogunlasmistir. X kromozomu kisa
kolu sonunda bulunan genler Y kromozomuna benzerlik gostermektedir. X
kromozomunun kisa kolunun ug¢ bolgesi ile Y kromozomunun ug¢ bdlgesi homolog
yapidadir ve bu bolgeler “psddootozomal bolge” olarak tanimlanmaktadir. X ve Y
kromozomlariin bu bdlgeleri arasinda mayoz boliinme sirasinda “crossing over”
goriilmektedir (28,29,30). Biiyiik inversiyonlarin izlendigi Y’deki mutasyonlar, X’in
daha biiylik bolgeleri ile Y’nin daha kiiciik bolgeleri arasinda rekombinasyona

gotiirmektedir (31).
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3.3. Y Kromozomu ve Fertilite

Insan Y kromozomu, spermatogenez igin gerekli olan ve gonadal
farklilasmanin testis yoniinde gelismesi i¢in gerekli olan genleri igermektedir (17,32,
33). Insan Y kromozomu 60 milyonun iizerinde niikleotid icermesine ragmen, diger
kromozomlara oranla gen sayist en az kromozomdur. Y kromozomu, erkek
karakteristik Ozelliklerinin genetik belirleyicisi olarak rol oynar ve bir¢ok ilging
biyolojik 6zellikler gosterir (31). Y kromozomunun kisa kolu (Yp) ve uzun kolu (Yq)
proximal bolgesi Okromatik bolge iken, Yq’nun distal bdlgesi heterokromatin
bolgesidir ve bu boélgenin uzunlugu degiskendir (29). Y kromozomunun %85’ini
olusturan erkek spesifik bolge; MSY (Y nin erkek spesifik bolgesi), 3 dkromatik (x-
transpoze, x-dejenere, amplikonik) ve bir heterokromatik mozaik zincir tagir. Bugiine
kadar 156 transkripsiyon lnitesi, 78 protein kodlayan gen ve Y kromozomu ile ilgili
27 farkli protein tanimlanmistir (31). Yp ve Yq kollarimin iizerinde sirasiyla
psodootozomal sinir bolgesi, PABY1 ve PABY2 psddootozomal bolgeleri ve X
kromozomu iizerinde ise bunlarin homologlar1 vardir. Bu boélgeler disinda kalan
bolgeler mayotik rekombinasyona katilmaz. Dolayisiyla da bu durum Y
kromozomunun yaklasik %95’ini nonrekombine halde birakir (31,34).
Y kromozomu;
1) psddootozomal sinir bolgesi (PABY)
i1) kisa kol iizerindeki perisentrik bolge (seks belirleyici geni -SRY - igerir)
iii) proximal uzun kol iizerinde bulunan 6kromatik bolge (DY S1)
iv) distal uzun kol iizerinde bulunan heterokromatik bélge (DYZ1)

v) DYZ3
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bolgelerinden olusur (31). DYZ3 bolgesi sentromerik zincirleri biinyesinde
bulundurdugu i¢in Y kromozomunun yasamini siirdiirmesi ve ¢ogalmasi i¢in hayati
oneme sahiptir (31,34). Insan Y kromozomu, ¢ogunlugu tekrar elementlerinden
olusmak iizere, sinirli sayida fonksiyonel genleri igerir, ayrica bazi alfoid tekrarlar,
major insan SINE (short interspersed nuclear element) ve birkac¢ satellit sekans
ailesini icermektedir. Alfoid sekanslar, Y kromozomu sentromeri yaninda
kiimelenmistir ve diger kromozomlardakinden ayrilabilir. Y kromozomu Alu
tekrarlarinin  ¢cogunlugu, genomik Alu sekansi ile olduk¢ca az benzerlik
gostermektedir. Alu sekansi, insan genomunda en fazla bulunan tekrar
elementleridir. Buna karsin Y kromozomu LINE (long interspersed nuclear
elements) tekrarlari, diger kromozomlardaki LINE’lerden ayird edilemez. Bu yiizden
Alu tekrar sekanslari, diger erkek spesifik (heteromorfik) sekanslarla birlikte
gelismektedir (31). Kodlayici olmayan, tekrarlayici DNA’nin fazla olmasindan
dolay1 'Y kromozomunda delesyonlar sik gorilir (9). Y kromozom
mikrodelesyonlari, histolojik olarak Sertoli cell only sendromu (SCOS), matiirasyon
arrestt ve hipospermatogenezi igeren, farkli spermatogenik degisikliklerle
baglantilidir (29,35). Y’ye bagli sekanslar yaninda infertilite sinyal mekanizmasinda
yer alan protoonkogenlerdeki parakrin sistemleri veya mutasyonlari kontrol eden
otozomal genlerle de infertilite olusabilir (31).

3.3.1. Testis Belirleyici Faktor (TDF)

Testis gelisimini belirleyen faktor ya da faktorlerin arastirilmasi sirasinda
birgok gen incelenmistir. Bunlar arasinda H-Y antijeni (Histokompatobilite Antijeni)

ve ZFY (Zinc Finger Protein, Y-linked) geni de vardir. Ancak bugiin i¢in bu
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faktorlerin testis belirlenmesinde rolleri olmadigi kabul edilmektedir. Bipotansiyel
gonadin testis yoniine farklilagsmasi i¢in gerekli olan gen “Y kromozomunun cinsiyeti
belirleyen bolgesi”ndeki (SRY) testis belirleyici faktor (TDF) genidir. Her iki sekilde
de adlandirilan bu gen, farklilasma igin gerekli olmakla beraber yeterli degildir.
Ypl1.3 bandinda tanimlanan ve intronsuz olan SRY ’nin tek exonunun olusturdugu
1.1kb boyutundaki transkriptlerin irettigi proteinler, 204 aminoasit uzunlugundadir
ve HMG-BOX’a ait homolog diziler icerir. HMG (high mobility group)-BOX; ileri
diizeyde korunan DNA baglayici, 79 aminoasitlik bir motiftir. DNA’nin kivrilmasina
yardimc1 olarak, hedef genin aktivasyonu veya supresyonunu ve gendeki
transkripsiyonunun hizlanmasi veya yavaslamasini saglar. 46,XY kadinlarda yapilan
calismalarda X kromozomunun kisa kolu iizerinde (Xp21.2-p22.11) cinsiyet
dontstiiriicii gen (SRVX, X-linked sex reversal locus) adli bir gen haritalanmstir.
Bir hipoteze gore SRY, SRVX’i baskilamak iizere islev gormekte, SRVX ise
otozomal genlerin supresyonunda rol oynamaktadir. Normal 46,XY erkekler ve
47,XXY Klinefelter sendromlu erkeklerde SRY geni SRVX’in aktif tek kopyasi
baskilayabilir, bdylece serbest kalan otozomal lokus testis formasyonunu
gergeklestirebilir. 46,XX disilerde SRVX aktiftir ve otozomal genleri baskilayarak,
bipotansiyel gonadin over yoniinde farklilagsmasini saglar. Eger SRVX, iki aktif
kopya halinde ise SRY, SRVX’in fonksiyonlarini yeterince azaltamayacak ve testis
olusumu engellenecektir. Bu model gonadal farklilasmada X, Y ve otozomal genlerin

birlikte calistigini agiklamaktadir (5, 17, 32,33).
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3.3.2. Azospermi faktorii (AZF)

Germ hiicre gelisimi otozom ve Y kromozomu iizerinde yer alan pek cok
genin kontrolii altindadir. Y kromozomu uzun kolunda, spermatogenezde yer alan
gen ve gen aileleri bulunmaktadir, bunlar germ hiicre gelisimi ve farklilagsmasinda
kritik bir neme sahiptir (14). infertil erkeklerde, Y kromozomu uzun kolundaki (Yq)
mikrodelesyonlar patojenik neden olabilirler (3).

Y kromozomu 7 delesyon araligina ayrilmistir. Bu araliklarin her biri de alt
araliklara (subinterval) ayrilmistir. Insan spermatogenezi kontroliinde yeri olan, Y
kromozomu tizerindeki bir veya bir grup genin var oldugu hipotezi ilk olarak Tiepolo
ve Zuffardi tarafindan 1976 yilinda bildirilmistir (32). Spermatogenezde énemli olan
genler, Y kromozomu uzun kolunda, 5. ve 6. delesyon araliginda, 11.23 bandinda
lokalizedir. Bu bolge azospermik faktor bolgeleri (AZF) olarak bilinmektedir. AZFa
proximal Yqll’de yer alirken, AZFb ve AZFc distal Yql1’de yer almaktadir. Bu
bolgeler birbiriyle ¢akismamaktadir. Bu AZF genleri, RNA baglayic1 proteinleri
kodlarlar ve gen ekspresyonu, RNA metabolizmasi, paketlenmesi, sitoplazmaya
transportu ve splicing regiilasyonunda yer alirlar. 1992’de Vollrath ve ark. Y
kromozomunun 43 aralikli bir delesyon haritasin1 diizenlemislerdir, bu bolgeler Y
kromozomu boyunca uzanan ‘“sequence tagged sites” (STS) denen bdlgeleri
icermektedir  (3,14,32,35,36). Y kromozom mikrodelesyonlari, Klinefelter
sendromundan sonra spermatogenik bozuklugun ve erkek infertilitesinin ikinci en sik
sebebidir (33,37). Bu yiizden AZF delesyonlarinin genetik taramasi erkek infertilite
caligmalarinda  mutlaka  yapilmalidir. Insan Y  kromozomu sekansimin

kesfedilmesiyle, Y kromozom mikrodelesyonlarinin molekiiler mekanizmasinin
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palindromik sekanslardaki benzer pargalar arasinda homolog rekombinasyon sonucu
gergeklestigi anlasilmistir. Bu da Y kromozomunun yeniden diizenlenmeleri veya
delesyonlar1 ile sonuglanmaktadir (33,38). Y kromozomu uzun kolu iizerindeki
mikrodelesyonlar, idiopatik erkek infertilitesinde baz1 vakalardan sorumlu olabilir, Y
kromozom mikrodelesyonlari, genellikle karyotipte bulunamaz ve AZF faktorii
olusturan genlerin kaybindan sorumludur (19,36). Ayrica bu AZF bolgelerindeki
mikrodelesyonlar azoospermi ile oldugu kadar Sertoli cell only sendromundan
hipospermatogeneze kadar degisen farkl testis histolojisi ile de iliskilidir (3).

Her bir AZF bolgesi delesyonu farkli fenotipik etkiler olusturur (10). Sargent
ve ark.nin yaptiklar1 ¢calismada, 4 infertil erkekte AZFa bolgesi incelenmis ve sadece
birinde delesyon tespit edilmistir (39). AZFb bdolgesindeki delesyonlarin ise,
azospermi, oligospermi ve normospermi ile iligkili oldugu bulunmustur. AZFc
bolgesi delesyonlarinin azospermi ve ciddi oligospermi ile iligskili oldugu
gosterilmistir (40). Pek ¢ok vakada AZF bolgesi delesyonlarinin spermatogenez
kaybmna yol actig1 gosterilmistir. U¢ AZF bolgesi iginde en fazla delesyon bulunan
bolge AZFc’dir, bunu AZFb bolgesi izler (41).

Y kromozom mikrodelesyonu, azospermik infertil erkeklerin %9’unda, ciddi
oligospermik erkeklerin ise %]11.6’sinda tanimlanmistir (42). Yani, Y kromozom
mikrodelesyonlari, infertil erkeklerdeki en sik molekiiler genetik neden olmasina
ragmen, azospermik erkeklerin %85’1, oligospermik erkeklerin ise %90’1nda
delesyon bulunmaz. Ciinkii, diger Y kromozom bagimli faktorler, Ornegin

multikopyali gen ailelerinde tekrar sekanslarindaki degisiklikler, Y kromozomuna
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spesifik genlerdeki polimorfizm veya mutasyonlar ve duplikasyon gibi bazi yeniden
diizenlenmeler infertil fenotipe katkida bulunmaktadir (43).

AZF bolgeleri delesyonlarini tetikleyen bir Y kromozomu haplotipi olabilir.
Bundan dolay1, baz1 bireyler daha fazla de novo delesyona yatkin olabilirler. Ileri
baba yasi da Y sekanslar1 kaybini tetikleyebilir (44).

3.3.2.1. AZFa

AZFa bolgesi, yaklasik 1100 kb uzunlugundadir ve tek kopya genleri olan iki
ana aday gen igerir:

a)DFFRY (Drosophila Fat Facets Related Y, USP9Y)

b)DBY (Dead Box Polypeptide Y)

AZFa boélgesinin komplet (tam) delesyonunda AZFa’da yer alan iki genin
iginde bulundugu 792kb’lik kismi uzaklasir. Sadece USP9Y veya DBY’yi igeren
delesyonlar daha az goOriilmektedir. Bu iki genin mutasyonu spermatogenik
bozukluga yol agmaktadir. Cogu AZFa delesyonu birbirinden 800kb uzaklikta olan
10 kb’lik iki tekrar dizisi arasindaki rekombinasyondan kaynaklanir (37). Ayrica
AZFa bolgesindeki biiylimeyi kontrol eden bir genin delesyonunda da kisa boy
izlenmektedir (10).

3.3.2.2. AZFb

AZFb delesyonlar: infertil erkek populasyonunda nadir goriilmektedir, fakat
hasta secim kriterlerine gore insidanst %1-5 oraninda artmaktadir. RBMY1 (Related
Binding Motif of Y) geni AZFb delesyonlarinda aday bir gendir ve tanimlanan ilk
AZF aday genidir. Ekspresyonu testise sinirlidir. Bu gen Y kromozomunun her iki

kolunda yer alan, gen ve psddogenlerin yaklasik 30 kopyasini i¢ermektedir, fakat
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fonksiyonel olan genlerin AZFb boélgesinde Yq’da kiimelendigi diisiiniilmektedir.
Fakat bu bolgede RBMY1 genini etkilemeyen delesyonlar da goriilmektedir. Bunun
nedeni de tekrar dizileri arasindaki homolog rekombinasyon nedeniyledir. AZFb
bolgesi AZFc bolgesi gibi palindromlarda organize olan biiyiik tekrar dizileri i¢eren
bir yapiya sahiptir, fakat bunlarin ¢ogunlugu tek kopya dizileridir. Yine bu bolgede
testikiiler fenotipten sorumlu olan diger bilinen veya bilinmeyen genler olabilir, yani
baska AZFb aday genleri bulunabilir (29,44.,45).

3.3.2.3. AZFc¢

AZF’ler icinde, AZFc ciddi oligospermik ve azospermik hastalar i¢inde,
ozellikle nonobstruktif infertilitesi olan erkeklerde en sik delesyona ugrayandir.
Insan genomik yapisinin giderek anlasilmasiyla, Y kromozomu uzun kolunun
palindromlar1 ve tekrarlar1 iceren ¢ok sayida DNA sekansina sahip oldugu ortaya
konmustur (35,46,47,48,49). Bu karakteristik yapidan dolayr azospermik veya
oligospermik erkeklerde bulunan AZF boélgelerinde delesyonlarin meydana geldigi
diistiniilmektedir (50). AZFc, ana aday geni DAZ (Deleted in Azoospermia)
kiimesidir. Erigkin testisinde transkripte olan ve germ hiicrelerinde eksprese olan bir
gen kiimesidir (22,44). AZFc bolgesi 12 gen ve transkripsiyon uniti icermektedir
(37). AZFc bolgesinde biiylik delesyonlar oldugu gibi, yine bu bdlgede kismi
(parsiyal) delesyonlar da goriilebilir, bu kismi delesyonlar az sayida genlerin ve
transkripsiyon iinitlerinin kaybina neden olabilir (33). AZFc bolgesi, AZFc aday geni
olan DAZ haricinde ¢ok sayida testis spesifik gen ailesi icermektedir. Bu bdlgede

oldukca uzun tekrar dizileri bulunmaktadir ve ¢ogu AZFc delesyonunun 3.5Mb’lik
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bir segment kaybina yol acan iki 229kb’lik tekrar dizileri arasindaki homolog
rekombinasyon sonucu olustugu tespit edilmistir (45).

AZFb ve AZFc boélgelerinin her ikisi birden 24 geni kapsamaktadir (37).
AZFb’nin komplet delesyonu 6.2Mb’lik bir kism1 uzaklastirirken, AZFc’ nin komplet
delesyonu ise 3.5 Mb’lik bir kismu uzaklastirir ve en sik goriilen Y kromozom
delesyon bolgesidir (37). 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 bdlgelerin fiziksel boyutu,
AZFave AZFb i¢in 1-3Mb, AZFc¢ i¢in ise 3Mb olarak tahmin edilmektedir (44).

Kent ve ark.larinin Y kromozomu iizerinde yaptiklar incelemelerde, ilk defa
AZF b ve AZFc arasinda dordiincii bir bolge olan AZFd tanimlanmistir. Bu bolgede
mikrodelesyona sahip hastalarda hafif oligospermi veya normal sperm sayisi
gbdzlenmesine ragmen, anormal sperm morfolojisi saptanmistir (28). AZFb, AZFc ve
AZFd boélgelerindeki delesyonlar SCOS, komplet spermatogenik arrest/azoospermi,
oligospermi gibi ¢esitli testis histopatolojileri ile birlikte de olabilir (51).

3.3.3. Y Kromozomu Delesyon Mekanizmasi

1994’ten beri yapilan klinik ve molekiiler caligmalarda, erkek infertilitesinde
Y kromozomu genleri ve Y kromozom mikrodelesyonlarinin rolii incelenmistir (43).
Hastalardaki mikrodelesyonlarin analizi spermatogenez regiilasyonunda yer alan gen
veya gen ailelerinin rollerini agiga c¢ikarmaya calismaktadir (31). De novo Y
delesyonlarmin  siklikla ~ goriilmesi  genetik materyalin  spontan  kaybina

baglanmaktadir. Y kromozomunun yapisindaki farklilik; kromozom boyunca
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tekrarlanan elementlerin fazla olmasi ve bu tekrarlarin rekombinasyon yapilan
bolgede (X ve Y kromozomlar1 arasindaki homolog bdlgede) goriilmesiyle ilgili
olabilmektedir. Ayrica AZF delesyon bolgelerini arttiran, 6zel Y kromozom
dizilimleri de bulunabilmekte ve bunun sonucunda bazi kisiler de novo delesyonlara
digerlerinden daha yatkin olabilmektedir. Ilerlemis baba yasinin da Y kromozom gen
dizi kaybin arttirdig1 diistiniilmektedir (52).

3.3.4. Y Kromozomu Molekiiler Tarama Endikasyonlar:

Y kromozomu mikrodelesyon taramasi, hastanin azopermisi veya
oligospermisinin nedeninin anlasilmasina ve prognozun belirlenmesine yardimci
olur. Hangi hastalarda Y kromozomu molekiiler taramasinin yapilmasi gerektigi ise
su sekilde belirlenebilir: Diinya literatiiriine gore, klinik olarak delesyonlar
azospermik veya sperm konsantrasyonu 1x10° /mL olanlarda gériilmektedir. Cok
nadiren sperm konsantrasyonu 1-5x10° /mL olan infertil hastalarda delesyon
bulunabilir. Testikiiler histolojiyle secilen hastalarda, ornegin Sertoli cell Only
Sendrom’lu (SCOS) hastalarda, mikrodelesyon insidansi daha yiiksek olmasina
ragmen, molekiiler analiz i¢in hangi hastalarin aday oldugu konusunda kesin se¢im
kriterleri verilemez (29,53). ICSI veya TESE/ICSI adayr olan ciddi oligospermik
veya azopermik hastalara delesyon taramasi Onerilmelidir, zira AZFa bolgesinde
komplet delesyonu olan vakalarda veya AZFb bolgesinde veya AZFb+c bdlgesindeki
komplet delesyon vakalarinda TESE yapilmamalidir. Ayrica, AZFc bdlgesindeki
delesyonlar, eger yardimci lireme metodu kullanilirsa, erkek yavruya gecebilir
(37,54). Bu yilizden delesyon tanisinin prognostik bir 6nemi vardir ve terapdtik

yaklagimda 6nemlidir (37).
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Genetik danigmanlik, bozuk spermatogenezli bir erkek ¢ocuk sahip olma riski
hakkinda bilgi edinmek icin gereklidir. Fakat farkli genetik gecmis ve cevresel
faktorlerin lireme ve fertilite iizerine olan etkileri nedeniyle fenotip tam olarak
bilinemez. Simdiye kadar Yq mikrodelesyonlu babalardan dogan 17 erkek ve 18 disi
ICSI bebegi rapor edilmistir, bu ¢ocuklar fenotipik olarak normal iken, sadece bir
erkek cocuk pulmoner atrezi ve hipoplastik sol ventrikiil tanis1 almistir. Genel olarak,
Y kromozom mikrodelesyonu molekiiler tani endikasyonu, vakadan vakaya
degisebilen onemli bir klinik karardir ve klinisyenlerin hangi hastalar i¢in bu taniyr
uygun gordiikleri olduk¢a 6nemlidir (37).

Delesyonlarin tanisal degerlendirilmeleri Y kromozomu iizerinde sec¢ilmis
bolgelerin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile gerceklestirilmektedir. MSY-
spesifik sequence tagged sites (STS) primerleri, kromozom veya gendeki anonim
yani ortak genleri amplifiye ederler (47). MSY haritast su anda ¢ikarilmis olmasina
ragmen, gercekte bu genlerin ve transkripsiyon birimlerinin spermatogenezdeki ve
infertiliteye yol agan rolleri hakkinda heniiz bilgi yoktur. Ayr1 genlere spesifik STS
primerleri kullanilarak, ICSI adaylarinin DNA 6rneklerinde mikrodelesyon bulunma
orant artmaz (55,56,57). Y kromozom mikrodelesyonu tanisinda 6nemli olan Y
kromozomunda yer alan STS primerlerinin hangilerinin kullanilacagidir. Kullanilan
STS primerlerinin bulundugu bélgeler polimorfik olmamali, klinik olarak bilinen
mikrodelesyon Ornegine gore oligo/azospermi ile etkilenmis erkeklerde spesifik

olarak delesyonunun bilindigi bolgeler olmalidir (37).
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3.3.5. Y Delesyonu Taramasinda Isaretli Sekans Bolgeleri (Sequence
Tagged Sites: STS) Seciminin Prensipleri

Simoni ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢calismalarda infertil erkeklerin %7’sinden
fazlasinin Y kromozom mikrodelesyonuna sahip oldugu ve azalmis sperm sayisi ile
insidansin arttigin1 gostermislerdir. Bu da, 1997°de Pryor ve arkadaglarinin ortaya
koydugu erkek infertilitesinde Y kromozom mikrodelesyonlarinin onemli bir
etyolojik faktor oldugu yolundaki fikirleriyle benzesmektedir. Bu gézlemlerin 15181
altinda diistik sperm sayili erkeklerin Y kromozom mikrodelesyonu agisindan
degerlendirilmesi gerektigi ortaya konmustur. Ayrica yardimci iireme teknigine
gitmeden Once de hastalara Y kromozom mikrodelesyonu yoniinden taranmalari
onerilmelidir. Yazarlar, Y kromozomunu analiz etmede kullanilan STS sayis1 ile
hastalarda bulunan delesyon frekansi arasinda bir korelasyon yoklugu tespit etmisler.
Bu yiizden en sik delesyona ugrayan bolgeleri bulan STS ‘leri kullanmislardir ve bu
bolgeler i¢in daha fazla primer kullanilmasi daha fazla delesyon bulma oranini
onemli Olciide artirmaz. Bu yiizden infertil erkekleri degerlendirmede kullanilan
STS’lerin seciminde daha Once yaymlanan delesyonlart bulma amaglanmistir.
Delesyon olaylarinin daha az siklikta goriildiigii Y kromozomu bélgesinde bulunan
delesyonlarin, AZFa’da oldugu gibi, ciddi infertiliteyle sonuglanacagi
bildirilmektedir. Delesyonlarin en fazla bulundugu bolgelerdeki STS sayisini artirma,
ornegin AZFc’de oldugu gibi, delesyonun boyutu hakkinda bilgi verecektir. Bu
prensiplere dayanarak, Y kromozomu 6nemli bolgelerinin iyi taranmasi, 20-30 STS
ile elde edilebilir. Pryor ve arkadaslarmin (1997) yaptiklart calismalarda,

oligozoospermik hastalarda bulunan tek bir STS delesyonunun, hastanin
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infertilitesine yol agmayacak bir polimorfizmi temsil ettigi ortaya konmustur. Fakat
bu caligmada infertil hastalarda da bu delesyonlarin bulunmasi, infertil bir hastada Y
kromozomunu degerlendirirken, bu STS’lerin STS panelinden ¢ikarilmamasi
gerektigi onerilmektedir (58).

3.4. intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu (ICSI)

Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) ilk olarak 1992 yilinda Palermo
tarafindan ortaya konmus ve ciddi erkek faktorlii infertilite tedavisinde yeni bir ¢i1gir
acmistir. Fakat tiim diinyadaki IVF merkezlerinden alinan ICSI gebelik oranlar
ortalamadan daha asagidadir (%30-50) (59). ICSI’nin tanimlanmasiyla Y
kromozomu mikrodelesyonu bulunan erkeklerin, ejakulattan veya cerrahi olarak elde
edilen spermatozoa kullanilarak ciddi oligospermi veya azospermisi bulunmasina
ragmen c¢ocuk sahibi olma ihtimalleri vardir. Y kromozom mikrodelesyon tanisi
kondugunda, ¢iftin iireme yontemleri hakkinda bilgilendirilmeleri 6nemlidir. Bu
tireme yontemleri, ICSI, dondr semen kullanimiyla artifisyel inseminasyon ve
herhangi bir tedavi kullanmama olabilir. Y kromozomu mikrodelesyonu olan infertil
ciftlerin cogunlugu (%79) fertilite problemi acisindan ICSI’yi secerler Fakat ICSI
kullanildiginda, ¢ocuk erkek olursa, ayn1 mikrodelesyonu ve fertilite problemlerini
muhtemelen yasayacaktir (20,35,44). ICSI ile tedavi edilen infertil ciftlerdeki basari
orant %76 iken, bu oran standart IVF tedavisi Orne§in inutero inseminasyon
gorenlerde %15°dir (60).

3.5. Fertilitede Kromozomlarin Yeri ve Kromozomal Anomaliler

Kondanse olmus haliyle kromozomlar, gamet olusumunda yer almaktadir.

Premayotik boéliinmelerde, mayozda, fertilizasyonda ve tiim ardisitk mitotik
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boliinmelerde de yer almaktadir. Bu yiizden erkeklerde normal kromozom
fonksiyonundaki defektlerin infertiliteye neden olmasi ¢ok da sasirtict degildir.
Infertil erkeklerde bulunan kromozomal anomaliler, ya gonozomal andploidilerdir
veya mayozda normal kromozomlar gibi davranan, fakat germ hiicre bozukluguna
yol acan yapisal anomalilerdir. Yapisal anomaliler i¢inde inversiyonlar (parasentrik
veya perisentrik), dengeli translokasyonlar (Robertsonian/resiprokal,
otozomal/gonozomal) ve Y kromozom delesyonlar1 yer almaktadir. Sayisal
anomaliler i¢inde klasik trizomiler (trizomi 21) ve cinsiyet kromozom trizomileri
(XXY veya XYY) yer alir. Bunlar mozaik veya non-mozaik olabilir. Sayisal
anomalilerin bir diger tipi ise spermde goriilen andploidilerdir (9,19). Erkek
infertilitesi nedenleri arasinda kromozomal anomaliler ispatlanmis subfertiliteli
rastgele secilen hastalarin yaklasik %2-3’iinde olusmaktadir. 10x10° spermatozoa/ml
altinda sperm sayis1 olan hastalarda, kromozomal anomali oran1 %5-7 civarinda iken,
azospermik hastalarda bu oran %10-15’e ¢ikmaktadir (11). Cinsiyet kromozom
anomalileri azospermik hastalarda daha sik goriiliirken, otozomlarin anomalileri ise
daha c¢ok oligospermik hastalarda goriilmektedir. Resiprokal translokasyon,
Robertsonian translokasyon ve inversiyon sikligi da infertil erkeklerde yenidogan
populasyonuna gore artmistir (61).

3.5.1. Sayisal Seks Kromozom Anomalileri

Kromozom anomali insidansi, normal populasyona gore infertil erkeklerde
yaklasik olarak 10 kat daha fazladir. Pek ¢ok infertil erkek normal karyotipe sahiptir,
fakat semen analizleri anormaldir. Pek ¢ok vakada, bu hastalar artmis andploid sperm

ve diploid sperm oranina sahiptir (62). Bazi infertil erkeklerin normal fertil
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populasyon ile karsilagtirildiginda diisiik kalitedeki spermatozoalarinda kromozomal
nondisjunction, yani ayrilamama sikliginin yiiksek olmasi da bu spermlerle olusacak
cocukta dikkati ¢eken bir konudur. ICSI sonrasi olusan gebeliklerde otozomal
trizomiler ve seks kromozom andploidileri daha yiiksek oranda bulunmustur (15).

3.5.1.1. Klinefelter Sendromu

Klinefelter sendromu, en sik goriilen cinsiyet kromozom anomalisidir.
Yaklagik olarak 1/660 siklikta goriiliir. Bu sendrom, bir veya daha fazla X
kromozomu varligiyla karakterizedir. Karyotipi ¢ogunlukla 47,XXY’dir, mozaik
veya nonmozaik olabilir (63). Extra X kromozomu anneden veya babadan gelebilir.
Calismalarin %67’sinde her iki X kromozomunun anneden geldigi belirtilmistir.
Anne ve baba yas1 yiiksektir. Extra X kromozomunun anne veya baba kaynakl
olmasi hastalarin klinigini degistirmez (5). Extra X kromozomu, %50 nin {istiinde
olasilikla paternal mayoz I’deki nondisjunctionla, %40 olasilikla maternal mayoz I
veya II’de, geri kalan ise postzigotik olarak meydana gelir (10). Klinefelter
sendromlu bir erkek prototipi genellikle uzun boylu, dar omuzlu, genis kalca, seyrek
vicut killanmasi, jinekomasti, kiigiik penis, androjen yetmezligi, azospermi ve
azalmis sozel zeka ile karakterizedir. Cok az kismina puberteden 6nce tani konur
(63). Bu hastalarda degisken derecede spermatogenik bozukluk vardir, fakat
erkekler, karyotip mozaik olmadigi miiddetce, genel olarak sterildir. Nonmozaik
vakalarda dahi, fonksiyon goren ve 46,XY karyotipinde olan germ hiicrelerine
rastlanmistir, bunun nedeni ise hastalarin gonadal mozaik olmasidir. Bu yilizden
tiretken olan Klinefelter sendromlu erkekler andploidik ¢ocuk sahibi olmaya daha

yatkindir (10). Nonobstruktif azospermik olgularda bulunan en sik genetik
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bozukluktur ve ekstra bir X kromozomu vardir. Yaklasik 1/500 oraninda goriiliir ve
mayoz esnasinda X kromozomunun ayrilmamasi sonucu gelisir. Iki ebeveyn
gametlerinden biri ek olarak bir adet X kromozomu tasimaktadir. En siddetli
fenotipik bozuklugun yasandigi Klinefelter erkegi, virilizasyon eksikligine bagh
olarak puberteye ulagamamaktadir. Olgularin spermatogenik ve androjenik akslar
tiimii ile hatalidir. Testisleri kiigiik, seminifer tubiilleri sklerotiktir. Leydig hiicreleri
hipertrofik ve nonfonksiyoneldir. Klinefelter sendromlu olgularda tiim genetik
olumsuzluklarla birlikte genis bir fenotipik spektrumu vardir. Hafif spektrumlu geng
erigskinlerin yaklasik % 50’sinde TESE ile sperm bulunabilir. Elde edilen spermler
ICSI ile gebelik olusturabilir. Klinefelter sendromlu erkekler, meme kanseri ve
osteoporoz agisindan daha fazla risk altindadir. Bu nedenle sendromun tanisinin
konulmasi1 sadece reprodiiktif saglik i¢in degil, ayn1 zamanda hastanin uzun dénem
genel sagligi icin de onemlidir (64). Klinefelter sendromlu hastalarin tedavisinde
ozellikle pubertenin geciktigi veya goriilmedigi olgulara ve yaslarina gore testesteron
diizeyleri normalin altinda olan hastalara androjen replasmani yapilmalidir (5).

3.5.1.2. 47,XYY Sendromu

Yenidoganlarda 9%0.1-0.4 oraninda goriiliir. Tipik olarak boylarmin uzun
olmasindan bagka bir fenotipik Ozellikleri yoktur. %1-2 oraninda agresif ve
antisosyal ozellik gosterirler. Spermatogenik degerlendirme normal ile azospermi
arasmnda degisse de genellikle fertildirler. Infertil olanlarm testikiiler biopsilerinden
de degisik maturasyon arrest formlarindan komple germinal aplaziye kadar

degisebilen sonuglar elde edilir. Cogu hastada LH ve testesteron seviyeleri
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normalken, germ hiicre hasarina paralel olarak FSH seviyesi normal ya da yiiksek
bulunur (5).

Paternal mayoz II’deki Y kromozomu nondisjunction yoluyla da 47, XYY
sendromunun olustugu diisiiniilmektedir. Bu sendrom, insan koryonik gonadotropini
fonksiyonunu etkileyerek hormonal dengesizlige yol agar. Gonadal mozaiklik sonucu
fertilite olabilir. Marker kromozom tasiyicilari ise mayotik arrest ve instabilite
nedeniyle yiiksek infertilite riski altindadirlar (9).

3.5.1.3. Miks Gonadal Disgenezi

Miks gonadal disgenezili hastalar fenotipik olarak erkek, disi veya ambigius
genitalya olabilir. Cinsiyet dogumda organlarin goriiniimiine gore belirlenmektedir.
Erken embriyonik gelisim sirasinda Y kromozomlarindan birinin kaybi sik olarak
goriilen 45,X0/46,XY mozaik yapisina sebep olabilir. Bu hastalarin yaklasik olarak
%33’tinde normal karyotip bulunmaktadir. Bu durum seks kromozom andploidi
disindaki bozukluklarin da bulunabildigini diisiindiirmektedir. Eger tek tarafli testis
skrotumda ise normal leydig hiicre populasyonu bulunmaktadir, ancak seminifer
tiibiillerde germ hiicreleri yoktur. Eger testis intraabdominal ise erkek ve disiye ait
malignitelere egilim vardir (15).

3.5.1.4. Otozomal Andploidiler

Cogunlukla otozomal andploidiler yasamla bagdasmaz. Yasamla bagdasan

Down sendromlu hastalar fertil veya infertil olabilirler (15).
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3.5.2.Yapisal Kromozom Anomalileri

3.5.2.1. Robertsonian ve Resiprokal Translokasyonlar

Y kromozomu ve otozomal kromozomlari arasinda translokasyon bulunan
hastalar, erkek cocuklarina azospermiyi gecirebildigi gibi ayrica erkek gamet
deformitelerine veya idiopatik steriliteye de neden olabilir (65). Resiprokal
translokasyonlar, azalmig fertiliteye, spontan abortuslara ve translokasyonun yerine
gore dogum defektlerine yol agabilir (10). Kromozomlar arasi translokasyonlar
mayotik hataya ve hiicre Oliimiine neden olabilir. Resiprokal X-otozom
translokasyonuna sahip olan erkeklerde ciddi spermatogenik arrest ve azospermi
gortlebilir (10). Resiprokal Y-otozom translokasyonlar1 ise anormal cinsiyet
kromozomu eslesmesinden dolayr anormal spermatogeneze neden olur. Infertil
erkeklerde en sik goriilen resiprokal translokasyon, 13qg-14q arasindaki
translokasyondur [t(13ql4q)]. t(13ql4q) ve t(14g21q) tastyicist olan infertil
erkeklerde yapilan mayotik ¢alismalar mayozda spermatogenez esnasinda
infertiliteye yol agan yeniden diizenlenmis otozomlarla aciklanabilir. Niikleolar
organize edici bolgeleri (NOR), akrosentrik kromozomlarin heterokromatik kisa
kollar1 tizerinde bulunur. Bu bolgelere RNA sentezinde ihtiyag duyuldugu gibi
cinsiyet vezikiilleriyle iliskilendirilmede de ihtiya¢ duyulmaktadir. Bundan dolay1
NOR bolgelerini kaybetmis Robertsonian translokasyonlar hiicre karigikligina, germ
hiicre dliimiine ve fertilitede azalmaya neden olur (9). Infertil erkeklerde goriilen
translokasyonlar ¢ogunlukla resiprokaldir ve bu tip translokasyonlar daha c¢ok

oligospermik erkeklerde (%1.7) azospermik erkeklerden (%0.6) daha sik goriiliir.
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Ayni sekilde Robertsonian translokasyonlar da oligospermik erkeklerde (%0.9)
azospermik erkeklere gore (90.3) daha siktir (66).

3.5.2.2. Otozomal inversiyonlar

Infertil erkeklerde polimorfik kromozomal varyantlarin yeri de belirtilmelidir.
Pek ¢ok normal varyant ile bozuk spermatogenez arasindaki iliski heniiz kesin
degildir. Infertil erkeklerde polimorfik kromozomal varyantlarin insidans1 oldukga
genis bir araliga yayillmistir (%3.46-35.7). En sik olusan heterokromatik varyant ise
normal populasyonda %1-1.65, infertil erkeklerde ise %1.17-5 siklikla 9 nolu
kromozomun perisentrik inversiyonudur [inv(9)(pl1ql3)] (66). Bu inversiyonlar
azospermi ve agir oligoastenoteratospermi ile iligkilidir. Buna uygun olarak ICSI
veya IVF gebeliklerinde normale gore daha yiiksek oranda translokasyon ve
inversiyonlar cocuga kalitsal olarak ge¢mektedir (15).

Y kromozomu heterokromatin bolgesi, distal Yql2’ye denk gelmektedir. Bu
bolge genetik olarak inaktiftir ve normal populasyonda uzunlugu degiskendir (67). Y
kromozomu uzun kolunun heterokromatin bolgesinin artmis uzunlugu infertil
erkeklerde %7.14, normal populasyonda ise %1.4 oraninda bildirilmistir. Y
kromozom polimorfizmlerinin spermatogenezi etkileyen nedenlerden biri oldugu
diistintilmektedir (68,69).

3.5.2.3. 46,XX erkek sendromu

20000 canli dogumda bir goriiliir. Genellikle fenotipik goriiniim, seksiiel ve
psikososyal kimlik erkek yoniindedir, ancak semen analizleri azospermi gosterir.
Cogu vakalar sporadikse de otozomal resesif kalitim da bildirilmistir. %10 olguda ise

fenotipik olarak belirsiz genital ve hipospadias goriilebilir. Olgularin %33’linde
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jinekomasti ve testis biopsisinde tilibiiler hyalinizasyon, leydig hiicrelerinde
psodoadenomatéz kiimelenme ve tiibiiler fibrozis saptanir. Spermatogenez
bozukluguna sekonder FSH yiiksek bulunurken, testesteron seviyesi diisiik veya
normalin alt sinirindadir. Paternal mayoz sirasinda Xp ve Yp uclar arasinda, SRY
geninin translokasyonu sonucunda XX genotipe ragmen, primitif gonad testis
yoniinde farklilagir. SRY genini tagiyan distal Yp ucunun herhangi bir otozoma
translokasyonu da benzer fenotipe neden olabilir. Bir diger alternatif ise, SRVX
genindeki bir mutasyonla, bu genin otozomal lokalizasyonlu diger bir gen iizerindeki
inhibisyonunun ortadan kalkmasidir. Sonug¢ olarak hastalarda AZF geni eksiktir ve
azospermi soz konusudur (5).

3.6. Genotip/Fenotip Korelasyonu

Normospermik erkeklerin ¢ogunlugunda delesyon bulunmadigindan, Y
mikrodelesyonlarinin spermatogenik bozukluk i¢in spesifik oldugu rapor edilmistir
(43). Fertilite Y delesyonlar1 ile uyumlu olmasina ragmen, disi partnerin fertilite
durumuna baglh olarak diisiik sperm sayisinda bile dogal fertilizasyonun
gerceklesebilecegi gercegini ortaya koymaktadir. Bu nedenle, Y delesyonlarim
infertilite nedeninden ziyade oligo/azospermi nedeni olarak ele almak daha uygun
olacaktir. Tiim AZFa bdlgesi delesyonu komplet SCOS ve azospermi ile sonuglanir.
USPI9Y veya DBY geni gibi AZFa bolgesinde yer alan izole genlerin delesyonu ise
degisken bir testikiiler fenotiple iliskilidir. Bu tip delesyonlar simdiye kadar sadece
sporadik olarak tanimlanmislardir. AZFb ve AZFb+c komplet delesyonlar: ise
(P5/proximal P1, P5/distal P1, P4/distal P1) azospermi ile sonuglanan SCOS veya

spermatogenik arrest ile karakterizedir. AZFa bolgesi komplet delesyonuna sahip
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hastalarda, testikiiler sperm ekstraksiyonu (TESE) isleminde herhangi bir sperme
rastlanmamistir. AZFa delesyonu komplet delesyonunda oldugu gibi AZFb veya
AZFb+c komplet delesyonlarinin tanisi sperm sayisi diizeltilmesi ile uyumsuzdur ve
bu hastalara ICSI 6nerilmemelidir (37). AZFc bolgesi delesyonlar1 ise degisken bir
klinik ve histolojik fenotiple iliskilidir (37,54,70). Genel olarak AZFc delesyonlari
rezidliel spermatogenezle uyumludur. AZFc delesyonlari, azospermik veya ciddi
oligospermik erkeklerde bulunabilir ve nadiren de erkek yavruya gecebilir.
Azospermik ve AZFc delesyonlu erkeklerde TESE ile sperm elde etme sansi
yiiksektir ve ICSI ile ¢ocuk sahibi olabilirler. Bu hastalarin erkek ¢ocuklar1 ise AZFc
delesyonlu olacaklardir (37).

Delesyonlarla iligkili olan fenotipler degiskendir ve genellikle delesyonun
lokalizasyonu ile klinik fenotip arasinda bir baglant1 yoktur (20).

3.7. Calismanin Amaci

Infertilite, iiretken cagdaki ciftlerin %10-15’inde goriilen major bir saglik
problemidir (2,3). Erkek faktorii infertil ciftlerin en azindan %50’sinden sorumludur
(4). Erkek faktorlii infertilitede hormon tretimindeki bozukluklar, testikiiler yapi,
ejakulasyon ve/veya spermatozoanin kendisi konsepsiyon sansini zit yonde
etkileyebildigi gibi pek ¢ok genetik nedenlerin de bu durumdan sorumlu olduguna
inanilmaktadir (9). Dolayisiyla bu durumun etyolojik nedenlerinin tam olarak
aydinlatilmasi ¢iftleri ¢ocuk sahibi olamama kabusundan kurtaracaktir. Infertil
erkeklerde bulunan kromozomal anomaliler, ya gonozomal andploidilerdir veya
mayozda normal kromozomlar gibi davranan, fakat germ hiicre bozukluguna yol

acan yapisal anomalilerdir (9). Y kromozomu mikrodelesyon taramasi, hastanin
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azopermisi veya oligospermisinin nedeninin anlasilmasina ve prognozun
belirlenmesine yardimci olur (37). Sitogenetik analizler, molekiiler ¢alismalar ve bu
incelemelerin sonucunda hastalara verilecek olan genetik danigsmanlik ozellikle
azospermik ve oligospermik infertil erkek grubunda infertiliteye yol acan genetik
faktorlerin - belirlenmesine ve yardimci iireme teknikleriyle dogacak olan
cocuklardaki genetik riskleri tayin etmeye yardimei olacaktir.

Bu calismada amag azospermi ile normospermi arasinda yer alan daha genis
bir yelpazedeki infertil hastalardaki sitogenetik ve Y kromozom mikrodelesyon
taramasinm1 degerlendirmektir. Ayrica infertil hasta grubu ile fertil kontrol gruplar
arasinda bir karsilasgtirma yaparak kromozomal anomali ve Y kromozom
mikrodelesyonlarinin hem tipini hem de frekansini belirlemek ve tiim bu testlerin
sonucunda hastalara genetik damigsmanlik vererek, yardimci iireme teknikleri

hakkinda bilgi verip hastalara yardimer olmaktir.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Hastalarin Se¢cimi

Firat Universitesi Tip Fakiiltesi etik kurulunca onaylanan calismada, hastalar
Elaz1g ili ve cevresinde yasayan, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve
Genetik A.B.D.na infertilite nedeniyle bagvuran bireylerden secildi. Bu hastalardan
kendi mnzalarn almarak kan ornekleri alindi. Kontrol grubu olarak fertilitesi
kanitlanmis, en az bir veya daha fazla ¢ocugu olan bireyler calismaya alindi. Bu
calismada 90 infertil hasta ve 75 kontrol grubu olmak {izere toplam 165 birey
calismaya alindi. Sperm parametreleri WHO’ya (1999) gore degerlendirilen 90
hastanin 30’u nonobstruktif azospermik, 30’u oligospermik, 30’u ise normospermik
infertil hasta idi. Calismaya alinan bireylerden en kiigiik olan1 20 ve en biiylik olam
ise 44 yasindaydi. Hasta ve kontrol grubunu olusturan bireylerin demografik

sonuglart Tablo 1°de 6zet olarak sunulmustur.

Tablo 1: Hastalarin ve kontrol grubunu olusturan saglikli bireylerin demografik
verileri (Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir).

Azospermik Oligospermik Normospermik  Kontrol
n 30 30 30 75
Yas 31.47+6.82 30.57+5.26 30.57+5.62 30.83+5.25
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Vakalar caligmaya alinirken asagidaki kriterler g6z 6niinde bulunduruldu:
1. Spermiograminda azospermi saptanan, pellet negatif vakalara yapilan testis
biopsisi sonucunda nonobstruktif azospermi ve hormon profilinde yiiksek FSH
saptanan bireyler.
2. Semen analizi sonucunda oligospermi veya normospermi ¢ikan, hormon profili
normal sinirlarda olan bireyler.
3. Yas ortalamasi reprodiiktif donemde olan eriskin bireyler.
4. Fertilitesi kanitlanmis, en az bir ¢ocugu olan erigkin erkekler.

Spermiograminda azospermi tespit edilip, testis biopsisi sonucu normal olan

obstruktif azospermi tanisi konan hastalar ¢alisma dis1 birakildi.
4.2. Sitogenetik Preparatlarimin Hazirlanmasi
4.2.1. Kullamilan Soliisyonlar, Ara¢ Ve Gerecler

Kolsisin (Biological Industries, Israel), Metanol (Merck, Darmstadt,
Germany), Etil alkol (Merck, Darmstadt, Germany), Mc Coy’s 5A Basal Medyum
(Irvine Scientific, California), New Born Calf Serum (Biological Industries, Israel),
L- Glutamin (Sigma, U.S.A, Germany, U.K), Fitohemaglutinin (PHA) soliisyonu
(Biological Industries, Israel), Penisilin- Streptomisin-Niasin (Biological Industries,
Israel), Glasiyel asetik asit (Merck, Darmstadt, Germany), % 70- % 85 - % 100’lik
etanol, Giemsa boyasi (Merck, Darmstadt, Germany), Séransan tamponu (pH=6.80),
Trypsin Certified (Difco, 1:250), Distile su, Entellan (Merck, Darmstadt, Germany),
Heparin (A.L), KCl (Potasyum klorid), NaH,PO,2H,O (Merck, Darmstadt,
Germany), NaH,HPO4.7H,O (Merck, Darmstadt, Germany), mikroskop (Nikon

Eclipse E600), etiiv (Niive EN 400), santrifiij (Hettich Universal), hassas elektronik
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terazi (Chyo), enjektorler, pipetler, 15 ml’lik kiiltiir tiipleri, saleler, meziirler, lamel,

lam, fotograf filmi, pH metre (HANNA Instruments).

4.2.2. Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Hipotonik soliisyon : 0.075 M KCI 100 ml distile suda ¢oziilerek hazirlandi.

Fiksatif (Tesbit soliisyonu) : 1:3 oraninda asetik asit: metil alkol (metanol) ile
hazirlandi. 2 ml asetik asit ve 6 ml metil alkol karistirildi.

Soransan Tamponu (pH = 6.80) : 18.96 gr Na,HPO, ve 18.16 gr KH,PO4 1000 ml
distile suda ¢oziildii. Daha sonra toplam hacim 2000 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan
tampon 1 N NaOH veya 1 N HCL ile pH=6.80’¢ ayarlandi.

Giemsa Boya Soliisyonu : 5 ml Giemsa boyas1 lizerine pH’1 6.80 olan séransan

tamponundan 95 ml ilave edilerek hazirlandi.

4.2.3. Periferik Kan Kiiltiir Ortaminin Hazirlanmasi

1. Mc Coy’s SA Basal medium..........cccceeeeveeenieennnnnn. 100 ml
2. New Born Calf Serum.......ccccceeeeriiiniiinenicieene. 20 ml

3. L-Glutamin.......cccooieiiiiniiiiiiiceeeceeeeeee 1 ml

4. Fitohemaglutinin (PHA) soliisyonu............ccccveeenneee. 4.25 ml
5. Penisilin- Streptomisin-Niasin..........ccceceeeveercreeernenne 1 ml

Yukarida belirtilen oranlar kullanilarak hazirlanan besi yerinden steril,
kapakl tiiplere 5 ml konularak -20°C’de saklandi. Kiiltiir yapilmadan 6nce besiyeri

oda 1s1sinda ¢oziilerek kullanildi.
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4.2.4. Hazirlama Islemleri

Steril disposible 5 ml’lik enjektor 0.5 ml heparinle yikandi. Heparinle
yikanmis enjektor ile hastalardan 3-4 ml vendz kan alinarak icerisinde 5 ml besi yeri
olan tiipe 8-10 damla (0.5 ml) ekildi ve ekimden hemen sonra 37°C’de etiivde 72
saatlik inkiibasyona birakildi. Kiiltiirin 70. saatinde 100 pl (10 pg/ml) kolsisin ilave
edilerek tiip hafifge alt {ist edildi. 2 saatlik 37°C’de inkiibasyonu takiben 72. saatte
etiivden cikarilan deney tiipleri, 1250 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Tiipilin st
kismindaki supernatant, pastor pipeti ile atildi. Pellet {izerinde kalan 1 ml’lik sivi,
pastor pipeti ile karistirildi ve {lizerine hipotonik soliisyondan 8 ml (0,075 M KCI)
vorteks kullanilarak damla damla ilave edilerek 37°C’de 20 dakika bekletildi. Siire
sonunda tekrar 1250 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant atilarak dipteki pellet
tizerine 8 ml fiksatif damla damla ilave edildi. Tekrar 1250 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. Fiksasyon ii¢ kez tekrar edildi. Son fiksasyondan sonra pastdr pipeti
ile siipernatant atilarak hiicreler karistirildi. Siispansiyon pipete cekildi. Onceden
temizlenmis ve {lizerine ad, soyad, tarih, sira numaralari yazilmis lamlar kuvvetli
nefesle nemlendirildi. Hiicre siispansiyonu 8-10 cm’lik mesafe ve 45lik bir ac1 ile
lam iizerine damlatildi. Preparatlar oda sicakliginda bir hafta yaslandirilarak GTG

bantlama metodu ile bantlanda.

4.3. Molekiiler Calismalar

4.3.1. Orneklerin ahinmasi, saklanmasi ve analizlere hazirlanmasi

Incelemeye alinan tiim hastalarm antekiibital veninden alman kanlart DNA
izolasyonu i¢in daha dnceden hazirlanmig EDTA’]1 tiiplere 2cc olarak alindi. Kan

alma isleminden sonra DNA saflastirilmasi yapilana kadar kanlar ortalama olarak
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1 hafta -20°C’de bekletilerek birkag defa alt-iist edilip homojen hale getirildikten

sonra calisildi.
4.3.2. Kimyasal maddeler, sarf malzemeleri ve cihazlar

DNA purifikasyon kiti (Promega Cat.#1125), 1.5 ml’lik tiipler (Axygen
scientific MCT-150-A), 100 ve 1000 ul’lik pipet (Eppendorf), pipet uclari (Axygen
scientific), mikrosantrifiij (Ole Dich Instrumentmakers APS, type 157.MP, Germany
ve Eppendorf microcentrifuge type 5415C, Germany), elektronik hassas terazi
(Shimadzu Corporation Libror AEG-320, Japan), hiz ayarli vorteks (Labinco L46, he
Netherlands), elektroforez aparati 1200V-500mA E815 (Belgium), electrophoresis
box (Consort N.V. Parklaan 36 B-2300 Turnhout,Belgium), Eppendorf Mastercycler
gradient (Netheler MInz Gmbh, 22331 Hamburg, Germany), UV lambas1 ve ilgili
okuma, kaydetme, fotograflama iinitesi (TCP-20-M, Vilber Lourmat, Cedex,
France), amonyum asetat, amonyum kloriir, potasyum hidrojen karbonat, sodyum
dodesil siilfat (SDS), izopropil alkol, % 70’lik etil alkol, borik asit, EDTA,
bromphenol blue, xylene cyanole, ficoll, agaroz, ethidium bromide, TRIS baz,
potasyum asetat, magnesium asetat, TRIS-asetat, DTT (dithiotreitol),
deoksiniikleotid trifosfat (dNTP) seti (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) (Larova,
Gmbh,Germany), Taq DNA polimeraz (Bioron Ludwigshafen, Germany),

Magnezyum Kloriir, 100bp DNA step marker’leri (Favorgen, Biotech corp.,Taiwan).
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4.3.3. DNA izolasyonu

DNA saflastirilmast Promega firmasindan alinan ticari “Wizard Genomic
DNA Purification Kit”i ile gerceklestirildi. Deney asamalar1 asagidaki sekilde
uygulandz:
1. 1.5 mI’lik mikrosantrifiij tiiptine 900 pl cell lizis soliisyonu eklendi.
2. Kan tiipii kanin tamamen karigmasi saglanana kadar hafif¢e sallandi, sonra 300 pl
kan cell lysis solusyonu i¢eren mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. Karismasi icin tiip 5-6
kez alt-iist edildi.
3. Kirmizi kan hiicrelerinin lizisi i¢in 10 dakika oda 1sisinda bekletildi, bu esnada
tiip 2-3 defa alt-iist edildi. 13 000-16 000 rpm’de de 20 saniye santrifiij edildi.
4. Goriinen beyaz pellete dokunmaksizin siipernatant yaklasik 10-20 pl residiiel sivi
birakacak sekilde atildi.
5. Beyaz kan hiicreleri resiispanse olana dek tiip 10-15 saniye kadar hafifge
vortekslendi.
6. 300 pl Nuclei lysis soliisyonu resilispanse hiicrelerin bulundugu tiipe eklendi.
Beyaz kan hiicrelerinin lizisi i¢in soliisyon 5-6 kere pipetlendi. Soliisyonun viskoz
bir hale geldigi gozlendi. Karistirma sonunda hiicre ¢okeltileri goriiniirse bunlar
¢oOziilene kadar soliisyon 37°C de inkiibe edildi. Eger 1 saat sonra hala c¢okeltiler
goriiliiyorsa ek olarak 100 pl nuclei lysis soliisyonu ilave edilip inkiibasyon
tekrarlandi.
7. 1.5 pl Rnase soliisyonu eklendi ve tiip 25 defa alt-list edilerek karistirildi.
Karisim 37°C de 15 dakika inkiibe edildi. Devam etmeden Once karisimin oda

sicakligina gelmesi i¢in beklenildi.
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8. Niikleer pellete 100 pl protein presipitasyon soliisyonu eklendi.10-20 saniye
vortekslendi. Vortekslemeden sonra kiigiik protein ¢okeltileri goriildi.
9. 13 000-16 000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Koyu kahverengi protein pelleti
goriildi.
10. Iginde DNA bulunan siipernatant, i¢ine 300 pl isopropanol konulmus temiz bir
1.5 ml lik mikrosantrifiij tiipiine aktarilarak karistirildi.
11. Soliisyon alt-iist edilerek ag seklinde DNA kiitlesi goriilene kadar karistirildi.
12. 13 000-16 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. DNA kiigiik beyaz bir pellet
seklinde goriildii.
13. Siipernatant atilarak 300 pl %70 lik etanol eklendi ve —20°C’de saklandi.

4.3.4. PCR Protokolii

- 20°C’de saklanmig olan DNA’lar cikartilarak 1 dakika 13000 rpm’de
santrifiij edildi ve iistte kalan % 70’lik etanol atildi. DNA 6rneklerinin lizerine 50 pl
distile su konarak oda 1sisinda 1 saat, takiben 37°C’lik etiivde bir gece beklemeye

birakildi.
4.3.5. Oligoniikleotidler (primerler)

Calismada Biobasic firmasma (Biobasic, Ontario, Canada) ait primerler
(oligoniikleotidler) kullanildi. Bu primerler PCR deneylerinde insan DNA’s1
tizerinde ilgili gen bdlgesinin amplifikasyonunu gergeklestirecek sekilde segildi.
Caligmada DNA varligini gostermek i¢in ZFX/ZFY geni internal kontrol olarak
tercih edildi. sY14 (SRY) primeri, Y kromozomu kisa kolunda yer alan TDF geni
varligin1 belirlemek icin, negatif kontrol olarak ise bidistile su (ddH,0) kullanildi.

Kullanilan primerlerin niikleotid sekanslar1 tablo 2’de verilmistir.
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Tablo 2: Calismada kullanilan primerlerin niikleotid sekanslar

Primer adi  Primer sekanst AZF bolgesi PCR iiriin boyutu

ZFX/ZFY F-ACCRCTGTACTGACTGTGATTACAC Internal kontrol 495 bp
R- GCACYTCTTTGGTATCYGAGAAAGT

sY14 F- GAATATTCCCGCTCTCCGGA Kontrol 472 bp
R- GCTGGTGCTCCATTCTTGAG
sY84 F- AGAAGGGTCTGAAAGCAGGT AZFa 326 bp
R- GCCTACTACCTGGAGGCTTC
sY86 F- GTGACACACAGACTATGCTTC AZFa 320 bp
R- ACACACAGAGGGACAACCCT
sY127 F- GGCTCACAAACGAAAAGAAA AZFb 274 bp
R- CTGCAGGCAGTAATAAGGGA
sY133 F- ATTTCTCTGCCCTTCACCAG AZFb 177 bp
R- TGATGATTGCCTAAAGGGAA
sY134  F- GTCTGCCTCACCATAAAACG AZFb 301 bp
R- ACCACTGCCAAAACTTTCAA
sY254  F- GGGTGTTACCAGAAGGCAAA AZFc 400 bp
R- GAACCGTATCTACCAAAGCAGC
sY255 F- GTTACAGGATTCGGCGTGAT AZFc 126 bp

R- CTCGTCATGTCATGTGCAGCCAC
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PCR isleminde kullanilacak olan primer konsantrasyonu 20 pmol, PCR son
hacmi de 25ul olarak planlandi. Yapilan 6n denemeler sonucunda en iyi sonucun 20
pmol ile elde edildigi gozlendi. Stok ve calisma primerleri hazirlanarak derin

dondurucuda saklandi.
4.3.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Her bir 0.5’lik tiipe 5 pl hasta DNA’s1 ve tizerine 2.5 ul MgCly, 2.5 ul 10X
buffer, 2.5 ul ANTP (2.5mM) (Larova, Gmbh, Germany), her bir forward ve reverse
primerden 2 ul (20pmol), 0.2 U Taq DNA polimeraz (Bioron Ludwigshafen,
Germany) ve 8.5 ul ddH,O konuldu. Hazirlanan tiipler vortekslendi ve PCR igin
hazir hale getirildi.

Hasta ve kontrollerden elde edilen DNA o6rnekleri PCR ile ¢ogaltildi. PCR
kosullar1 Simoni ve arkadaslarinca belirlenen protokole gore uygulandi (71). Buna
gore; PCR isleminin birinci asamasinda ¢ift sarmal DNA molekiillerini denatiire
etmek amaciyla tekbir dongii 5 dakika 94°C’de gergeklestirildi. PCR isleminin ikinci
asamasinda ise sirasiyla 94°C’de 30 saniye denatiirasyon (melting), 56 °C’de 40
saniye baglanma (annealing) ve 65°C’de 4 dakika uzatma (extention) olmak tizere 35
dongii iizerinden gergeklestirildi. Uglincii asama olan en son siklustaki uzatma
periyodu 72 °C’de 5 dakika olacak sekilde gergeklestirildi ve 6rnekler 4°C’ye kadar
hizla sogutuldu. Daha sonra bu PCR iiriinleri agaroz jel elektroforezi ile analiz edildi.
Total PCR iirlinliniin %40’1 agaroz jel elektroforezinde kosturuldu. Agaroz jelin
yiizdesi DNA fragmentlerinin beklenen hacimlerine gore belirlendi. PCR iiriinleri

daha ileri ¢calismalarda kullanilmak iizere -20 °C’de sakland.
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4.3.7. PCR Optimizasyonu

Bu metodla yapilan PCR denemelerinde en iyi sonucu alabilmek igin
baglanma 1sisinda bazi degisiklikler yapildi. Sirasiyla 52°C, 55°C, 56°C ve 57°C
baglanma 1silar1 kullanildi. En iyi sonu¢ baglanma isismin 56°C oldugu PCR
iirlinlerinde saptandi. Delesyon saptanan her bir hasta i¢in 4 defa PCR kuruldu. Her
bir hasta icin kurulan 4 PCR iirlinlinde de bant goriilmedigi takdirde Y kromozom
mikrodelesyon varligi teyid edildi.

4.3.8. Agaroz Jel Elektroforezi

Elde edilen PCR iiriinleri %3’liik agaroz jelde kosturuldu. Agaroz peqGOLD
Laboratories (Germany) firmasindan satin alindi. % 3’liik agaroz jelin
hazirlanmasinda 3gr agaroz tartilarak iizerine 120 ml 0.5XTBE tamponu eklendi ve
mikrodalga firinda eritildi. Bu tamponun stok sekli olan 5X tampon su sekilde
hazirlandi: 54gr TRIS-base, 27.5 gr borik asit, 20mL 0.5 M EDTA (pH 8) bir miktar
distile su icinde ¢oziilerek 1L’ye tamamlandi. Elektroforez igin horizontal tipte jel
elektroforez sistemi kullanildi. Eriyen agaroz-TBE soliisyonu igerisine UV 1s1ginda
DNA fragmanlarin1 gormek i¢in 7 pl Ethidium bromide (EtBr) konuldu ve agaroz-
TBE soliisyonu i¢inde iyice karismasi saglandi. Hazirlanan soliisyon daha oOnce
kenarlar1 bantlanmis olan elektroforez aparatina dokiildii ve donmaya birakildi.

PCR iiriinlerinden 10 pl almarak 3 pl yiikleme tamponuyla (%15 ficoll,
%0.25 brom phenol blue (BPB), %0.25 xylene cyanole (XC) bir miktar distile su
icinde ¢oziilerek 100ml’ye tamamlandi) karistirilip kuyucuklara yiiklendi. DNA’lar
jellere yiiklenirken, beklenen bantlarin boyutlarinin belirlenebilmesi amaciyla ayni

jel lzerine Favorgen firmasindan (Favorgen, Biotech corp.,Taiwan) alinan 100bp
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DNA step marker’i de yiiklendi. Jeller oda sicakliginda 60 V ve 25 mA sabit akimda
yuriitildi. 1 saatlik yliriitmeden sonra jeller UV 1sik altinda degerlendirilerek
fotograflandi.

4.4. Istatistiksel Analiz

Hastalarin demografik 06zelliklerindeki farkliliklar (yas) her 4 gruptaki
bireyler goz Oniline alinarak belirlendi. Gruplara ait belirleyici (descriptive)
istatistiksel testler uygulandi. Hasta ve kontrol gruplari arasindaki farkliliklar Yates
Ki-kare testi ile degerlendirildi. P degerinin <0.05 olmasi istatistiksel agidan anlamli
olarak kabul edildi. Biitiin istatistiksel testler “SPSS® for Windows computing

program, Version 11.5” paket programu ile gerceklestirildi (72).
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5. BULGULAR

En iyi PCR sartlarini belirlemek icin sirastyla 52, 55, 56°C baglanma derecesi
ile yapilan deneyler sonucunda en uygun baglanma sicakhigmin 56°C oldugu
gozlendi. Bant kalitesinin yeterince 1yi olmasindan dolay1 daha yiiksek sicakliklar
denenmedi. En uygun primer miktarinin da 20 pmol oldugu gézlendi.

Toplam 90 hasta Yq mikrodelesyonu ve sitogenetik inceleme igin tarandi.
Azospermik, oligospermik ve normospermik infertil hasta gruplarmin her birinden
30’ar hasta ¢alismaya alindi. Azospermik hasta grubunda yer alan bireylere yapilan
testis biopsisi sonucunda nonobstruktif azospermi tanist kondu. Bunlardan 12
hastada (%40) SCOS, 10 hastada (%33.3) matiirasyon arresti, 8 hastada (%26.7) ise
generalize fibrozis saptandi. Hasta ve kontrol grubundaki bireylere ilk olarak
sitogenetik sonuclarin1 6grenmek amaciyla karyotip analizi yapildi. Azospermik
hasta grubunda 8 hastada (%26.7) Klinefelter sendromu, 1 hastada (%3.3) 47, XYY
sendromu, 1 hastada (%3.3) ise 46,XY,Yqh(+) tespit edilmis olup, ilgili veriler tablo
3 ve 4’de gosterilmektedir. Hastalardan elde edilen sitogenetik sonuglari sekil 1, 2 ve
3’de gosterilmektedir. Azospermik hasta grubunda %33.3, oligospermik hasta
grubunda %13.3, normospermik infertil hasta grubunda ise %10 oraninda
kromozomal anomaliye rastlandi. Kontrol grubundaki fertil bireylerde herhangi bir
kromozomal anomaliye rastlanmadi. Sirasiyla hasta gruplar1 ve belirlenen karyotipler

asagida tablo 3’de gosterilmektedir:
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Tablo 3: Hasta gruplarina gore tespit edilen karyotipler

Karyotipler Azospermik Oligospermik  Normospermik  Kontrol
infertil

Frekans % Frekans %  Frekans % Frekans %
46,XY (normal) 20 66.7 26 86.7 27 90 75 100
47, XXY 8 26.7 1 3.3 - -
46,XY,Yqgh(+) 1 33 2 6.7 2 6.7
47.XYY 1 33 - - -
46,XY,inv(9)inv(9) 1 3.3 - -
46,XY,inv(9) 1 33
Toplam 30 100 30 100 30 100
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Tablo 4: Hasta bireylerde tespit edilen sitogenetik anomaliler

Hasta Sperm sayisi Karyotip Y mikrodelesyonu

A5 Azospermi 47,XXY AZFc

A6 Azospermi 46, XY,Yqh(+)  AZFb

A9 Azospermi 47,.XYY/46, XY
(%87.5/%12.5)

All Azospermi 47.XXY _

A20 Azospermi 47.XXY _

A21 Azospermi 47.XXY _

A22 Azospermi 47.XXY _

A23 Azospermi 47.XXY _

A24 Azospermi 47.XXY _

A26 Azospermi 47.XXY _

05 Oligoastenospermi 46,XY,Ygh(+)

014 Oligospermi 47 XXY B

017 Oligoastenospermi 46,XY,inv(9)inv(9) _

029 Oligospermi 46,XY,Yqh(+)

N65 Normospermik infertil ~ 46,XY,Yqh(+)

N69 Normospermik infertil ~ 46,XY,inv(9) _

N70 Normospermik infertil ~ 46,XY,Yqh(+)
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Sekil 1: 47, XYY karyotipi tespit edilen olgunun metafaz plagi.

Sekil 2: 46, XY,Ygh(+) karyotipi tespit edilen olgunun metafaz plagi.
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Sekil 3: 46,XY, inv(9)(p11q13) karyotipi tespit edilen olgunun metafaz plagi.

Sekil 4: 46,XY, inv(9)(pllql3), inv(9)(pllql3) karyotipi tespit edilen olgunun
metafaz plagi.
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Hastalar daha sonra Yq mikrodelesyonu agisindan incelendi. Y kromozom
mikrodelesyonlar1 tayininde Simoni ve ark. daha c¢ok multiplex PCR’1
onermektedirler (71). Bu calismada once multiplex PCR denendi, fakat delesyon
bulunan bélgelerin ayriminda giicliik ¢ekildiginden her bir primer i¢in basit PCR
uygulandi. Boylelikle, herhangi bir mikrodelesyonu gézden kagirma ihtimali ortadan
kalkti. AZFa, AZFb ve AZFc bolgeleri icgin sirasiyla 2 STS (sY84, sY86), 3 STS
(sY127,sY133, sY134) ve 2 STS (sY254, sY255) incelendi. Azospermik hasta
grubunda 5, oligospermik hasta grubunda 4 ve normospermik hasta grubunda ise 2
Yq mikrodelesyonu saptandi (Tablo 5). En sik olarak AZFc bolgesinde (%63.6)
delesyon saptanirken, AZFb bolgesinde %54.5, AZFa bolgesinde ise %9.1 oraninda
delesyon saptandi (Tablo 6). Azospermik hasta grubunda goriilen delesyonlar en sik
AZFc (%40) bolgesinde iken, bunu AZFb+c, AZFa+c ve AZFb (%20) delesyonlar
esit oranda takip eder. Oligospermik hasta grubunda ise AZFb+c bdlgesinin
delesyonu %350 oraninda goriiliirken bunu AZFb ve AZFc %25 oranlanyla izler.

Normospermik infertil hasta grubunda delesyonlar AZFb bolgesinde izlenmistir.
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Tablo 5: 11 hastada tespit edilen Yq11 mikrodelesyonlar

Hasta ZFY sY14 sY84 sY86 sY127 sY133 sY134 sY254 sY255

A5 + + + + + + + + -
A6 + + + + + - + + +
A10 + + + + + + + + -
Al2 + + - + + + + + -
AlS + + + + + - + + -
03 + + + + + + + + -
ol6 + + + + + - + + -
018 + + + + + - - + +
026 + + + + - + + + -
N5 + + + + + - + + +
N15 + + + + - + + + +

(+): Delesyon yok, (-): Delesyon var

Tablo 6: Yql1 mikrodelesyonlarinin AZF boélgelerine gore dagilimi

AZFa AZFb AZFc

Delesyon orani(%)  %9.1 %54.5 %63.6
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Azospermik hastalarin yapilan hormon degerlendirmelerinde FSH ve LH
yiiksek bulunurken, testesteron normalin alt sinirinda tespit edildi. Oligospermik
hastalarda ise FSH, LH ve testesteron diizeyleri normal ve normale yakin bulundu.
Hastalarin klinik o6zellikleri, hormon profilleri ve Yq mikrodelesyonu agisindan
karsilastirilmalar1 Tablo 7°de yer almaktadir. AZFc bolgesinde Yq mikrodelesyonu
saptanan ve molekiiler inceleme sonucunda Yq mikrodelesyonu saptanmayan

olgularin molekiiler sonuglar1 Sekil 5 ve 6’da gosterilmektedir:

Tablo 7: Yql1 mikrodelesyonlu hastalarin klinik bulgular

Hasta Spermsayisi Hormonprofili Histopatolojikbulgular Karyotip

Delesyonlubolge

A5  Azospermik  Yiiksek SCOS 47,XXY AZFc
A6  Azospermik  Yiiksek MA 46,XY,Yqh(+) AZFb
A10  Azospermik Yiiksek SCOS 46,XY AZFc
Al12  Azospermik Yiksek SCOS 46, XY AZFa, AZFc
Al5  Azospermik Yiiksek MA 46, XY AZFb, AZFc
03  Oligospermik  Normal - 46,XY AZFc
016 Oligospermik  Normal - 46, XY  AZFb, AZFc
O18 Oligospermik  Normal - 46,XY AZFb
026 Oligospermik  Normal - 46, XY  AZFb, AZFc
N5  Normospermik Normal - 46,XY,Yqh(+) AZFb
N15 Normospermik Normal - 46,XY AZFDb

SCOS: Sertoli Cell Only Syndrome; MA: Matiirasyon arresti
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Sekil 5: Y kromozom mikrodelesyonu bulunmayan bir olgunun analizine yonelik
agaroz jel elektroforez goriintiisii. Siitun 1: 100b¢’lik DNA boyut markiri, Siitun 2:
ZFY/ZFX, Siitun 3: SRY, Siitun 4: sY&84, Siitun 5: sY86, Siitun 6: sY127, Siitun 7:
sY133, Siitun 8: sY 134, Siitun 9: sY254, Siitun 10: sY255, Siitun 11: Bidistile su
(negatif kontrol).
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Sekil 6: sY255 (AZFc) bolgesinde delesyon saptanan 5 nolu azospermik hastanin
agaroz jel elektroforez goriintilisii. Siitun 1: 100b¢’lik DNA boyut markiri, Siitun 2:
ZFY/ZFX, Siitun 3: SRY, Siitun 4: sY&84, Siitun 5: sY86, Siitun 6: sY127, Siitun 7:
sY133, Siitun 8: sY 134, Siitun 9: sY254, Siitun 10: sY255.

Hasta gruplar arasindaki frekans farkliliklari tablo 8’de gosterilmistir. Hasta

ve kontrol gruplarinin karsilastirilmasinda ise Yates Ki-kare testi ile kullanildi (Tablo

9).
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Tablo 8: Azospermik, oligospermik ve normospermik infertil hasta bireylerde
elde edilen kromozomal anomali ve Y kromozom mikrodelesyon frekanslari

Azospermi  Oligospermi  Normospermik Toplam
(%) (%) (%) (%)
Y kromozom delesyonu Var  5(%16.7) 4(%13.3) 2(%6.7) 11(%12.2)
Yok 25(%83.3)  26(%86.7) 28(%93.3) 79(%87.8)
Kromozomal anomali Var  10(%33.3) 4(%13.3) 3(%10) 17(%18.9)
Yok 20(%66.7)  26(%86.7) 27(%90) 73(%81.1)
Genetik anomali Var  15(%50) 8(%26.7) 5(%16.7) 28(%31.1)
Yok 15(%50) 22(%73.3) 25(%383.3) 62(%68.9)
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Tablo 9: Hasta ve kontrol gruplarinin karsilastirilmasi

Hasta Kontrol p
Delesyon
Var 11 (%12.2) 0 (%0) 0.005*
Yok 79 (%87.8) 75 (%100)
Kromozomal
anomali Var 17 (%18.9) 0 (%0) 0.000*
Yok 73 (%81.1) 75 (%100)

*. Yates Ki-kare analizi
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6. TARTISMA

6.1. Sitogenetik verilerin degerlendirilmesi

Infertilite vakalarinin yaklasik %50’sinde erkek faktdrii yer almaktadir. Son
zamanlarda yapilan calismalar erkek infertilitesinin genetik temeli iizerine
yogunlasmistir (73). Erkek faktor infertilitesinde vakalarin %60’inda sitogenetik
anomaliler ve Y kromozom mikrodelesyonlar1 s6z konusudur. Azospermiklerin
%13.7’sinde, oligospermiklerin ise %4.6’sinda kromozomal anomaliler bulunurken,
bu oran toplam infertil erkek populasyonunun %35.1’ini olusturmaktadir (61). Ayrica
infertil erkeklerde resiprokal translokasyonlarin, inversiyonlarin yenidoganlar ile
karsilastirildiginda daha yiliksek oranda bulundugu bilinmektedir. Quilter ve ark.nin
yaptigi calismada, 103 infertil hasta degerlendirilmis, bunlarin %9.7 sinde
sitogenetik anomali saptanmistir (61). 1444 infertil erkek hastanin alindig1 diger bir
calismada ise kromozomal anomali oran1 %7.6 olarak bildirilmistir. Bu anomalilerin
ozellikle cinsiyet kromozom anomalileri ve otozomal Robertsonian tipi
translokasyonlar oldugu bildirilmistir. Yine bu caligmaya gore, sperm sayisi ile
kromozomal anomali arasinda ters bir iliski oldugu belirtilmektedir (74).
Kromozomal anomalilerin infertiliteyi nasil indiikledigi tam olarak belli degildir.
Muhtemelen anormal olarak dagilan kromatinin varligi mayotik boliinmeye engel
olur ve bu ylizden sperm {iretimi azalir. Anormal kromozomlu spermatozoa, anormal
embriyonik gelisime ve erken gebelik kaybina neden olabilir (11). Infertil erkeklerde
kromozom anomali insidansi, oligospermik erkeklere (%1.7-4.6) gore azospermik
erkeklerde (%12.5-31) daha yiiksektir (73). Ayrica, azospermik hasta grubunda

cinsiyet kromozom anomalileri daha yiiksek iken, oligospermik hasta grubunda
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otozomal anomaliler daha sik goriilmektedir. Robertsonian translokasyonlar, dengeli
translokasyonlar, inversiyonlar (parasentrik veya perisentrik) ve marker
kromozomlar gibi yapisal anomali insidans1 da infertil erkeklerde artmistir (73).

Bu calismada, azospermik hasta grubunda kromozomal anomali insidansi
%16.7 bulunurken, oligospermik grupta bu oran %13.3 olarak bulundu. Daha 6nce
yapilan caligmalara uygun olarak azospermik hasta grubunda kromozomal anomali
insidansi, oligospermik gruba gore daha yiiksekti, yani sperm sayisi azaldikca
kromozomal anomali insidansinin arttigr goriildii. Bu durum cinsiyet kromozom
anomalileri i¢in de gecerliydi. Azospermik hasta grubunda sadece -cinsiyet
kromozom anomalileri bulunurken, oligospermik hasta grubunda cinsiyet ve
otozomal kromozom anomalileri birlikte goriildii. 10 azospermik hastanin 8’inde
(%80) Klinefelter sendromu, 1’inde (%10) XYY sendromu, 1’inde (%10)
46XY,Yqh(+) gozlenmistir. Literatiirle uyumlu olarak bu ¢alismada da azospermik
hasta grubunda en sik goriilen kromozomal anomali Klinefelter sendromu olarak
bulundu. Oligospermik hasta grubunda bir hastada (%3.3) Klinefelter sendromu, iki
hastada (%6.7) 46,XY,Yqgh(+), bir hastanin ise 9 nolu kromozomunun homozigot
perisentrik inversiyonu saptandi. Samli ve ark.nin yaptigr bir caligmada 383
azospermik, 436 oligospermik hasta incelenmis ve 436 oligospermik hastanin 4’{inde
(%0.9) Klinefelter sendromu tespit edilmistir. 9 nolu kromozomun heterozigot
perisentrik inversiyonu bir polimorfizm olarak kabul edilmesine ragmen,
homozigositesinin primer infertiliteyle iligkili oldugu diisiiniilmektedir (75).
Normospermik infertil hasta grubunda ise iki hastada 46,XY,Yqgh(+), bir hastada ise

46,XY,inv(9) saptanmistir. 9 nolu kromozom perisentrik inversiyonunu tasityan
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hastalarin anne veya babalarinda tasiyicilik gdzlenirken, homozigot olan bireyin hem
anne hem de babasimin tasiyict oldugu belirlendi. Kontrol grubu ve hasta grubu
karsilastirildiginda kromozomal anomali agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
bulundu (p<0.05).

6.2. Molekiiler ¢calisma verilerinin degerlendirilmesi

Y kromozom mikrodelesyonlar1 spermatogenez bozuklugundan dolayr erkek
infertilitesinin en sik genetik nedenleri arasindadir ve infertil erkeklerin %2.7-
55.5’inde  tanimlanmistir. 'Y  kromozom = mikrodelesyonlarinin  frekansi,
spermatogenez defektinin ciddiyeti ile artmaktadir. Sadece semen analizi, klinik
bulgular veya sitogenetik analiz Y kromozom delesyonu tahminine yardimci olamaz
(3). Y kromozomu mikrodelesyonu iizerine yapilan bir dizi caligmada mikrodelesyon
frekansin1 azospermiklerde %12.1, oligospermiklerde %3.4 olarak gostermektedir.
Fertil erkeklerde de diisiik bir oranda (%2) kodlayici olmayan bdélgelerde ¢ok kiigiik
delesyonlara rastlanabilir (10,76).

Tiepolo ve Zuffardi (1976), 1160 infertil erkegin sitogenetik analizini
yapmiglar ve Y kromozomu uzun kolu (Yq) distal bolgesinde %0.5 oraninda
delesyon bulmuslardir. Bu yilizden Yq distal 6kromatik bolgesinde bir azospermik
faktor (AZF) varligim1 6nermislerdir. Karyotipik analiz, polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ile onemli bir sekilde gelistirilmis ve Y kromozom haritalanmasi
yapilandirilmistir. Diger bir c¢alismada, 50 azospermik ve oligospermik hasta
calisilmis ve 4 erkekte Yq’'nun 6. aralifinda (subintervalinde) delesyon saptanmuistir.
Daha onceki ¢aligmalar, nonobstruktif veya ciddi oligospermik olan erkeklerin %3-

18’inde Y mikrodelesyonu bildirilmistir (32,77). Toplam 340 azospermik erkegin
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analiz edildigi bir ¢aligmada ise 29 bireyde (%8.5) Y kromozom mikrodelesyonu
bulunmus, bunlarin da en stk AZFc bolgesinde gerceklestigi (%82.8), bunu AZFb
(%55.2) ve AZFa (%?24.1) bolgelerinin delesyonlarinin izledigi goriilmiistiir.
AZFa’da mikrodelesyonlar gozlenirken, AZFb ve AZFc’de ise makrodelesyonlar
gozlenmistir. Yine aym calismada, Y kromozom delesyonu bulunan azospermik
erkeklerin testikiiler dokularindan yapilan histolojik calisma, germ hiicrelerinin
tamamen kaybini ve sadece Sertoli hiicrelerinin var oldugunu gostermistir (10).
Anomalilerdeki frekans farkliliklari, farkli etnik gruplardan hastalarin
caligmalara alinmasi, hastalarin caligmaya alinma kriterleri ve farkli STS
primerlerinin kullanilmasi veya PCR tekniklerindeki farkliliklarin sonucu olusabilir
(32). Y kromozom haplotipleri, genetik gecmis ve cevresel etkiler de farklilik
yaratabilir. Bu ylizden infertil erkeklerde mikrodelesyon analizi, infertilite
etyolojisini tanimlamada ve hastaya tedavi segenegi sunmada oldukca faydali
olabilir. Y kromozom kalitimi paternal oldugundan ve somatik parsiyel Y kromozom
delesyonu olan erkekler, yardimci iireme tekniklerinden faydalanarak ¢ocuk sahibi
olduklarinda, erkek cocuklar1 da ayni1 genetik defekte sahip olabilir, bu yiizden ciddi
oligozoospermili ve nonobstruktif azoospermili erkeklerde yardimci tireme teknigine
basvurmadan 6nce mutlaka Y kromozom delesyon analizi yapilmalidir (31,78). Oliva
ve ark. azospermi hakkindaki verileri degerlendirmis ve diinyada mikrodelesyon
frekansin1 %13 olarak bulmuslardir (79). Choi ve ark.nin yaptigr bir calismada, Y
mikrodelesyonlu erkeklerden bir kez TESE veya ejakulasyon ile sperm elde
edildiginde, fertilizasyon ve gebelik oraninin normal Y kromozomlu nonobstruktif

erkeklerden ¢ok da farkli olmadigi belirtilmektedir (76). Obstruktif azospermik
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hastalarda spermatogenezin normal olarak devam ettigi, fakat bu hastalarin testikiiler
spermlerinde yiiksek oranda birden fazla ve biiyiik Olgekli mitokondriyal DNA
delesyonlart mevcut oldugu gosterilmistir. Fertil erkeklerde de bu sekilde yiiksek
anormal sperm orant bulunmustur (79). Oligospermik, azospermik veya Yq
mikrodelesyonlu hastalarin lenfositlerinde az, fakat 6nemli derecede bir cinsiyet
kromozom andploidi oraninda artis vardir, bu da defektif hiicre boliinmesi
mekanizmasi varligini géstermektedir (80).

Pek cok AZF delesyonu, germ hiicrelerinde veya postzigotik donemlerde
olusan delesyonlar sonucu meydana gelen de novo olaylardir. Germ hiicre
delesyonlari, normal ve AZF delesyonlu Y kromozomu tasiyan mozaik bir sperm
populasyonu olustururlar. Y delesyonlu bir spermle normal bir oositin fertilizasyonu
yasayan bir canli ile sonuglanirsa, bu canli seksiiel olarak tiim dokularinda ayn1 AZF
delesyonunu tasiyabilir ve ciddiden hafif dereceye kadar degisen spermatogenez
bozukluguna sahip veya tamamen saglikli olabilir (81,82,83). Bu vakalarin PCR
delesyon analizleri, ayn1 veya komsu AZF subintervallerindeki birka¢ delesyonu
gosterebilir (81,82). Diger yandan, erken embriyogenez sirasinda gerceklesen
postzigotik delesyonlar, AZF delesyonu olan ve olmayan somatik ve germ hiicre
hatlarina sahip mozaik bireylere yol acabilir. Postzigotik delesyonlar infertil
bireylerde olusmasina ragmen, infertiliteyle iliskili pek ¢ok AZF delesyonu
probandin babasindaki germ hiicre hattinda gerceklesen Y mikrodelesyonlari
sonucudur (12).

AZFa ve AZFb bolgelerinin komplet delesyonunda, tam bir genotip-fenotip

korelasyonu goriilmesine ragmen, kismi AZFa ve AZFb ile iligkili ve AZFc
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delesyonlarmin tiim tiplerindeki degisken fenotip, ¢evresel ve genetik faktorlerin
etkinligini gostermektedir (43). AZFc mikrodelesyonlu bir erkegin ejakulat veya
testis dokusunda bulunan spermatozoalarin kaliteleri normal olabilir. Fertilizasyon,
embriyo gelisimi ve canli dogum miimkiindiir. Dogan cocuklar somatik olarak
saglikli, kizlar normal olarak iiretkendirler. Erkek cocuklar ise, babalarindan gelen
mikrodelesyona ugramis Y kromozomunu alabilir, eriskin ¢aga geldiklerinde ise
testis dokusunda sperm bulunan agir oligospermik ve azospermik veya testis
dokusunda sperm bulunmayan azospermik olabilirler (64).

FSH seviyesi, spermatogenezle iligkili degildir. Ayrica, yiiksek serum FSH’s1
olan hastalarda, testesteron konsantrasyonu ile serum FSH seviyesi arasinda ters bir
iliski olmadig1 ortaya konmustur. Idyopatik azospermide yiiksek serum FSH’s1 ve Yq
mikrodelesyonu arasinda bir iliski olabilecegi calismalar sonucunda ortaya
konmustur (84).

Y kromozomu mikrodelesyonlari, primer testikiilopatilerde 6nemli bir genetik
neden oldugundan, son zamanlarda kriptorsidizmin Y kromozom mikrodelesyonu
sonucu olustugu Ongoriilmektedir (85). Pryor ve ark. varikoselli hastalarda Y
kromozom mikrodelesyon oranini incelemisler ve bu oram1 %3 oraninda tespit
etmiglerdir (83).

Y kromozom mikrodelesyonlari, Sertoli Cell Only Sendromu (SCOS),
matiirasyon arresti ve hipospermatogenez gibi farkli spermatogenik degisikliklerle
iligkili olabilir (73,86). Vogt ve ark. AZFc bolgesindeki delesyonlara kiyasla, AZFa
ve AZFb bolgelerindeki delesyonlarin spermatogenez bozuklugu ile daha ¢ok iliskili

oldugu ve bu bolgelerdeki delesyonlarin daha kotii prognozlu oldugunu ortaya
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cikarmiglardir (87). Ferlin ve ark. ise germ hiicrelerinin tamamen yoklugu veya ciddi
derecede azaldig1 durumlarda Y delesyonlarinda artis gozlenirken, testikiilopatinin
daha hafif durumlarinin ise Y delesyonu ile iligkili olmadigin1 gostermislerdir (46).
Silber ve ark. AZFb ve otesinde bir kayip oldugunda, spermatogenezin
tamamlanmadigini bildirmislerdir. Bu bulgu pek ¢ok calisma ile uyumluluk
gosterirken, bir kaciyla da uyusmamaktadir (55).

Y kromozom mikrodelesyonlarinin infertil erkeklerde en sik molekiiler
genetik sebep oldugu bilinmekle birlikte, azospermiklerin %385’inde, siddetli
oligozoospermiklerin ise %90’ 1inda delesyonlar tespit edilememektedir. Bu kisilerde
genellikle tespit edilen multikopya gen ailelerinde Y kromozomu ile iliskili
varyantlar, Y spesifik gen mutasyonlari, duplikasyonlar gibi genetik durum infertil
fenotipi olusturmaktadir. Androlojide fertilite normospermi ile degil, fertilitesi
ispatlanmig erkekler olarak tanimlanmaktadir ve ¢ogu ¢alismada bu kisiler kontrol
grubunu olusturmaktadir. Bu ¢alismada da fertilitesi ispatlanmis erkekler, yani en az
bir ¢cocuk sahibi olan erkekler kontrol grubu olarak secilmistir ve herhangi bir
kromozomal anomali ve Y mikrodelesyonu saptanmamistir. Cevresel faktorler veya
farkl1 genetik altyap1 (Yq genlerinin yoklugunun kompansasyonu otozomal veya X’e
bagl faktorlerce saglanmasi olasidir) bu degisken fenotipi aciklayabilir (88). Krausz
ve McElreavery 229 kontrol bireyin 12’sinde DAZ bdlgesinin disinda kiiglik
delesyonlar bildirmistir (89). Kostiner ve ark.’a goére bu kisilerde delesyon
saptanmasinin nedeni polimorfik varyant tastyicisi teknik hata veya oligozoospermik
fertiller olabilecegi yoniindedir (90). AZFa veya AZFb bolgelerinin tamaminin

(komplet) delesyonu Sertoli cell-only ve spermatogenetik arrest ile iligkilidir (90,91).
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Bu bolgelerin parsiyel delesyonu veya AZFc bolgesinin parsiyel veya komplet
delesyonu hipospermatogenez (oligospermi) ile Sertoli cell-only sendromu arasinda
degisken fenotiplerle uyumlu goziikmektedir. Bu fenotipik varyasyon, AZFc
delesyonu olan hastalarda goriildiigli gibi, zaman i¢inde germinal epitelyumun
progresif regresyonu gibi bir mekanizma ile de agiklanabilir (92). Ayrica kisilere ait
genetik alt yap1 ve cevresel faktorlerin etkisi ile de agiklanabilmektedir. Tim
hastalarin hormonal durumlari1 analiz edilmis iki Danimarka ¢alisma grubunda tiim
hastalarda FSH seviyeleri ortalamanin iizerinde tespit edilmistir (88,93). Foresta ve
ark. ise mikrodelesyonlu hastalardaki Sertoli hiicre fonksiyonunun idiopatik olanlara
gore daha az siddetli oldugunu savunmaktadirlar (94).

Y delesyonlarinin ortaya konulmasi diagnostik, prognostik ve koruyucu
oneme sahiptir. Azoospermiklerde saptanabilecek komplet AZFa veya AZFb
delesyonu, testikiiler sperm elde edilmesi acisindan negatif prognostik degere
sahiptir (91). Oligospermik hastalarin da zaman icinde progresif olarak sperm
konsantrasyonu azalmasi riski bulunmaktadir. Bu nedenle bu kisilere ait sperm
hiicrelerinin  kriyoprezervasyonu ileride TESE gibi invaziv tekniklere maruz
kalmasin1 engelleyebilir (16). Yq mikrodelesyonu olan hastalarin IVF, ICSI ve hatta
dogal konsepsiyonla ile fertil olduklar1 bilinmektedir. Ancak delesyonu olmayan
erkeklerde gozlenen fertilizasyon oranit ve embriyo gelisimi agisindan bu grubun
farklilik gosterip gostermedigi bilinmemektedir (96).

1995 yilindan beri yapilan c¢aligmalar Y kromozom mikrodelesyonlarini
siddetli erkek infertilitesinin degerlendirilmesinde rutin ¢alismanin bir parcasi haline

getirmistir. Baglangi¢ donemlerindeki delesyon frekansindaki degiskenlikler, fertil

64



erkeklerdeki delesyonlarin varligi, en yiiksek sensitiviteyi saglayacak STS sayis1 gibi
konular hemen hemen ¢oziimlenmistir. Delesyon frekansinin sperm sayist (oligo
veya azoospermik) ve etyoloji (idiopatik veya non-idiopatik) subgruplarinda farklilik
gosterdigi bilinmektedir. Normospermik bireylerde delesyonlarin olmamasi veya
daha az olmasi, delesyonlar ile spermatogenez arasinda spesifik bir baglanti
oldugunu gostermektedir. Ayrica bundan daha 6nemlisi tiim markerlarin taranmasi
yerine 1yi se¢ilmis daha az sayida markerin tanisal amagh caligilmasi uygundur (58).
Bu sekilde iy1 secilmis markerlar ile %95’in {izerinde klinikle iligkili delesyonlar
saptanabilir (71). Bir¢ok ¢alismaya ragmen bugiin AZF genlerinin fonksiyonlarinin,
gen-spesifik delesyonlar ve mutasyonlarin, multikopya gen ailelerinin tek veya
multipl kopyalarinin delesyonlarinin 6nemi, inversiyon ve duplikasyonlar gibi diger
yapisal anomalilerin spermatogenetik hasar yoniinden etkileri hakkinda ¢ok az sey
bilinmektedir. Her ne kadar kesin bir fenotip-genotip korelasyonu sadece komplet
AFZa ve AZFb delesyonlarinda goriilse de, parsiyel AZFa, AZFb ve tim AZFc
delesyon tiplerindeki degisken fenotip, genetik temelin Onemini ve c¢evresel
faktorlerin spermatogenez lizerindeki etkilerini gostermektedir (71).

Proximal delesyonu olan infertil erkeklerde (AZFa ve AZFb bolgeleri)
spermatogenezde onemli defektler gdzlenirken, ornegin SCOS yiiksek prevalansi
gibi, distal AZFb ve AZFc bolgeleri delesyonlari, rezidiiel spermatogenezle uyumlu
olabilir. Infertil erkeklerin yaklasitk %10-15inde, Y kromozomunda yapisal
degisiklikler bulunmaktadir. Testis diferansiyasyonunu kontrol eden Y kromozomu
SRY bolgesi saglamdir, fakat delesyonlar azospermi veya ciddi oligospermiyle

sonuglanan Y kromozomu uzun kolunda bulunabilirler. AZF gen bolgesindeki
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delesyonlar, 4000 erkekten birinde olusabilen de novo delesyonlarla spermatogenik
bozuklugun en fazla tanimlanan nedenidir. De novo Y delesyon yiiksek frekansi Y
kromozomunun spontan genetik materyal kaybina yatkin oldugunu gosterir. Y
kromozomu instabilitesi, kromozom boyunca kiimelenen tekrarlayici elementlerin
yiiksek frekansina da bagli olabilir ve delesyonlar rekombinasyon veya DNA
replikasyonu sirasindaki kaymalarla olusabilir (44).

PCR, Yq mikrodelesyonlarni bulmada olduk¢a duyarli bir tekniktir. Ug
bliyiik AZF gen bolgesi delesyonunun %90’ 1indan fazlasi bir primer seti kullanilarak
bulunabilir. Genellikle ciddi infertilitesi olan erkekler tedaviye baslamadan 6nce Yq
mikrodelesyonu agisindan taranmalidir. Herhangi bir delesyon tespit edilirse, en ¢ok
gdz Oniine alinmasi gereken durum, delesyonun babadan ogula gecebilmesidir.
Normal olarak fertil erkeklerde bu tip delesyonlar olusmadigindan, Y kromozom
mikrodelesyonu olan babanin erkek ¢ocugu infertil olacaktir (44).

Yayinlanmug literatiir bilgisi dogrultusunda Y kromozom mikrodelesyonlari
hakkinda sunlar sdylenebilir:

1- Y delesyonlart 6zellikle 1 milyon spermatozoa/ml altinda olan hastalarda tespit
edilmektedir.

2- Delesyonlar 5 milyon spermatozoa/ml iizerindeki sperm sayilarinda oldukca
nadirdir (yaklasik %0.7) ve tek STS’ nin delesyonunun oldugu durumlarda Southern
blotting gibi bir teknik ile dogrulanmadan delesyonun O©nemi siiphe ile

karsilanmalidir.
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3- En sik delesyon frekans1 AZFc (yaklasik %60) bdlgesindedir. Bunu AZFb ve
AZFb+c veya AZF atb+c bolgeleri (%35) izlemektedir. AZFa bolgesi oldukca
nadirdir(%?5).

4- Izole gen-spesifik delesyonlar olduk¢a nadirdir ve su ana kadar sadece AZFa
bolgesinde tespit edilmistir.

5- Delesyonlar diger androlojik bulgularla birlikte (varikosel, kriptorsidizm,
hipogonadotropik hipogonadizm, obstruktif azoospermi) goriilme olasiligt (%7)
acisindan bagimsizdir (37).

Y kromozom mikrodelesyonunu frekansini inceleyen pek cok calismada,
ciddi spermatogenez bozuklugu olan secilmis bir grup infertil erkek c¢alismaya
alinirken, diger taraftan sadece infertilite klinigine basvuran secilmemis erkekleri
kapsayan az sayida c¢alisma yapilmistir. Bu yiizden, erkek infertilitesini
degerlendirmede Y kromozom mikrodelesyonunun klinik 6nemini saptamak igin,
infertilite kliniklerine bagvuran ve secilmemis infertil ciftlerin erkek partnerlerini
inceleyen ¢alismalara ihtiyag vardir (78).

Bu calismada infertilite nedeniyle laboratuarimiza basvuran ve semen analizi
sonucunda azospermi, ciddi veya hafif oligospermi ve normospermi olan hasta
gruplar1 Y kromozom mikrodelesyonu i¢in incelendi. Her bir AZF bolgesinden tek
bir nonpolimorfik STS lokusunun analizi AZFa, AZFb veya AZFc bdlgelerinin
herhangi birinde delesyon oldugunu tayin etmede yeterliydi, fakat her bir bolgeden
en az 2 STS lokusu degerlendirilerek tanisal dogruluk teyid edildi. Bu incelemelerin
sonucunda 5 (%16.7) azospermik hastada, 4 (%13.3) oligospermik hastada, 2 (%6.7)

normospermik infertil hastada Y mikrodelesyonu saptandi. Bu oranlar daha once
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yapilan calismalara uygundur. Yine literatiirde belirtildigi gibi en fazla delesyon
goriilen bolge AZFc (%63.6) iken bunu sirasiyla AZFb (%54.5) ve AZFa (%9.1)
bolgeleri izlemekteydi. Hasta grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda ise Y
mikrodelesyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0.05).

Su ana kadar yayinlanan bilgiler ve gecen yillardaki deneyimleri, tanisal
protokollerin oldukca farkli oldugunu, yanlis veya tamamen dogru olmayan tanilarin
gergeklestigi ortaya konmustur. Bu ylizden, Avrupa Androloji Akademisi (European
Academy of Andrology- EAA) ve Avrupa Molekiiler Genetik Kalite Birligi
(European Molecular Genetics Quality Network- EMQN) adi altinda bir grup, Y
kromozom mikrodelesyonlar1 molekiiler tanisinda laboratuar prensiplerinin
yayinlanmasini onermisler ve bunu desteklemislerdir (37). Bu calismada da EAA ve
EMQN’a gore laboratuar prensipleri uygulandi. Fakat EAA ve EMQN’e gore
primerlerin en iyi baglanma 1s1s1 57°C olarak belirtilirken, bu galismada 56°C’de en
1yl sonug elde edildi ve uygulandi.

Sonug olarak, molekiiler genetigin hizli gelisimi kromozomal anomaliler ve Y
kromozomu mikrodelesyonlarinin erkek faktorlii infertilitede ©nemli bir neden
oldugunu ve ciddi testikiilopatinin en sik genetik etyolojisini olusturdugunu ortaya
koymustur. Bu tip bulgular hem erkek infertilitesinde dikkatli bir tani, hem de
tedavisi i¢in esas olusturmaktadir. Bu nedenle, genetik taramalar simdilerde biiyiik
androloji ve infertilite merkezlerinde temel bir 6gedir. Y kromozom
mikrodelesyonlarinin prognostik degerinden dolayi, yardimci iireme tekniklerinden
faydalanmadan Once, sitogenetik analiz ve bu delesyonlar yoniinden bir tarama

onerilmektedir. Infertil bir erkekte, bir kromozomal anomali veya mikrodelesyon

68



bulunmasi, hastaligin tanisim1 saglar, klinikgileri fertiliteyi saglamada gereksiz ve
pahali yontemlerden uzaklastirir, baz1 dnemli etik sorunlara ¢6ziim getirir. Oncelikle
hasta kromozomal anomali yoniinden degerlendirilmeli, daha sonra gen diizeyinde
incelemeler gergeklestirilmelidir. Herhangi bir mikrodelesyon tespit edilirse, en ¢ok
g0z Oniine alinmas1 gereken durum, delesyonun babadan ogula gegebilmesidir. Zira
babada Y kromozom mikrodelesyonu saptanmigsa bu kisinin erkek ¢ocugu infertil
olabilir. Insan fertilitesi hakkindaki molekiiler genetik bilgi hizla artmakta
oldugundan, Yq mikrodelesyon calismalari daha genis kapsamli tanisal metodlar ve
spermatogenez hakkindaki bilgilerin gelismesi agisindan yardimci olacaktir.
Yardimcr iireme tekniklerindeki yaklagimlar insan {iremesinin molekiiler
incelemesiyle hizla artacaktir. Bu ylizden bu molekiiler bilgiye klinikte de
kullanilmast ac¢isindan artan bir oranda ihtiyag vardir (44).

Varikosel veya kriptorsidizm gibi nedenlere bagli kalmadan sperm sayisi
5x10°/ml altinda olan tiim erkeklerde Y kromozom mikrodelesyonlart i¢in molekiiler
tanisal test mutlaka Onerilmelidir. Spermatogenezde AZF aday genlerinin roliiniin
tanimlanmast  spermatogenez  biyolojisini anlamamizda O6nemli gelismeler
saglayacagi gibi, erkek germ hiicre gelisimindeki potansiyel roliiyle Y kromozomu
genlerinin analizi, bu kromozomun diger 6nemli 6zelliklerini de ortaya ¢ikaracaktir
(20).

Y kromozom mikrodelesyonu tayininde, tiim markerlarin taranmasi yerine iyi
secilmis daha az sayida markerin tanisal amagli ¢alisilmasi uygundur. Her vakada her
bir AZF bolgesinden en az iki STS lokusuna bakilmalidir. Bu STS’ler AZFa i¢in

sY84 ve sY86, AZFb icin sY127 ve sY 134, AZFc i¢in ise sY254 ve sY255°dir. Eger
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herhangi birinde delesyon varsa, her bir AZF boélgesinin proximal ve distal
sinirlarindaki lokuslara kadar analiz genisletilebilir. (8).

Bu ¢alismada da, her bir AZF bolgesinden delesyonun en fazla gézlendigi,
yukarida belirtilen STS’ler calisildi. Ayrica AZFb bolgesi i¢in sY133 de calisildi.
Ileride hastalarin delesyon tespit edilen bélgelerinin distal ve proximalindeki STS’ler
de analiz edilerek delesyonun tam veya kismi oldugu yoniinde bilgi edinilmesi
amaglanmaktadir. Erkek infertilitesi etnik populasyonlar arasinda da farklilik
gostermektedir. Bu yiizden arastiricilar bunu mutlaka g6z 6niinde bulundurmalidir ve
infertil erkekleri incelerken stratejilerini buna gore belirtmelidirler (10). Klinisyenler
ise, infertil erkeklerde ozellikle yardimci lireme tekniklerine basvurmadan once
hastalar1 genetik incelemeye, gerekli oldugu takdirde de genetik danigsmanliga
yonlendirmelidir.

Ileride calismalar Y kromozom disindaki fertilite genleri iizerine olacaktir.
Hayvanlar lizerindeki calismalarla giderek daha fazla sayida otozomik ve X’e bagh
gen ortaya konulmaktadir. Molekiiler genetik ve hayvan modellerindeki bilgi
birikimi, daha da Onemlisi insan genom projesinden elde edilen bilgiler erkek

fertilitesi alaninda genis ¢apta arastirmalar i¢in miikemmel bir temel olusturacaktir.
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