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OZET

Cukurova Bélgesindeki infertil Erkeklerde Y kromozomu Mikrodelesyonlarinin
(AZF genleri) Incelenmesi

infertilite, evli ciftlerin yaklasik %15°ni etkilemekte ve bunun yarisim erkek
infertilitesi olusturmaktadir. Y kromozomunun uzun kolunda spermatogenezde rol
alan, “Azospermik Faktor” olarak adlandirilan ii¢ farkh bolge (AZFa, b ve c)
mevcuttur. Bu gen boélgelerin delesyonu azospermi ve siddetli oligospermi ile
sonuclanmaktadir.

Cahsmada, 63 infertil erkekte (38 azospermik, 25 siddetli oligospermik) Y
kromozom mikrodelesyonlarimin goriilme sikhigi, 20 spesifik STS kullanilarak,
multipleks PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) yontemi ile incelenmistir.
Mikrodelesyon goriilme sikhig1 tiim olgularda %6,3 (4/63) iken, azospermik grupta
%7,8 (3/38), siddetli oligospermik grupta %4 (1/25) bulunmustur. Azospermik
grupta delesyon bulunan bir olguda AZFb ve AZFc bolgelerinin tamam ve
proksimal ¢/d bolgesinin kismi delesyonu, ayni gruptaki diger bir olguda DYS221
bolgesi haric AZFb ve komple AZFc bolgesinin delesyonu saptanmistir.
Azospermik gruptan bir olgu ve siddetli oligospermik gruptan bir olguda sadece
komple AZFc bolgesinin delesyona ugradid: tespit edilmistir. Spermatogenezde rol
alan genlerin fonksiyonlar1 aciklanabilirse erkek infertilitesinin etiyolojisine
yonelik ¢alismalara 151k tutacagina inanmaktayiz.

Calhismada, 10 fertil kontrol grup ile 63 infertil erkek (38 azospermik, 25
siddetli oligospermik) plazma FSH, LH, testosteron, prolaktin ve leptin diizeyi
yoniinden “radioimmunoassay” yontemiyle incelenmis ve Y kromozom
mikrodelesyonlar ile aralarindaki olas1 iliskinin arastirllmasi amaclanmistir.
Azospermik grupta FSH ve LH diizeyi anlamh diizeyde yiiksek bulunmustur
(p:0.000). Prolaktin diizeyi azospermik grupta kontrol grubuna oranla daha
yiiksek bulunmustur (p:0.000). Bireysel olarak plazma diizeylerinde farkhhklar
olsa da gruplar arasinda testosteron ve leptin diizeyleri yoniinden fark
goriilmemistir. Yiiksek FSH ve LH diizeyi testislerdeki Sertoli ve Leydig
hiicrelerinde yeterli cevabin olusmadigim1 gostermektedir.

Anahtar sozciikler: infertilite, Y kromozom mikrodelesyonlari, AZF genleri, hormonlar
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ABSTRACT

Determination of Y Chromosome Microdeletions (AZF genes) in Infertile Men at
The Cukurova Region

Infertility affects approximately 15% of all married couples and half of the
cases are male related. Three different regions have been mapped on the long arm
of the Y chromosome, named “Azospermic Factor” (AZFa, b and c), are involved
in the control of spermatogenesis. Microdeletions in these gene loci may result in
azoospermia or severe oligozoospermia.

In this study, the frequency of Y chromosome microdeletions among 63
infertile male (38 azoospermic, 25 severe oligozoospermic) evaluated by multiplex
PCR (polymerase chain reaction) using 20 gene-spesific primers (STS).
Microdeletions frequency were detected in all cases is 6.3% (4/63), 7.8% (3/38) of
azoospermic, and 4% (1/25) of severe oligozoospermic group. We found one
deletion in azoospermic group is involving complete AZFb and AZFc region and
incomplete proximal c/d regions, another deletions in azoospermic group, involved
AZFb and AZFc except DYS221 locus. One individual in azoospermic group and
one individual in severe oligozoospermic group are involved only AZFc region. We
believe that, if the functions of the all genes that play role in spermatogenesis are
explained, it will be important to understanding of about the etiology of male
infertility.

In this study, plasma concentrations of follicle stimulating hormone (FSH),
luteinizing hormone (LH), prolactin, testosterone and leptin were measured by
radioimmunoassay in 10 fertile control group and 63 infertile male (38
azoospermic, 25 severe oligozoospermic) and investigated to relation Y
chromosome microdeletions. FSH and LH levels were significantly elevated in
azoospermic group than control and severe oligozoospermic groups (p:0.000).
Prolactin levels were significantly elevated in azoospermic group than control
group (P:0.000). Although the difference was found in plasma testosterone and
leptin levels in between individuals, there was no statistically significant. High
plasma FSH and LH levels shows that inefficient response of Sertoli and Leydig cell
to these hormones.

Key words: Infertility, Y chromosome microdeletions, AZF genes, hormones
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1. GIRIS

Diizenli bir cinsel yasama ragmen (haftada iki kez) higbir korunma yontemi
uygulanmaksizin bir yil iginde gebelik olugsmamasina infertilite denir. Normal
populasyonda %15 oraninda goriilmektedir. Bunun yaklagik %50’sini erkege bagh
infertilite olusturmaktadir. infertil erkeklerin %60’inda matiir germ hiicre iiretiminde
bozukluk ya da diisiik sayida sperm iiretimi goriilmektedir. Erkek iireme saglhigini,
kromozomal anomaliler, hormonlar, sperm iiretimi, sperm kanallarinda spermin taginmasi
ve cinsel fonksiyonlar gibi etmenler etkilemektedir. Bunlardan herhangi birindeki bozukluk
infertiliteye neden olmaktadir ',

Normalde insan diploid hiicresi 22 ¢ift otozomal ve 2 cinsiyet kromozomu olmak
iizere 46 kromozomdan olusur. Fétus (embriyoda) bipotansiyel gonadin testis ya da over
yoniinde mi gelisim gosterecegi cinsiyet kromozomlarinda tasinan genler tarafindan
belirlenmektedir. Yakin zamana kadar, erkek genomunun %2’lik bir kismimni olusturan Y
kromozomunun bilinen en énemli islevi, cinsiyet belirlenmesindeki rolii idi *°.

Y kromozomunun kisa kolundaki SRY (seks determining region of Y) geni, testis
gelisiminde esansiyel olarak kabul edilmektedir. Kadinlarda XX, erkeklerde XY bigiminde
olan cinsiyet kromozomlar1 nadir de olsa bazi1 erkeklerde XX bi¢iminde olmaktadir. Bu
durum, normalde Y kromozomu iizerinde tasinan SRY gen bolgesinin, kromozom eglesmesi
sirasinda X kromozomuna ge¢mesi ile ortaya ¢ikmaktadir. Anatomik olarak normal olan
XX kromozom tasiyan erkekler, Y kromozomu yokluguna bagh olarak infertil
olmaktadirlar. Ayni durum, XY disilerde de s6z konusudur. Y kromozomundaki SRY
geninin kaybr ile XY disiler olusmaktadir ©’. Son yillarda bu siirecte rol alan baska genlerin
de varligr ileri siiriilmektedir. Y kromozomunun ozellikle sperm olusum asamalarinda
onemli fonksiyonlara sahip oldugu, bu nedenle erkek infertilitesinin arastirilmasindaki
gerekliligi giderek 6nem kazanmaktadir. Y kromozomunun yaklasik %95’ mayoz
esnasinda rekombinasyona gitmeyen NRY (non-recombining region of Y) bdlgesinden
olusur. Daima haploid durumdadir ve paternal gegise izin verir. Bu 6zellikleri nedeniyle Y
kromozom polimorfizmi’’ ¢aligmalari, babalik tayininde, irklarin ayiriminda ve populasyon
tarihinde genetik gegmisin arastirilmasinda ¢ok énemlidir 82,10

Y kromozomunun uzun kolu iizerindeki 11.bolgede, azospermiye neden olan ve

Azospermik Faktor (AZF) olarak bilinen gen aileleri bulunmaktadir. Delesyon goriilen



bolgedeki gen aktivitesinin eksikligi, spermatogenez bozukluguna neden olmaktadir. AZF
bolgesinde sperm tiretim ve aktivitesinden sorumlu gen aileleri temel olarak AZFa, AZFb,
AZFc ve AZFd olarak smiflandirilmaktadir. AZFa ve AZFb gen bdlgeleri, sperm
matiirasyonunda rol alan proteinleri kodlamaktadirlar. AZFc gen bolgesi, gonadlardaki
hiicre proliferasyonunda, spermatojenik hiicre cekirdeginde lokalize olan RNA baglayici
motif iceren RBM (RNA-binding protein) protein sentezinde rol alir. AZFd gen bolgesi,
sperm olgunlagsma basamaklarinda goérevli aktif proteinleri kodlamaktadir. Kaynaklara gore
degisiklik gostermekle birlikte Y kromozomu mikrodelesyonu tespit edilen vakalarin kendi
iclerinde ortalama dagilimlart AZFa %3, AZFb %9, AZFc %79, AZFb+c %6, AZFatb+c
%3 seklindedir *'*".

Son yillarda artan sitogenetik ve molekiiler DNA analizleri sonucunda siddetli
oligospermik ve azospermik erkeklerin %3-18’inde Y kromozomu mikrodelesyonuna
rastlanmistir. Intrastoplazmik sperm injeksiyonu (ICSI) tekniginin gelismesi ile birlikte
babadan ogula genetik gecis giindeme gelmistir. Delesyonlar genetik gecis gosterdigi gibi
de novo olarak da ortaya ¢ikmaktadir **'°.

FSH (Follikiil uyarici hormon) ve LH (Luteinlestirici hormon) gonadlar1 uyaran
glikoprotein yapidaki hormonlardir. FSH, kadinda follikiiler biiyilimeyi, erkekte ise
spermatojenik epiteli uyararak Leydig hiicrelerinden testosteron salmimini tetikler.
Laktasyon hormonu olarak bilinen prolaktin diizeyinin yiiksekliginin sperm iiretimi ve
cinsel fonksiyon iizerine olumsuz etkisinin oldugu bilinmektedir. infertilite {izerine etkili
olan bir diger hormon da leptindir. Puberte i¢in 6nemli bir hormon olan leptinin, 6n hipofiz
iizerine direk etki ederek LH ve daha fazla oranda FSH’in salinimini uyardigi, ayrica
GnRH (gonadotropin salict hormon) salimm atimlarini hizlandirdig: bildirilmistir "',

Calismada, azospermi ve siddetli oligospermi vakalarinda yoremizdeki Y
kromozom delesyonlarinin saptanmasi, in vitro fertilizasyon (IVF) merkezlerinde,
azospermik olgularda TESE (testikiiler sperm ekstraksiyonu) sonucu sperm bulabilme
olasiliginin belirlenmesi, bu delesyonu tasiyan erkeklerin yonlendirilmeleri ve giftlerin
aydinlatilmas1 amaglanmistir. Ayrica incelenen olgularin plazma FSH, LH, testosteron,
prolaktin ve leptin diizeyleri Olciilerek Y kromozom delesyonlari ile hormonlarin olasi

etkilesimleri degerlendirilecektir.



2. GENEL BIiLGi

2.1. infertilitenin Tanimi

Diizenli bir cinsel yasama ragmen (haftada iki kez) hicbir korunma yontemi
uygulanmaksizin bir yil i¢inde gebelik olusmamasina infertilite denir. Erkek infertilitesi
infertil ¢iftlerin %10-30’unda tek neden, %15-30’unda kadina bagli nedene ek olarak
karsimiza ¢ikmaktadir "

Erkek infertilitesinin yaklasgik %40-60’mnda altta yatan neden bilinse de
bircogunda etken ortaya konamamakta ve idiopatik infertilite olarak kabul edilmektedir.
Molekiiler diizeyde yapilan ¢alismalarin hiz kazanmasi ile birlikte kromozom anomalileri
(6rn Klinifelter sendromu) ve Y kromozom mikrodelesyonlar1 gibi genetik nedenlerin

erkek infertilitesindeki Onemi giderek agiklik kazanmaktadir. Oligospermik olan

erkeklerde kromozomal problemler %2,2 iken azospermik olanlarda %15 civarindadir
18,19

2.2. Erkek infertilitesinin Bashca Nedenleri:

e Hormonal Bozukluklar

-Izole gonadotropin yetmezligi (Kallman sendromu),

-Izole LH ve FSH yetmezIigi,

-Hiperprolaktinemi,

-Tiroid hastaliklari,

-Konjenital hipogonadotropik hastalik,

-Hipofizer yetersizlik (tiimorler, infiltratif olay, ameliyat, radyasyon),

-Ekzojen hormonlar (androjen- estrojen, glukokortikoid fazla verilmesi) '***2'.

e Kalitsal gen hastaliklar1 ve kromozom bozukluklar:
-Klinefelter Sendromu, XX erkek , XYY sendromu,
-Turner sendromu,

-Y kromozom mikrodelesyonlari,

-Myotonik distrofi,



-Hemokromatozis,
-Orak hiicre anemisi,

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

e Gonadotoksinler

-laclar, insektisitler,

-Radyasyon, manyetik alanlar,

-Alkol, sigara ve uyusturucu maddeler,

-Gida katki maddeleri.

e Cesitli metabolik hastahiklar
-Testislere travma ve omurilik zedelenmesi,
-Bobrek yetmezligi, karaciger hastaligi,

-Immiinolojik hastaliklar, enfeksiyonlar.

e Anormal spermatogenez

-Kriptoorsitizm (inmemis testis),

-Varikosel,

-Sperm kanallarinda tikaniklik,

-Sperm motilite ve fonksiyon bozuklugu,

-Sperm morfoloji defekti (bas, kuyruk, akrozom vs),

-Maturasyon defekti >'*2**!,

2.3. Spermatogenez

Sperm firetimi olduk¢a uzun ve karmasik bir siirectir. 72 giinliik sikluslar halindeki

insan spermatogenezi pubertede baslar, yasam boyunca siirer. Germ hiicrelerinin g¢esitli

asamalardan gectikten sonra sperm hiicresi haline gelmesi "spermatogenez" olarak

adlandirilir. Bu siire¢ icinde germ hiicreleri mayoz boliinme sonrast 46 kromozomlu

diploid halden 23 kromozomlu haploid hale gelirler ve yine 23 kromozom igeren haploid

yumurta hiicresi ile birleserek yine 46 kromozomlu yeni bir bireyin olugsmasina olanak

saglarlar. Spermatogenez proliferasyon fazi, rediiksiyon-boliinme fazi ve farklilasma fazi

. .. . - 1,16,17,2
olmak tlizere ii¢ asamada incelenir .



Her asamada hiicreler spermatogonia, spermatosit, spermatid gibi farkli isimler
alirlar. Testis dokusu, i¢cinde kan damarlari, sinir lifleri ve kas hiicreleri igceren bir kapsiil
tarafindan ¢evrelenmis (skrotum) bir yapinin i¢indedir. Spermatogenez, testiste seminifer
tiibiillerin i¢inde gerceklesir. Her bir testis i¢inde yaklagik 500 seminifer tiibiil bulunur ve
tek bir tiibiiliin uzunlugu 30-70 santimetredir. Seminifer tiibiiller testis hacminin yaklagik
%80-90'm1 olustururlar (sekil 1). Bu nedenle testis hacmi kabaca sperm tiretim potansiyeli

. . 117,22
hakkinda fikir verir > .
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Sekil 1. Erkek iireme sisteminin anatomik yapist '

Seminifer epitel farkli tip hiicre gruplar1 icermektedir. Germ hiicreleri sperm
yapimindan sorumluyken sertoli hiicreleri germ hiicrelerinin etrafinda destek dokusunu
olustururlar. Testislerde bulunan bir diger hiicre tiirii de erkek seks hormonu olan
testosteron yapimini  saglayan Leydig hiicreleridir. Seminifer tiibiil i¢inde
spermatogenezin tiim asamalarindaki sperm Onciilii hiicreler bulunur. Farklilagsma fazini
tamamlayan hiicreler seminifer tiibiil icine salmirlar. Bu nedenle testisin farkli

kesimlerindeki alanlarda gelisimin degisik evrelerindeki sperm iiretimi devam eder (sek 2)
1,17,22
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Sekil 2. Spermatogenezin olusum agamalari =

Proliferasyon Fazi: Germinal epitel iginde olgunlasma evresinin ilk
basamagindaki hiicreler spermatogonyumlardir. Mitoz bdliinme ile olugsan bu hiicrelerin
bir boliimii spermatogenezis siirecine girerken bir kismi dejenere olur (sekil 3) 7%,

Rediiksiyon-Bélinme Fazi: Insanda, koyu tip A, acikk tip A ve B
spermatogonyumlar olmak {izere ii¢ grup spermatogonyum ayirt edilmistir. Koyu tip A
spermatogonyumlar agik tip A spermatogonyumlara doniisiirler. Acik tip A
spermatogonyumlar da tip B spermatogonyumlara doniisiirler. Tip B spermatogonyumlar
ise farklilagsma siirecine girerek primer spermatositlerin onciillerini olustururlar. Primer
spermatositler ise birinci mayoz boliinme ile sekonder spermatositleri olusturur. Hemen
arkasindan ikinci mayoz boliinmeyi gegirerek haploid sayida kromozom igeren
spermatidleri meydana getirir. Spermatogenetik hiicrelerin sertoli hiicreleri arasindaki
boliimde bulunmasi ile puberteden 6nce seminifer tiibiil limenine gegisleri engellenir.

Spermatosit adimi alan hiicreler DNA igeriklerini yani genetik materyallerini iki katina



cikardiktan sonra 4 ayri hiicreye boliiniirler. Bu 4 hiicreden her biri artik 23 kromozom
1,17,22

icermektedir

Farklhlasma Fazi: Boliinerek genetik materyallerini yariya indiren bu yeni
hiicreler uzun bir siire¢ sonunda farklilasirlar. Buna spermiyogenez adi verilir.
Spermiyogenez siiresince iireme hiicreleri hem doélleme yeteneklerini kazanirlar hem de
spermlerin hareket yetenegini saglayan kuyruk gelisir. Tiim bu fazlar sirasinda sperm
onciilii hiicreler seminifer epitelinin derinliklerinden ylizeye yani seminifer tiibiillerin i¢

bosluguna dogru ilerler 7%,
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Sekil 3. Germ hiicrelerinin gametlere déniisiimii (gametogenezis)'



2.4. Erkek Faktoriiniin Arastirilmasinda Kullamlan Onemli Testler
Erkege ait infertilitenin tanimlanmasinda kullanilan testler genis bir aralikta yer

almaktadir. Bunlar:
a- Spermiyogram,
b- Serum ya da seminal plazmada antisperm antikor (ASA) 6l¢limii,
c- Postkoital Test,
d- Spermatozoanin fertilizasyon kapasite testleri (Akrozom kapasite testleri),
e- Endokrinolojik inceleme ,
e Serbest ve total testosteron,
e FSH,
e LH,

e Prolaktin diizeyleri,

f- Kromozom analizi >'®2%%!,

2.4.1. Semen Analizi (spermiyogram)

Infertil ¢iftlerin yaklasik %50’sinde erkek faktoriine bagl infertilite tek veya
kadina bagli nedene ek olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Semen analizi giinlimiiz laboratuvar
kosullarinda yapilabilecek en basit testlerden biri olarak goriilse de; belli kriterlere uygun
olarak yapilmayan semen analizleri klinisyenlerin yanlis yonlendirilmesine neden
olacaktir. Bu nedenle semen analizinin androloji formasyonu olan laboratuvarlarda
yapilmasi gerekmektedir. Erkek infertilite tanisi i¢in ilk yapilmasi gereken ve en basit test

. « e 40 1219
spermiyogram analizidir ™.

2.4.1.1. Sperm Orneginin Alinmasinda Uyulmasi Gereken Kurallar

Laboratuvarlara gelen her 6rnek gibi semen Orneginde de basit ama oldukca

onemli dikkat edilmesi gereken preanalitik noktalar vardir. Bunlar:

a- Ornek almadan 6nce hastanin detayl dykiisii alinmahdir. Kabakulak, hepatit, cinsel
yolla bulasan hastalik gecirip gecirmedigi, varikosel durumu, kronik hastalig1 ve siirekli

kullandig: ilaglar, alkol ve sigara kullanimi sorgulanmalidir.



b- Ornek vermeleri gereken giinde 3-4 giinliik cinsel perhizde olmalar1 gerekir. Perhiz
stiresinin istenilen siirenin altinda olmas1 sperm sayisinin diisiikliigiine, uzun olmasi ise

motilite diisiikliigiine, ayrica spermin akrozin i¢eriginde azalmaya neden olmaktadir.

¢- Semen toplanan kaplarin daha 6nceden kimyasal ve biyolojik testlerle toksisite
durumlar1 Olgiilerek bu amaca uygun toksik olmayan, steril, tek kullammlik kaplar

olmasina 6zen gosterilmelidir.

d- Ormek kaplarinin {izerine hastanin adi-soyad: etiketi hastanin gozii oniinde

yapistiriimalidir.

e- Hasta, tiim 6rnegi kabin icerisine almasi konusunda uyarilmali, eger bir kismu1 disariya

kagmigsa bu not edilmelidir.

f- Ornek verme esnasinda krem ya da sabun gibi kayganlastirict madde kullanilmamasi ve

ornege kesinlikle bir damla dahi su kagirmamasi konusunda uyarilmalidir.

g- Ornegin almmast ile laboratuvara teslimi en geg 20 dk iginde olmahdir "',

2.4.1.2. Semenin Makroskobik incelenmesi

Erkek fertilizasyon potansiyelinin arastirilmasinda ilk basamagt olusturan
spermiyogram analizinde Diinya Saghk Orgiiti (WHO, 1992) tarafindan belirlenen
kriterler esas alinmaktadir. Semen analizi makroskopik ve mikroskobik incelemelerden
olusur **.

Makroskobik incelemede semen, likefikasyon, goriiniim, volim ve pH ozellikleri
yoniinden degerlendirilmektedir. Ejakiilasyon sirasinda akici olan semen daha sonra
koagiile olur. Ornegin verilmesinde itibaren ejakulatin 5-30 dk igerisinde likefiye olmasi
(stvilagmasi ) gerekir. 37 °C etlivde ya da inkiibatdrde bekletilmesi bu siireci kolaylastirir.
Semenin koagiile olmasina neden olan faktorler seminal vezikiil; likefiye olmasini
saglayan proteolitik enzimler ise prostat kaynaklidir. Degerlendirme likefikasyondan
sonra yapilmalidir. Renk, koku ve viskozite gibi Ozellikleri de belirlenerek
kaydedilmelidir. Semen hacmi 2-8 ml arasinda normal kabul edilir. Normal pH degeri 7,2

- 8,0 arasindadir. Akut enfeksiyonlarda pH degeri 8’in iizerine ¢ikabilir. pH i diigiik



olmasi sperm salimiminin yetersizlii nedeniyle ejakulatin daha cok asidik prostat

stvisindan olustugunu diisiindiirebilir > .

2.4.1.3. Semenin Mikroskobik incelenmesi
Semen analizinde mikroskobik degerlendirmenin saglikli sonug¢ verebilmesi icin
faz-kontrast atagmanli 151k mikroskobu kullanilmali ve degerlendirmeler 10x20

bityiitmede yapiimahdir > .

2.4.1.3.1. Sperm Sayimi (konsantrasyon)
Sperm sayimmi icin ¢esitli sayim kamaralar1 tanimlanmig olmakla birlikte

giiniimiizde yaygin olarak Makler sayim kamarasi kullanilmaktadir (sekil 4). Semen
orneginin koyulacagi alan 10 pm derinliginde olmasi spermatozoanin tek bir diizlemde

serbest hareketine olanak saglamaktadir. Boyle bir kuyucugun olmasi sperm

yogunlugunun homojen yayilmasina ve iki tabaka arasinda kalan spermin bastirma hizina
12,19

gore konsantrasyon farki yaratmamasini saglamaktadir

Sekil 4 . Makler sperm sayma kamaras1 >

Laboratuvarlarda sperm sayimi igin farkli kamaralarin kullanimi ayni hastanin
farkli laboratuvarlarda oldukca farkli spermiyogram sonucu almasina neden olmakta bu
da hasta ve klinisyenin giivensizligine neden olmaktadir .

Makler sayim kamaras1 ile spermlerin sayilar1 ve hareket yiizdeleri daha kesin

olarak saptanabilmektedir. 100 karelik alan icinde 10 karedeki sperm sayis1 milyon/

10



ml’deki sayiy1 verir. Saglikli bir sonug alabilmek i¢in birden fazla (en az dort) 10 kare
sayilarak ortalamalar1 alinmalidir. Eger 100 karelik alan igerisinde sperm goriilmemis ise
alan digindaki bolgeler de taranmalidir. Ejakulatta sperm goriilmez ise 2000 rpm’de 10 dk
santrifiij edilerek pellete bakilmalidir. Baz1 olgularda ejakulattaki sperm sayisinin ¢ok
nadir olmasi1 nedeniyle santrifiij sonunda sperm goriilebilmektedir. Eger santrifiij sonunda
da sperm goriilmez ise ‘’azospermik Ornek’’ denilmektedir. Saglikli bir taninin
konulabilmesi i¢in bir hastanin 15 giin arayla en az 3 kez spermiyogram degerlendirmesi

yapilmalidir "%,

2.4.1.3.2. Canh ve Hareketli Sperm Orani (motilite)

Isinin, sperm sayis1 ve motilitesini etkileyen onemli bir faktor olmasi nedeniyle
sayim kamaralarinin 37 °C etlivde tutulmasina dikkat edilmelidir. On karedeki toplam
sperm sayisi belirlenir. On karedeki canli spermler de sayilarak toplam spermlere orani
bulunur. Canli ve hareketli spermlerin oranlart % hareketlilik oranmi belirler.

Hareketlilik 4 sinifta degerlendirilmektedir:

a- Hizli dogrusal ilerleyici hareket

b- Yavas dogrusal ya da dogrusal olmayan ilerleyici hareket
c- Yerinde hareket

d- Hareketsiz

Saglikli sonu¢ verebilmek icin iki ayr incelemede en az 200 sperm hiicresinin
hareket oOzellikleri degerlendirilmeli ve iki sonu¢ arasindaki fark %5’den fazla
olmamalidir. Motilite %0 oldugu durumlarda vitalite (canlilik) testi yapilmalidir. Bazi
orneklerde spermlerin biiylik ¢ogunlugu vital fakat hareketsiz olabilmektedir. Vitalite
testinde canli sperm orani > %70 olmalidir. Klinisyenin istegine gére motilitenin < 40’

altinda oldugu durumlarda da vitalite tayini yapilmaktadir 12,1922

2.4.1.3.3. Sperm Morfolojisinin Degerlendirmesi

Semen analizinde degerlendirilen en 6nemli kriterlerden birisi de spermin yapisal
ozelliklerinin incelenmesine dayanan morfolojik siniflandirmadir. Degerlendirmede WHO

ya da Kruger kesin (strict) kriterleri kullanilmaktadir. WHO kriterlerine gore normal
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deger >%30 iken, Kruger kesin kriterlerine gére >%14 normal morfolojili sperm olmalidir

(sekil 5)"1717.
; ! @ $ ﬁ
MNormal i

Owval Form anormal Spermiler

Sekil 5. Normal ve anormal sperm morfolojileri *°

Spermlerde fertilizasyon kapasitesi ve embriyo gelisimi ile ilgili yetersizliklere
rastlanmas1  ve tekrarlayan disiiklerin  arastirilmasinda  sperm  morfolojisinin
degerlendirilmesi 6nemli goriilmektedir. Daha onceden %70’lik etanol ile yikanmig
lamlara sperm konsantrasyonuna gore damlatilan semen Ornegi 45 derecelik aci ile
yayilarak kurutulur. Daha sonra secilen uygun boya ile (tercihen Diff-Quick veya
Spermac) boyandiktan sonra 100X objektifte immersiyon yagi altinda 100 veya 200
sperm degerlendirilerek % normal morfolojili sperm oranmi belirlenir. Spermler bas,
kuyruk ve akrozom yapilarma gore simiflandirilir. Kruger kriterlerine gore normal sperm

morfolojisi >%14 olmalidir (sekil 6)1’17’19.

12



Normal sperm morfolojisi

Bas

Boyun

Kuyruk

Diiz oval

Akrozom, basin %40-70’ni olusturur

Normal 6l¢iiler; uzunluk 5-6 pm, genislik 2,5-3,5 um

Siirda kabul edilen bag formlar1 anormal gruba dahil edilir

4-5 pm uzunlugunda diizgiin olmal

Basin alt kismina, aksiller konumda baglanmalidir

Boyunda basin yarisindan daha biiyiik sitoplazmik cisim
bulunmamalidir.

50-55 um uzunlugunda, diizgtin kivrimli, boyun kismindan daha

. . - L 12,1922, 24
ince olmal1 ve son kisma dogru giderek incelmelidir >~ .

SPERMATID GOLGI FAZ! AKROZOMAL ERKEN ARA
FAZ MATURASYON MATURASYON
FAZI FAZI

Flagellum

Akrozomal Mitokondri
grandl

Niikleus ! |

Nikleus

Akrozomal vezikil

Son kisim

Sekil 6. Normal bir spermin ince yapist '
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2.4.2. Normal Spermiyogram Parametreleri (WHO, 1992)*

Voliim :>2ml
Konsantrasyon :>20x10° /ml
Motilite 1 >%40

fleri dogrusal hareketlilik : >%50
Hizli dogrusal hareketlilik : %25
Morfoloji (Kruger) : < %14 normal

Sperm konsantrasyonuna gore siniflama:

Sperm sayisi

Tamm (milyon/ml)
Azospermi 0
Siddetli oligospermi <1

Orta oligospermi 1-5
Hafif oligospermi 5-20
Normospermi >20

2.4.3. Testis (yumurtahlk) Biyopsisi

Testis biyopsisi, azoospermi veya ileride derece oligozoospermisi olan hastalarda
tikanikliga bagh (obstriiktif) ve tikanikliga bagli olmayan (non-obstriiktif) nedenlerin
belirlenmesi i¢in yapilir. Testis biyopsisi sonrasinda travmaya bagli kanama ve testis
dokusunda harabiyet olusabileceginden ve giiniimiizde testis dokusundan elde edilen
spermler mikroinjeksiyon igleminde kullanilabildiginden tan1 ve tedavi amach
biyopsi aynt anda yapilabilir. Testis biyopsisinin degerlendirilmesi;

su sekilde olur’.

a- Normal spermatogenez; normal sperm iiretiminin olmasidir, azoospermi veya
siddetli oligospermi vakalarinda, bdyle bir biyopsi sonucu sperm kanallarinda

tikaniklig1 diistindiiriir.
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b- Hipospermatogenez; sperm iiretiminde goriilen degisik evrelerdeki hiicrelerin hepsi
olmasina ragmen iiretim azalmistir. Hipotalamus, hipofiz bezi ve testikiiler akstaki
bozukluklara bagli goriilebilir. Normospermik olgulara gore, artmis plazma FSH

diizeyi, diisiik inhibin B diizeyi goriilmektedir.

d- Matiirasyon arresti; sperm liretiminin belli evrede duraklamasidir. Spermatogonia ya
da primer spermatosit asamasinda arrest goriilebilir. Dokuda biiylik oranda
spermatogonia ve primer spermatosit mevcuttur ve azospermi ile sonuglanir. Eger
kismi bir arrest s6zkonusu ise olgun spermatozoaya rastlanabilir ve oligospermi ile

sonuclanir. Artmig plazma FSH diizeyine diisiik inhibin B diizeyi eslik etmektedir.

e- SCOS sendromu; sperm iireten hiicrelerin tamamen veya kismen yoklugudur.
Kanser tedavisine, gecirilmis enfeksiyonlara ve genetiksel defektlere bagli olabilir.

Artmig plazma FSH diizeyi ve diisiik inhibin B diizeyi goriilmektedir.

f- Tubular fibroz; testis dokusundaki harabiyetin ileri derece oldugu durumdur. Sperm
iireten hiicreler ve Sertoli hiicreleri kaybolmus, Leydig hiicreleri azalmistir. Bu durum
radyasyon tedavisine, kabakulak enfeksiyonuna, inmemis testise ve testis dokusunun

oksijensiz kalmasina bagl olabilir *'® .

2.5. Spermatogenezin Hormonal Kontrolu

Infertil bir erkegin hormonal yonden degerlendirilmesine dikkatli bir dykii almimi
ile baglamalidir. Hastanin potens ve libido durumu, ¢ocukluk ¢agi ve gelisimi esnasinda
dogmalik anomaliler ve puberte gecikmesi, ailesel bir endokrin hastaligi, koku alma
duyusu kaybi, galaktore ve gorme alani bozukluklarinin varligir 6grenilmelidir. Bu tiir
belirtiler hipotalamik veya hipofizer kaynakli bir tiimoriin habercisi olabilmektedir.
Hastanin meslegi ve yasadigi ortam da oOnemlidir. Bazi pestisitler serum 0&stradiol
seviyesini yiikseltmektedir. Orn. kursuna maruz kalmak hipotalamik-hipofizer-testikiiler
aksi etkileyerek testosteron sentezinin baskilanmasina neden olmaktadir. Narkotik madde
kullananlarda, gonadotropin sekresyonu inhibe olarak testosteron seviyesinde azalma
meydana gelmektedir. Viicut gelistirme ve halter sporu ile ugrasanlarda daha cok
rastlanilan, eksojen androjenik steroid alimi durumunda hipotalamus ve hipofizden
gonadotropin salinimi inhibe olmakta, Leydig hiicreleri testosteron yapimi igin stimiile

edilememekte ve spermatogenez ciddi olarak duraksamaktadir °.
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2.5.1. FSH, LH ve Testosteronun Erkek Ureme Sistemi Uzerine Etkisi

FSH ve LH gonadlar1 uyaran glikoprotein yapidaki hormonlardir. FSH, kadinda
follikiiler biiylimeyi erkekte ise spermatojenik epiteli uyarir. LH kadinda ovulasyon i¢in
gerekliyken erkekte testikiiler Leydig hiicrelerinden androjen salgilanmasini uyarir.

Erkek iireme sisteminin hormonal kontrolii, hipotalamik-hipofizer-testikiiler aks
ad1 verilen, cesitli basamaklarinda geri besleme sistemleri olan bir mekanizma ile
saglanmaktadir. Santral sinir sisteminden hipotalamusa gelen noradrenerjik ve dopa-
minerjik uyarilar buradan GnRH sentezini ve salmimini kontrol etmektedir. GnRH
pulsatil olarak salgilanir ve hipofiz 6n lobundan gonadotropik hormonlar olan FSH ve
LH’m salmmim uyarir. LH ve FSH ise spermatogenezin tamamlanabilmesi ve
siirekliliginin saglanabilmesi igin gerekli gonadal steroidlerin yani testosteron ve
Ostradioliin sentezini arttirmaktadir. GnRH’un pulsatil olarak salinmasi gonadotropik
hormonlarin da pulsatil olarak salgilanmasina neden olmaktadir. Sertoli hiicreleri FSH’a
yanit olarak androjen baglayan protein salgilarlar. LH ve FSH kan dolasimina katilarak
farkli mekanizmalar1 etkilemektedir. LH, Leydig hiicrelerinde testosteron iiretimini

saglayarak spermatogenezi uyarmaktadir (sekil 7)'¢!"*%27,

hipotalamus
R/
4 -
N %
I} 1_ L
S ) b
/ / \
an hipe \
bﬂﬂ_j«.‘ '\.__l
o '\ﬁ:{\\
LH | F5H \ F5H korpus LH

luteum

dokular o e
| arasi val eminifer
lhcreler \ f‘S tabd

folikal

g N /
testesteron sSperm x
ostrojen prugesterun

Sekil 7. FSH ve LH’1n hedef dokulardaki etki mekanizmalar1 >
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2.5.2. Prolaktin ve Erkek Ureme Sistemine EtKisi

Prolaktin, 199 aminoasitten olusan tek zincirli bir polipeptiddir. Prolaktin geni
kromozom 6’ya lokalize olmustur. Molekiiler agirligt 24000 Dalton olan bu hormon
primer olarak laktasyonla ilgilidir. Yapisal olarak olarak biiyiime hormonu ve plasental
laktojene benzeyen prolaktin farkli heterojeniteye sahiptir. Bu da glikolizasyon,
fosforilasyon ve siilfasyondaki farkliliktan kaynaklanmaktadir. Hipofiz tarafindan salinan
dominant formu glikolize olmamis prolaktindir. On hipofiz bezindeki laktotrop
hiicrelerinin yaninda gégiis ve desidua gibi diger dokulardan da sentezlenir.

Prolaktin reseptdrii hiicre membranin1 tek bir kez gecen transmembran bir
proteindir (sekil 8). Biiylime hormon reseptorii gibi, sitokin reseptor ailesi iiyesidir.
Sitoplazmik kuyruk uzunluguna gore kisa, orta ve uzun formu mevcuttur. Artan prolaktin

diizeyinin en 6nemli etkisi normal diizeydeki seks hormonlarinin (kadinda ostrojen,

29-31

erkekte testosteron) salinimini baskilamasidir

A B

Baglanma
Bolgesi-2

Baglanma
olgesi

Baglanma
Bolgesi-1

PRL Aktif Degil Aktif
Reseptor

Sekil 8. Prolaktin hormonunun reseptériine baglanmasi 30
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Prolaktin hormonunun birgok etkisi mevcuttur. Bunlar:

a. Meme bezini uyararak siit salgilanmasini saglar.

b. Fazla miktardaki prolaktin, dopaminin etkisini baskilayarak seksiiel potansiyelde

azalmaya neden olur.

c. Santral sinir sistemindeki aksonlari kapsayan myelin olusumunda rol alan Oncii

hiicrelerin proliferasyonunda,

d. Gebeligin sonunda fetal akcigerde surfaktan sentezinde,
e. Immiin sistemin diizenlenmesinde,

f. Elektrolit ve su dengesinin korunmasinda,
g. Biiyiime ve gelismede rol alir *>'

Hayvanlarda testosteron biyosentezi igin fizyolojik miktarda prolaktin
salgilanmas1 gerekliyken insanlarda yliksek prolaktin seviyeleri testosteron sentezini
baskilamaktadir. Prolaktin, testiste Leydig hiicrelerinde LH reseptdrlerine olan affinitesi
nedeniyle oOnemlidir ve testosteron yapimimi dolayli olarak etkilemektedir. Ancak
prolaktinin spermatogenez ve sperm fonksiyonlarina etkisi halen tam olarak
belirlenememistir. Bir ¢ok calisma prolaktin ve semen O6zellikleri arasinda pozitif iligki
oldugunu gosterirken, baz1 calismalar boyle bir iliskiyi gosterememistir *°~".

Asirt  diizeyde prolaktin  salgilanmasi  (hiperprolaktinemi) bir  cesit
hipogonadotropik hipogonadizme neden olur. Sebep cogunlukla, hipofizde yerlesen
prolaktin salgilayan mikroadenomlardir. Laboratuvar testlerinde testosteron, FSH ve LH
diizeyleri azalmis, prolaktin diizeyi artmistir. Prolaktin seviyesi giin i¢cinde degisiklikler
gostermektedir. Elde edilen anormal prolaktin seviyesi bir bagka oOl¢iim ile

dogrulanmalidir ",

18



2.5.3. Leptin ve Erkek Ureme Sistemi Uzerine Etkisi

1994 yilinda kesfedilen hormon/sitokin roliindeki leptin, protein yapidadir. Gen
transkripsiyonu ve translasyonu adipoz doku, plasenta ve gastrointestinal sistemde
olmaktadir. Yiiksek leptin diizeyi beyine enerji rezervinin yeterli oldugu sinyalini verir.
Adipostatik etkisinden dolay1 obez kisilerde kilo kaybina neden olmaktadir. Plazma leptin

diizeyi, viicut kiitle indeksi ve yag yiizdesi ile direk iliskilidir ** .

2.5.3.1. Molekiiler Yapisi

Leptin, 21 aa’lik aminoterminal sekretuar sinyal dizilimi ile birlikte 167 aa’lik
bir polipeptidtir (sekil 9). Leptinin mikrozomlara translokasyonu, bu sinyal peptitten
ayrilip kan dolasimina salinmasi ile olur. Dolasimdaki leptin 146 aa ve molekiiler
agirhgr 14-16 kDa’dur. Sitokin ailesinden IL-6, IL-11, IL-12, LIF ve G-CSF ‘ye

benzerlik gosterir. DNA’s1 15000 baz ¢iftinden olusur 3233

Sekil 9. Leptin molekiiliiniin yapis **
Leptin reseptorlerindeki reseptér ya da post reseptor diizeyindeki mutasyonlar

sonucu leptin direnci meydana gelir ve obesite goriiliir. Leptin reseptdrleri sinif-I sitokin

ailesindendir (sekil 10). Bu aile Interldkin-2, interferon ve biiyiime hormonu
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reseptorlerini de igerir. Metabolik etkisini, SSS (santral sinir sistemi)’de ve periferal

dokularda lokalize olan 6zel reseptorleri araciligi ile gosterir (sekil 11)° .

Ob-Re
Ob-Ra Ob-Rb Ob-Re Ob-Rd
816aa 805 aa
EC
™ s . 2
En E™ Box1 B& e
Ic RN B > ™~ Lys889
== Box 2
His796 Lys889
1 1
[ ec [N W]
Box 1 Box 2
TRENDS In E logy & Metabok

Sekil 10. Leptin reseptor izoformlari *

Leptin ekspresyonu gida alimiyla da etkilenir. Kemirgenlerde aclikta leptin
diizeyi 6nemli 6lciide diiser, beslenmeden sonra tekrar yiikselir. Bu degisim insiilin ile
iliskilidir. Leptin gen ekspresyonu insiilin tarafindan pozitif yonde indiiklenir. insanda

da aglikta leptin diizeyi diiser beslenmeden sonra tekrar yiikselir. Fakat kisa siireli kalori

32,33

kisitlamalarinda leptin ekspresyonunda bir degisiklik gozlenmez

F-Aktin

cemmmmemedp G-Aktin

?
PIPy

Gen transkripsivonu ve ivon kanallarn

Sekil 11. Leptin reseptoriiniin etki mekanizmasi *°
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Birgok tiirde yapilan ¢aligmalarda leptinin, hipotalamus-hipofiz-gonadal aksisi
etkiledigi belirtilmistir. Leptin reseptor mRNA’ s1 6n hipofiz ve hipotalamusta fazla
miktarda bulunmaktadir. Leptinin GnRH, LH ve FSH sekresyonu {izerine etkisi ¢ift

yonlidiir (sekil 12). Hem stimiilatér hem de inhibitor etki gdsterir 3637,

]

1

|

'

5 = 1

Leptin o [ i HL

| “~ '

“'\“‘\-.. / :

S LH FSH :

Yag Dokusu Over ~ - _"" Vo i

~ =<4 i

I

. N 1

1 Leyding Hiicreleri '

' Granuloza I

" Hiicreleri l !

. E» Testis T s o 2 S e e .
I

_________________________________

Sekil 12. Leptinin gonadal organlar iizerine etkisi *°

Leptin sadece seks steroid iiretimini degil ayni zamanda hedef organlar1 da
etkilemektedir. Leptin reseptorleri endometrium, overler, Leydig hiicreleri ve meme bezi
epitelinde mevcuttur. Gebe kadinlarda maternal sirkulasyonda onemli diizeyde plasenta
orijinli leptin sekresyonu oldugu belirtilmistir. Anne ile fetiis arasinda besinsel diizeyin
sinyalcisidir. Aneroksia Nervosa ve Bulimia Nervosa gibi beslenme bozukluklarmda
diisiik serum leptin diizeyi ile birlikte amenore de goriilmektedir. Leptin ayn1 zamanda

kemik gelisiminde, hematopoiesiste ve damarlanmada da énemli rol oynamaktadir **2%%,
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2.5.4. Testosteron ve Ureme Sistemi Uzerine Etki Mekanizmasi

Prenatal gelisim, puberte ve puberte sonrasinda cinsiyet organlari ve cinsiyet
ozelliklerinin gelisiminde testosteron onemli rol oynamaktadir. Testislerde sentezlenip
plazmaya salinan en 6nemli andojendir (sekil 13). Testosterondan sentezlenen diger bir
androjenik steroid olan dihidrotestosteron (DHT), total kan androjenlerinin kii¢iik bir
kisminmi olusturur. Plazma Testosteron diizeyi erkeklerde yaklasik 700 ng/dl, DHT 45
ng/dl’dir. Erkeklerde kan testosteronunun %95'1 testislerde Leydig hiicrelerinden
saglanmaktadir. Daha diisiik oranlarda adrenal korteks ve overlerde de sentezlenmektedir.

Testosteron reseptdrii 76000 Dalton olup sitoplazmada ve niikleusta bulunmaktadir *** .

OH

Sekil 13. Testosteronun yapist *°

Testosteron, puberte ile birlikte yetiskin erkeklerin yagami boyunca sperm tiretimi,
erektil potansiyel ve seks giiciinliin korunmasinda rol alan en onemli hormondur.
Testosteron iiretimi  hipofiz-hipotalamus-testikiiler aksin diizenlenmesi ile olur.
Hipotalamustan {iretilen GnRH, hipofizden FSH ve LH salimimimi kontrol eder. LH,
Leydig hiicrelerinin hiicre zarindaki almaclara baglanir ve adenilil siklaz1 aktiflestirerek
hiicre i¢i cAMP (siklik adenozin monofosfat) diizeyini arttirarak steroidogenez ve
testosteron liretimini uyarir. Spermatogenez, FSH ve testosteron ile diizenlenir. FSH
sertoli hiicrelerine baglanarak androjen baglayici proteinin (ABP) sentezini tesvik eder.
ABP seminifer tiibiillerin limenine salmir ve bunun sonucunda Leydig hiicreleri

tarafindan iretilen testosteron spermatogenez bélgesinde ¢ok yiiksek diizeyde bulunur™.
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Testosteron sentezinin yokluguna hipogonadizm denir. Bu durum bulug ¢agindan
once gortilecek olursa ikincil cinsiyet karakterleri gelisemez. Erigskin donemde goriiliir ise

bu karakterlerin cogu geriler 0

2.5.4.1. Testosteron Sentezi

Testis kaynakli androjenler intersitisyel dokuda Leydig hiicreleri tarafindan
sentezlenir. Gonad steroidlerinin 6nciilii kolesteroldiir. Kolesterol ya Leydig hiicrelerinde
asetattan sentezlenmekte ya da kan yolu ile testise taginmaktadir. Burada hiz kisitlayict
basamak kolesterol yan zincir kirpilmasidir. Kolesterol Leydig hiicrelerinde yan zincir
kirict enzim ile pregnonolona doniistiiriilmektedir. Kolesteroliin pregnonolona ¢evrimi
bobrekiistli, ovaryum ve testiste aymidir. 3-B-hidroksisteroid dehidrogenaz/izomeraz
enzimi ile pregnonolondan progesteron olusturulmaktadir. 17-a-hidroksilaz enzimi ile 17-
hidroksiprogesteron agiga ¢ikarilir. Bu da 17,20 Liyaz enzimi ile androstendiona
donistiiriiliir. 17- B-hidroksisteroiddehidrogenaz enzimi ile de son olarak testosteron
sentezlenmis olur. Testosteron sentez ve salinimi LH’1n testisler lizerine uyarici etkisi ile
olur. Geri bildirim (feed-back) mekanizmas ile hipotalamusta, FSH {izerine etki ederek

kendi sentezini inhibe eder (sekil14) **4° .

Hipotalamus

Parakrin
etki

HEDEF eydig

HUCRELER Hiicreleri
i
IKINCIL HEDEI
HUCRELER

Sekil 14. Testosteron, FSH ve LH’1n erkek iireme sistemi iizerine etkisi *!
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Dolasimda testosteronun, %55°1 seks hormon baglayici globuline (SHBG), %40°1
albumine ve %5’1 kortizol-baglayic1 globuline baglanarak tasinir. Testosteron etkisini ya
direk olarak ya da metabolitleri ilizerinden gosterir. Hedef dokularda etkisini daha aktif
olan DHT’a ya da &stradiole doniiserek de gosterir. Testosteronun direk etkileri arasinda
Wolffian kanallarmin farklilasmasi ve i¢ genital yapinin gelisimi, spermatogenezin
uyarilmasi, seks potansiyelinin artmasi, kas gelisimi ve girtlagin genislemesi sayilabilir.

Bu etkileri yaninda hematolojik ve immiinolojik olaylarda da rol alir*** .

2.5.4.2. Androjenlerin Etki Mekanizmasi

Serbest testosteron edilgen veya kolaylastirilmis sizma yolu ile plazma zarini asarak
hiicreye girer. Hedef hiicreler testosteronu, 6zel reseptorler ile hiicre i¢inde tutulumunu
saglarlar. Dokudan dokuya degismekle birlikte tutulan hormonun biiyiik bir kismi hiicre
¢ekirdeginde bulunur. Bircok hedef hiicrenin sitoplazmasinda testosteronu DHT’ye
ceviren Sa-rediiktaz bulunur. Tek bir sinif almag bulunmasina ragmen almaclarin DHT ye
olan affinitesi testosterona olan affinitesinden daha fazladir. Testosteron-DHT-almag

karmasi gekirdekte hedef gen ve proteinlerin sentezini arttirir >* .
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2.6. Y Kromozomu

Insandaki 23 ¢ift kromozomun son cifti olan cinsiyet kromozomlari, kadinlarda
XX, erkeklerde XY bi¢imindedir. X kromozomu Y kromozomundan daha biiyiiktiir ve
daha fazla genetik bilgi icermektedir (sekil 15). Fakat disiler, erkeklerin sahip oldugu
kadar genetik bilgiyi tek bir X kromozomundan almaktadir. X kromozomlarindan biri
diginda digerleri embriyonik gelisimin blastosist asamasinda inaktive olmakta, somatik
hiicrelerden biri ayrilarak Barr cismini olusturmaktadir. Barr cisimleri bu hiicrelerin
interfaz ¢ekirdeginde goriilmektedir. X inaktivasyon mekanizmasi XIST geninin (X

inaktif spesifik transkript) bulunmasi ile anlagilmstir %,

Sekil 15. Insan X ve Y kromozomu 42

Evrim siirecinin ve wrklarin dagilimlarinin arastirilmasina, yakin zamana kadar
sadece anneden gegis goOsteren mitokondrial DNA’lar 151k tutmakta idi. Son yillarda
yapilan c¢aligmalar, Y kromozomunun da bu siire¢te ne kadar 6nemli oldugunu ortaya
koymustur. Diger biitiin kromozomlardan farkli olarak, Y kromozomunun esi yoktur ve
X kromozomuyla parga aligverisinde bulundugu tek bolgesi uglaridir. Biiyiik boliimii
rekombinasyona girmez ve yapisinda tek kopya ve ¢oklu kopya genler mevcuttur. Sonugcta
Y kromozomu, babadan ogula, oguldan toruna vs. gegerken biiyiik 6l¢iide korunmus olur.

Her nesilde yapisina katilan zararli ya da zararsiz mutasyonlar insanliin atasini ve cografi

25



dagilimmi arastirmada onu cazip kilmaktadir. Yeryliziinde yasayan biitiin erkeklerin Y
kromozomlarinin, 50.000-60.000 y1l dnce yasayan bir ortak atanin Y kromozomuyla %

99,99'dan fazla benzerlik tasiyor olmasi oldukea ilgingtir s

2.6.1. Evrimsel Siirecte Y kromozomu

Insanlarin ortak atasmin, yiizbinlerce yil 6nce Afrika'da ortaya c¢ikmis oldugu
varsayillmaktadir. 1990'larda Arizona Universitesi ve Stanford Universitesi arastirmacilari
tarafindan Y kromozomu soy agacinin kokiinlin Afrika’da yer aldigi gosterilmistir.
Mitokondriyal DNA (mtDNA) ile yapilan daha 6nceki bazi ¢aligmalarda, 'ilk kadin'in da
Afrika'da yasadig1 sonucunu varilmistir. Kimi arastirmacilarin goziinde, genis alanlar1 ve
hayvan bolluguyla Afrika savanalarini olduk¢a andiran Orta Asya, Afrika'yr 50.000-
60.000 y1l kadar once terkeden insanoglunun yerlesip ¢ogaldigi besin kaynaklarinin bol
oldugu bir yer olmustur. Yayilma 6nce batiya (bati Asya) dogru gerceklesmis, zamanla
dogu, kuzey ve giiney yonlerine de slirmiistiir. Bat1 kolu, sonunda Avrupa'ya, dogu kolu
da Bering Bogazi'mi gecerek Kuzey Amerika'ya ulagsmistir. Bu iki kol 1492'de burada
yeniden biraraya gelmislerdir. Goriiniis bakimindan da birbirlerinden oldukca farkli hale
gelen insanlarin gezegen iizerinde nasil yayildiklar1 ve bu farkliliklar: nasil kazandiklari-
nim izleriyse, Y kromozomunda gizlenmis durumdadir **.

Evrim boyunca, erkek bireylerin farklilasmasi i¢in gerekli genlerin Y
kromozomuna go¢ ettigi varsayilmaktadir. Otozomal genler mitotik bdliinme sirasinda
eslenikleri sayesinde DNA tamirine girebilirken Y kromozomu {izerindeki eslenigi
olmayan genlerde tamir mekanizmasi devreye giremez. Bu durum Y kromozomunda
bir¢ok kopya genlerin olugmasina neden olmaktadir. Spermatogenez icin kritik genlerin
coklu kopyasi olmast yikici mutasyonlar sonucu olusan etkinin en aza indirilmesi

bakimindan énemli bir avantajdir .

2.6.2. Y Kromozomu ve Cografik Dagilimi

Y kromozomu i¢inde yazili olan tarihsel bilgi nasil okunuyor? Arastirmalarda
ormegin Kazakistan'da, M45 olarak anilan bir Y kromozomu isaretleyici temel aliniyor.
Bu isaretleyiciler, Y kromozomunda goriilen mutasyon bdlgeleridir. M45, insan aile

agacindaki 6nemli ayrim noktalarindan biri olarak kabul ediliyor. Dallardan biri, kokleri
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Bat1 Avrupa'da olan bircok kisi tarafindan paylasilan M173'e; digeri de bircok yerli
Amerikalida bulunan M3'e yoneliyor. Avrupali ve Amerikalilarda da M45 var; ancak
Orta Asya'da M45'e sahip olup daha sonraki iki isaretleyiciye sahip olmayan, onun
yerine farkli bircok mutasyon igeren kisiler de bulunuyor (sekil 16). Bunun anlami, Orta
Asyanin, M45'in ortaya c¢iktigi yer oldugu; ayrica hem Avrupa, hem de yerli
Amerikalilarin ortak kdklerinin de burada bulundugudur. M45'ten sonraki mutasyonlarin
sayisiysa, aragtirmacilara bu isaretleyicinin yaklasik 35.000-45.000 yasinda oldugunu
diistindiiriiyor. M173"in, yaklasik 30.000 yil 6nce ortaya ¢iktigi goriiliiyor (yaklasik
olarak, Fransa'da bulunan ilk magara resminin tarihi). M3 ise yalnizca yerli
Amerikalilarda var; bu nedenle insanlarin Bering Bogazi'm1 ilk ge¢ip de Amerika'ya
vardiklari zamandan sonra ortaya ¢ikmis olmalidir denilmektedir. Bunun kesin zamani
arkeologlarca hala tartisilmakta olmasma karsin, Wells ve ekibi, benzeri ipuglariyla
yaklagik 17.000 yi1l 6ncesine isaret edebiliyorlar. 1492'den sonra, insanligin 30.000 yil
kadar once ayrilan iki biiyiik kolu ve dolayisiyla da genleri, yeniden biraraya gelmeye
basladigr diisiiniiliiyor. Arastirmacilar, yerli Amerikali erkeklerin  %17'sinin,

Avrupalilardan miras kalmis Y kromozomu tagidigini tahmin ediyorlar s,

“fIk insan”
31000-79000 Y1l Oncesi

A

Sekil 16. Y kromozomunun tarihsel ve cografik dagilimi 46

[lk insanlarin go¢ yollar:: M’ harfi ile gosterilen genetik isaretleyiciler, farkl

Y kromozomu soylarinin diinya {izerinde ne zaman ve nasil yayildigim anlamamizi
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saglamaktadir. Y kromozomu haplogruplarinin diinya tizerindeki dagilimlar1 sekil 17°de
43,47

gosterilmistir

ES

Diinyadaki Y
Haplogruplari

ws FP

0

A4 Australian IB lbena NW MNorwegian
Aborigines IC  lceland PE Persian (Iran) W
AL Altaians N Irian Jaya PG Papua New Guinea
AM  Ameninds Highlands Highlands
AP Apache (N-D) IN Indc-European PH Philippines
BF Burkina Faso M Raly PY Pygmy D A D B . C D D D EIE3DD E3bD F
BO Borneo JP Japan RU Russa
BU Buryats KG Kyrgyzstan SA Saami DG .H II DJ lK .I- .M
CN Cameroon KT KazanTatar SC Scobiand '
CW Chigpeway (D} KY Korysks  SL Seliups B~ Bo Or D o W Rkt [J riall R16[Diger
CY Cheyenne KZ Kazakhstan SF South Afrca
DR Drawdan MA Mideast Arabs SN Sudan
ES Eskimos MC Morocco SU Sumatra
ET Ethopa M Maori TE Tibet
EV Evenks ML Mali TU Turksh
FP French Polynesia MO Mongols UG Uygurs
GE Georga-Armenia MY Malaysia UZ Uzbek
GM Germany NB NewBntan WS Western Samoa
HA Han Chinese NE Nenets YA Yakuts

Sekil 17. Diinyadaki Y kromozomu haplogruplarinin dagilimi 47

Insan gen havuzunun tek belirleyicisinin dogal segilimin olmadigi, tarihsel
olaylarin da azimsanmayacak diizeyde etkilerinin oldugu belirtilmektedir **

Nazidze ve ark. Kiirt gruplar arasinda mtDNA ve Y kromozom varyasyonlarini
calismiglar; mtDNA yoniinden Avrupali gruplara Kafkaslhh gruplardan daha yakin
olduklari, Y kromozomu yoniinden zit bir farklilik oldugunu ortaya koymuslardir.

Giircistan grubunun go¢ zamaninda etrafindaki komsularindan farkli oldugu, Iran’daki
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Zazaki Kiirtleri’nin bilinenin aksine, diger kiirt gruplari ile genetik yonden ¢ok benzer
olmadiklar1 ortaya konulmustur **.

Cinnioglu ve ark. Tirkiye’nin farkli bdlgelerinden 523 kiside Y kromozom
haplotipi ¢alismislar, haplogruplarin alt tipi olan 52 farkli haplotip tanimlamislardir.
Major haplogruplarin (E3B, G, J, I, L, N, K2 ve R1; %94,1) Avrupa ve Yakin Dogu
populasyonu ile biiylik benzerlik tasidiklarini ortaya koymuslar ve Tiirk haplotiplerinin

gen akiminda dnemli bir kaynak oldugunu belirtmislerdir *.

2.6.3. Y Kromozomunun Tarihgesi

Y kromozomu 300 milyon yillik bir siirecte, erkekligi devam ettirmek acisindan
onemli olan ¢ok az sayida geni korumay1 basarirken; dolleyebilme yetenegi i¢in gerek
duyulan bagka genleri de kazanmistir. 1900'li yillarin baslarinda arastiricilar, belirli
tiirlerde cinsiyetin kromozomlar tarafindan belirlendiginin farkina varmiglar ve yaklagik
20 yil sonra, memelilerde de, cinsiyetin embriyonik gelisim sirasinda kromozomlar
tarafindan belirlendigi gosterilmistir. Yine bu yillarda X ve Y'nin, ge¢misteki tek bir
atadan koken alan ve birbirleriyle uyumlu olan bir ¢ift otozomdan evrimlestikleri ileri
strtilmistiir (sekil 18). X ve Y kromozomlarinin ge¢miste benzer olduklariyla ilgili diger
bir kanit da, Y kromozomunun X ile rekombine olmayan bélgesine (NRY: non
recombining region on Y) sagilmis pek ¢cok genin, X kromozomu iizerindeki eslerinin hala

bulunuyor olmasidir. Rekombine olmayan bélgeler Y kromozomunun % 95'lik bir kismini

43-45
olusturmaktadir .
Seks kromozomlar, NRY'de figincii bilyik NRY'nindbiiyik XY translokasyon
NRY'nin ortaya gikmasi gelisme (SMCY, UBE1Y) gelismesi (CASKP, DBY, olusmasi PCDH)
(SRY biilgesi, rekombinas- 130-170 Milyon yil Gnce EIF1AY, P,B'“' U [ﬂ\. LFY) 34 Milyon wil iince
yonun durmas) 80-130 Milyon yil dnce  NRynin 3 bilyiik gelismesi
290-350 Milyon yil dnee Translokasyon |_-\_\.1EL\'_ _._\DR.Q[)p_ __}Rgl:_p_
NRYde ikinci bityiik geniglemesi PARp GY GII‘: KALP, ?PI\U
selisme (RBMY, RPS4Y) 80-130 Milyon yil Gncesi 30-50 Milyon yil dnce = =
230-300 Milyon vl nce | ” lln ” ”
" (2]
» ” > » ” > » > —
XY Ty o (Y XY XY o
Otozom gifti XY XY XY XY
hmm
! 2o XY Xy Xy Xy
Kuglardaki otozomlar Maonotrem Marsupial Non-antropoit  Non-hominidantropoit
plasental

. . . .50
Sekil 18. Y kromozomunun evrimlesme siireci
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Genetik uzmanlari, 1990 yilinda Y kromozomu iizerindeki seks karakterini
belirleyen SRY bolgesi tarafindan kodlanan proteinlerin, ¢esitli kromozomlar iizerindeki
genleri etkinlestirerek testislerin olusmas1 yoniinde gelisimi sagladiklarin1 ortaya
koymuslardir 84445

Bu konuda merak edilen en Onemli sorulardan biri fertilite genlerinin,
rekombinasyonun yoklugunda nasil iyi korunabildikleri idi. Ciinkii rekombine olmayan
bolgedeki diger Y genlerinin ¢ogu, degisiklige ugramis durumdadirlar. Bu sorunun
yaniti, Y kromozomundaki tiim fertilite genlerinin ¢ok sayida kopyasinin bulunmasiyla
ilgilidir. Bu genlerin ¢ogul kopyalar halinde bulunmalari, her seferinde yalnizca bir
genin bir kopyasimi etkileyecek yikicti mutasyonlara karst tampon durumunun
olusmasina neden olmus olabilir **.

Bu veriler, farklilasma, X ve Y kromozomlar1 arasindaki rekombinasyonu

tiimiiyle sona erdirecek sekilde devam edebilecek ve binlerce ya da milyonlarca yil sonra

Y tamamen ortadan kalkacak mi? Sorusunu giindeme getirmektedir **.

2.6.4. Y Kromozomunun Ozellikleri

X kromozomu yaklagik 165 Mb’lik DNA iceren submetasentrik bir kromozom
iken Y kromozomu X’e gore daha kiigiik, yaklagik 60 Mb’lik DNA iceren akrosentrik bir
kromozomdur. Y kromozomu 60 milyon niikleotid icermesine ragmen diger
kromozomlara gore gen sayist en az olandir. Yaklasik %2-3 oraninda haploid genom
icerir &11-1318,

Y kromozomu ilging biyolojik Ozelliklere sahiptir. Sinirli sayida islevsel gen
tagimasina karsilik sik tekrarlayan diziler icerirler. Bu tekrarlayan bolgelerin fonksiyonu
tam olarak agikliga kavusmamistir. Y kromozomu iizerindeki genlerin biiyiik bir kisminin
inert formda olmasi bu kromozomu daha da ilging hale getirmektedir. Y kromozomu
iizerinde bulunan genlerin bir kisminin X kromozomu iizerinde homologu yoktur. Bu
nedenle paternal gecise izin verir. Y kromozomu, polimorfizm c¢alismalari,
populasyonlarin tarihi, cografik dagilim ve wrklarin koken aragtirmasinda, babalik
tayininde, yabanci DNA ayriminda, soy agacinin belirlenmesinde, tarihsel dénemlerde

gb¢ yollarmin aragtirilmasinda basariyla kullanilmaktadir. Y kromozom haplotip analizi

ozellikle mikrosatellit cesitliligi ya da diger adiyla STR’ler (short tandem repeats)
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haplogruplar icindeki varyasyonu (haplotipler) tamimlar ve populasyon ayriminda
onemlidir. Yagsayan canlilar1 ve fosilleri inceleyerek bir tiiriin evrimini izleyen
paleontologlar gibi molekiiler biyologlar da DNA dizilerini inceleyerek genlerin ve
kromozomlarin evrimini incelemektedirler. Anneden gegen mitokondrial DNA ve Y
kromozomunda NRY bolgesi rekombinasyona gitmez ve bu nedenle kalitimda

” C g 44.4
onemlidirler *+*7.

2.6.5. Y Kromozomunun Anatomik Yapisi

Y kromozomu haploid genomun %?2-3’linli olusturur. Kisa (Yp) ve uzun (Yq)

koldan olusan akrosentrik bir kromozomdur (sekil 19) ',

Heterokromatin

Sekil 19. Y kromozomunun delesyon araliklari °
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Aragtiricilar, sitogenetik calismalar sonucunda Y kromozomunda ii¢ bdlge

tanimlamislardir. Bunlar:

¢ Pseudootozomal bolgeler (PAR): Kromozomun kisa kolunun ucuna yerlesen PAR1 ve
uzun kolunun ucuna yerlesen PAR2 sirasiyla 2600 ve 320kb DNA igermektedir. X

kromozomu iizerinde homologlar1 vardir ve mayoz esnasinda rekombinasyona ugrarlar.

e Okromatik bolge: PAR1’in uzaginda lokalize olmustur ve parasentromerik bolgenin

kisa kolunu olusturur.

e Heterokromatik bélge:Yq’nun uzaginda bulunan bu bolge farkli erkek
11- 15,18

populasyonlarinda polimorfik 6zellik gosterir

Y kromozomunun biiyiik bolimii (%95) NRY’den olusur ve insan genomunun
sadece haploid kismimi simgeler (sekil 20). Kromozomun 6kromatik ve heterokromatik
bolgesini igerirler. Genetik olarak etkisiz kabul edilen heterokromatik bolge fazla oranda
tekrar dizilerinden (DYZ1 ve DYZ2) olusur. Okromatik bdlge ise say1 olarak daha fazla
tekrar dizileri olmasma ragmen cinsiyetin belirlenmesi, gonadoblastoma, boy kontrolu,

- el e 114151844
Turner stigmata ve spermatogenez ile ilgili genleri icerir HER

— Okromatin t Heterokromatin

p=— Y kromozomunun rekombine olmayan parcasi (NRPY) ——
Yp

o W

X-YHomolog [ Y'SI:]%SI:-:;;‘;““ (] Y-spesifik tek kopya genler

. Sentromer ve iligkili tekrar DNA dizileri

Sekil 20. Y kromozomunu olusturan bélgeler *!
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2.6.6. Y Kromozomu ve SRY Geni

Testis olusumu, Y kromozomunun kisa kolundaki SRY geninin varligiyla (sekil
21), daha dollenme sirasinda belirlenir. Bununla beraber, gebeligin altinci haftasina kadar,
gonadlar baskalagsmadan kalir. 6. ve 7. haftalarda SRY geni etkisiyle gonadlar testis
yoniinde bagkalasir. Sekizinci haftaya kadar Sertoli hiicreleri gelisir ve Miiller kanalinin
gerilemesini saglayan MIS (Miillerian inhibitory substance) salgilar. Leydig hiicreleri ise,
9. haftadan baslayarak tesekkiil eder ve Wolf kanali gelisimini uyaran testosteronu
salgilamaya baglar. Skrotumun da dahil oldugu erkek dis genital yapilari, gebeligin 10-15.

haftalar1 arasinda olusur %,

Psodootozamal Bolge

RP.84Y

11.2 L ZFY
11.1 x ~—Sentromer
11.21

11.22
1123

Sekil 21. Y kromozomunda SRY bélgesi *

Kadinlarda XX, erkeklerde XY olan cinsiyet kromozomlari, ¢ok ender de olsa bazi
erkeklerde XX bi¢iminde de olabilmektedir. Bu durum normalde Y kromozomu iizerinde
tasinan SRY geninin, babadan gelen X kromozomu iizerinde kendini gostermesiyle
aciklanmaktadir. Anatomik bakimdan eksiksiz olan bu XX erkekleri, testisleri de islevsel

oldugu halde Y kromozomu yokluguna bagl olarak infertil olmaktadirlar. SRY geni, bu
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nedenle uzun siiredir “erkekligi tanimlayan gen’’ konumundaydi. italyan arastirmacilar bu
siiregte ayn1 derecede Onemli olan bir gen daha buldular. Timiiniin de cinsiyet
kromozomlar1 XX olan dort erkek kardesi inceleyen arastirmacilar tarafindan, hi¢ birinde
SRY bulunmadigi, RSPO1(R-sponding homolog) adli baska bir genin de mutasyona
ugramis oldugu saptandi. Bu asamada oOnemli rol oynayan {igiincii bir gen de SOX9
(SRY-box containing gene 9)’dur. Bu gen erkeklerde SYR tarafindan etkinlestirilerek
testis gelisimini saglamaktadir. Bulgular 1s181nda RSPO1’in temel gorevi de kadinlarda
SOX9’u baskilayarak, baska genlerin de katilimiyla yumurtaliklarin gelisimine yol
acmaktir. Incelenen erkek kardeslerde ise mutant RSPO1 geninin bu “’kapatma’ isini
basaramayarak SOX9’u kendi haline biraktigi ve bu silirecin erkek gelisimiyle

C et e 784553
sonuglandig1 gorilmistiir 7.

2.6.7. Y Kromozom Mikrodelesyon Tayininin Tarihgesi

Yakin zamana kadar Y kromozomunun bir¢cok bolgesi fonksiyonel olarak aktif
kabul edilmiyordu. Birbiri ardma yapilan molekiiler genetik c¢alismalar erkek
infertilitesinde genetik faktorlerin de olduk¢a ©nemli oldugunu gostermistir. Y
kromozomunun sadece erkek cinsiyet belirlemede rol almadigt bunun yanisira
spermatogenezden de sorumlu oldugu anlagilmistir.Y kromozomunun spermatogenezdeki
rolii ilk defa Tiepolo ve Zuffardi’nin 1976’da yaptiklar1 ¢alismalarla ortaya konmustur.
1170 erkekte karyotip analizi yapilmis ve 6 azospermik erkekte genis delesyonlar
saptanmistir. 1988 yilinda Anderson ve arkadaslari Y kromozomunun uzun kolunda
(Yq11.22-23), azospermiye neden olan AZF gen ailelerini tanimlamiglardir. 1992 yilinda
Foresto ve arkadaglar tarafindan PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) teknigi kullanilarak
Y kromozomunun STS’lerle (sekans-hedef-alan) haritalanmasinda onemli gelismeler
saglanmistir. 1995 yilinda Reijo ve arkadaglari AZF bolgesindeki delesyonlarin
maturasyon arrestinden spermatojenik arrestte kadar genis bir fenotipi olusturduklarini
belirtmislerdir. 1996 yilinda Vogt ve ark. AZFa, AZFb ve AZFc bolgelerindeki genleri
tanimlamislardir. 1999 yilinda Kent-First ve ark. AZFb ve AZFc bdlgelerinin arasinda yer
alan 4. bir bolge AZFd bolgesini tanimlamiglardir. 300°den fazla STS tanimlanmuistir.
Delesyon siklig1 %1-55 arasinda genis dagilim gostermektedir. Calismalar incelendiginde

Y kromozom delesyon oranlarindaki bu farkliligin nedenleri, secilen  gruplarin
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ozelliklerine (azospermik, oligospermik, siddetli oligospermik vs), olgu sayisindaki
fakliliklara, infertilite nedenlerine, kullanilan farkli STS belirteclerine ve ¢aligilan farkli

etnik kokene baglanmaktadir **°7,

2.6.8. Y Kromozom Delesyonlarimin Olusum Mekanizmasi ve Orijini

Y kromozom delesyonlarinin orjini tam olarak bilinmemektedir. Delesyonlarin bir
kism1 babadan ogula gecerken bir kismi de novo mutasyon olarak tanimlanmis ve bu tip
mutasyonlarin daha sik goriildiigii bildirilmistir. Y kromozomu spontan genetik materyal
kaybindan kolay etkilenmektedir. Delesyon olus mekanizmalar1 hakkinda ¢esitli goriisler
vardir. Olasiliklardan bir tanesi, X ve Y kromozomlari arasinda ya da Y kromozomunun
kendi i¢inde homolog ya da tekrar genlerin rekombinasyonunda kardes kromatidlerin
dengesiz dagilimi, Y kromozomunda instabilitesi yliksek oranda tekrar elementlerinin
olugsmasina neden olabilecegidir. Neden bazi erkeklerde AZF delesyonlarinin olup
digerlerinde olmadig1 hala cevaplanamanus bir sorudur. Ozellikle Y kromozom sekans
organizasyonunun AZF delesyonlarim1  kolaylagtirici  etkisinin  olabilecegi ileri
striilmektedir. Bir Y kromozom haplotipinin, mayoz esnasinda X/Y eslesmesinde,
mutasyon olusmasina yatkimn oldugu bulunmugtur '''>!>1%,

Y kromozom delesyonlarmin hiicresel olugsum mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir. Testikiiler orjinli delesyonlar muhtemelen fertilize oosit ya da embriyo
kaynakli olmaktadir. Fetiiste spermatogonia olusumunu engellemekte ve yetiskinlikte
spermatogenez bozukluguna neden olmaktadir. Delesyonlar mayotik ve spermatid orjinli

olabilmektedir ' 1>

2.6.9. Y Kromozomu Uzerindeki AZF Gen Aileleri

Y kromozomu fizerinde birgok gen ve gen aileleri tanimlanmistir. Bunlardan
bazilar1 AZF delesyon araliginda bulunmaktadir. Bu genler tiim hiicrelerde ifade
olunanlar ya da sadece testis hiicrelerinde ifade olunanlar olmak iizere iki gruba ayrilirlar.
Birinci grupta yer alan genler; DFFRY (Drosophila Fats Facets Related Y), DBY (Dead
Box Y), TPR (Tetratricopeptide Repeat), elF-1AY (eukaryotic translation-initiation factor
1AY) izoformunu, SYCY (Selected mouse cDNA on the Y) ve TB4Y (Thymosin B4Y)
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izoformunu igerir. Bu genlerin her birinin Y kromozomu iizerinde kopyasi bulunmaktadir
ve herbirinin X kromozomu iizerinde homologu bulunmaktadir >6-%11-13:18. 5459

Ikinci grupta yer alan genler, testise 6zgiil genlerdir. Bu genler RBMY (RNA
binding motif), DAZ (Deleted in Azospermia), CDY (Chromodomain Y), XKRY (XK-
Related Y), PTBL (Protein-Tyrosine Phosphatase related on Y), PRY (PTP-BL related
protein on Y), BPY1 ve BPY2 (basic protein on Y)’dir. Bu genlerin Y kromozomu
tizerinde ¢ok sayida kopyasi vardir ve X kromozomu iizerinde homologlar1 yoktur.

Y kromozomunda, AZF bdlgesinde sperm iiretim ve aktivitesinden sorumlu gen
aileleri temel olarak AZFa, AZFb, AZFc ve AZFd olarak simiflandirilmaktadir. Y

kromozomu mikrodelesyonu tespit edilen vakalarin kendi iclerinde ortalama dagilimlari

AZFa %3, AZFb %9, AZFc %79, AZFb+c %6, AZFa+b+c %3 seklindedir !>,

2.6.9.1. AZFa Bolgesi

Y kromozomu uzun kolunun proksimalinde (Yqll.21), 5B ile 50 arasinda yer
alan AZFa bolgesi 792 kb biiyiikliigiindedir. Bu bolgede tek kopyali korunmus genler
mevcuttur. Tek kopyali genler olmasi nedeniyle bu genlere ait nokta mutasyonlarinin
arastirilmasin1 zorunlu kilmaktadir. Tekrarlayan diziler icermemesi ve diigsiik delesyon
siklig1 ile AZFb ve AZFc’den farklilik gosterir. Bu bolgede yer alan genler sekil 22°de

gosterilmistir H-15.18.54-63

Sentromer

DFFRY
DBY
UTY
TB4Y

5B 5C 5D

AZFa

Sekil 22 . AZFa araliginin sematik haritasi "
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1- DFFRY (USPYY), (Drosophila Fat Facet Related Y-linked),
2-DBY (Dead/H box-3, Y-linked),
3-UTY (TPR motif Y) (Ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat gene on Y),
4- TB4Y (Thymosin B4 isoform),
[1k ii¢ genin X kromozomunda Xp11.3-p11.4 araliginda homologu (DFFRYX,

DBX ve UTX) vardir ve X inaktivasyonundan kacarlar 8,11-15,18.44,54.63

e DFFRY: USPYY olarak da bilinir. AZFa bdlgesinde yer alan ilk tanimlanan gendir. Tek
kopyalidir ve 46 ekzonludur. “Drosophila developmental gene fat facets’’ ile homoloji
gosterdigi icin ilk zamanlar da DFFRY olarak adlandirilmistir. X kromozomu {izerinde
homologu vardir ve bu X inaktivasyonundan kacgar. Ekspresyonu yaygindir. Ubikitin
spesifik hidrolaz1 kodlar ve ubikitine bagli protein yikimindan sorumludur. Proteinlerin
ubikitin ile birlesmesini engelleyerek yikimini nledigi belirtilmektedir. Ozellikle sinyal
iletim kaskadinda rol alan {iyeleri hedefler. Oosit gelisiminde ve fotoreseptorlerde de rolii
vardir. Delesyonunda spermatojenik arrest goriiliir. USPIY ile birlikte DBY genlerinin
her ikisini kapsayan delesyonlarda bu tablo agirlasmakta ve azospermiye neden
olmaktadyr 3-11-15:18:44.45.54-63
e DBY (Dead/H box-3, Y-linked): Subinterval 5C’de yer alan 17 ekzonlu, tek kopyali
“housekeeping’’ bir gendir. X kromozomunda homologu vardir ve X inaktivasyonundan
etkilenmez. Tiim dokularda tek bir transkript okunurken, testiste ifade bulan kisa farkli bir
DBY transkripti daha vardir. Farelerdeki testise 6zel ve sadece germ hiicrelerinde
sentezlenen PL10 proteini ile homoloji gostermektedir. Bu nedenle Foresto ve ark.
DBY’nin spermatojenik asamalarda anahtar role sahip oldugunu ileri siirmektedir. Bu
genin iirlinlit ATP-bagimli RNA helikazdir ve bu bir dead-box motif igeren bir proteindir.

DBY delesyonlarinda sertoli-hiicre sendromu veya agir hipospermatogenez izlenmektedir.

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

protein etkilesimini diizenledigi diisiiniilmektedir.

e TB4Y (Thymosin, beta-4, Y chromosome): Subinterval 5D’de yer almaktadir. X

kromozomu iizerinde yer alan X inaktivasyonundan etkilenmeyen bir homologu (TB1X)
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mevcuttur. Testise 0zel transkriptleri bulunmaktadir. Aktinin salgilanmasinda rol alan
tymosin B4’iin Y izoformunu kodlar. DBY, UTY ve TB4Y genlerinin hepsi “hiicresel
housekeeping’’e katilirlar ®!''12-18:45:34-63,

Bir¢ok calismada AZFa bolgesinin delesyon orani AZFb ve AZFc boélgelerinin
delesyon oranindan daha diisitk bulunmustur. AZFa delesyonu goriilen olgularda SCOS
ile uyumlu komple germ hiicre kayb1 ve maturasyon arresti goriilmektedir. DBX ve DBY
proteinlerinin her ikisi de translasyonun baglamasi icin gereklidir. Bunun yaninda niikleer
fonksiyonlar1 da vardir. DBX proteini eksik olan bir farede hiicre siklusunun G1 fazinda
duraklama s6z konusudur. USP9X’in de spermatogenezde fonksiyonel olabilecegi
diisiiniilmektedir. DBY proteini pre-mayotik fazda yani spermatogoniumlarda fonksiyonel
iken DBX proteinleri mayozdan sonraki spermatid asamasinda etkilidir. DBX proteini
erkek beyninde, bobrekte ve disi over dokusunda mevcut iken DBY proteini sadece testis

- - 5,8,11-15,44,45,54-63
dokusunda goriilmektedir > """ .

2.6.9.2. AZFDb Bolgesi

e AZFb bolgesi subinterval 50-6B arasinda kalan bolgedir. Bu bolgenin delesyonlari
sonucunda testikiiler sperm yoklugu goriilmektedir. Bu aralikta, IF-1AY, RBMY, CDY1,
XKRY ve SMYC olarak adlandirilan 5 gen tanimlanmstir (sekil 23)%11-15.18:44.54-63
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Sekil 23. AZFb araliginin sematik haritas1 "
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o IF-1AY (Eukaryotic translation initiation factor 1A, Y isoform): Translasyon
baslatic1 bir faktorii kodlamaktadir. Homologu X kromozomu iizerinde yer alan elF-
IA’nin Y izoformunu kodlar. Spermatogenezdeki rolii heniiz belirlenememistir. IFIAY
geninin her dokuda yer alan transkriptlerine ek olarak testise 6zel transkriptlerinin olmasi

AZFb fenotipinin olusmasinda énemli bir role sahip olabilecegini diisiindiirmektedir '

15,18,44,54-63

e RBMY(RNA binding motif protein): RBMY gen ailesi Yql1.23’de, interval 6
araliginda yerlesmistir. Yaklagik 200 kb’lik bir bolgeye yayilan bu genlerin delesyona
ugradiginda azospermi ve oligospermiye yol ac¢tigi belirtilmektedir. RBM1 ve RBM2
formlarinin yaklagik 15-30 kopyast Y kromozomunun kisa ve uzun kollarina dagilmis
halde bulunmaktadir. Insan testisinde mevcuttur ve testise &zeldir. Ozellikle
spermatogonyumlar ve erken spermatositlerin niikleusuna lokalize olmustur.
Ekspresyonunun daima erkek germ hiicrelerine 6zgiin oldugu ve bozuklugunda hiicrelerin
mayotik arreste ugradigi goriilmiistiir' ' >!844463
RBMY genleri 12 ekzona sahiptir ve ekzon 7’den ekzon 11°e kadar olan her ekzon

37aa’lik bir tekrar1 kodlamaktadir. Bu tekrarlarin niikleotid dizilimleri birbiriyle %85
homoloji gosterir. RBMY genlerinin iirtinii RNA’ya baglanan proteinlerdir. Proteinler
RNA baglanma motifine sahip bir N terminaline ve 37 aa’lik 4 adet glisin, serin, arginin
rezidiileri i¢eren tekrarlayan segmenti olan bir C terminaline sahiptir. Bu proteinler hetero
niikleer riboniikleoprotein (hnRNPG) ailesindendir. Niikleer poliadenile RNA’lar ile
birleserek RNA paketlenmesinde, mRNA’nin sitoplazmaya gecisinde ve “alternative
splicing”de rol aldiklar1 diisiiniilmektedir ''-1%18:443%63,
e CDY1 (Chromodomain protein on Y): Eriskin testisinde mevcuttur. Kromodomain
bagli yeni bir protein kodlar. Bu protein muhtemelen heterokromatin ile etkileserek DNA
ya da kromozomal proteinleri degistirmektedir ''!8445463
e XKRY (XK-related Y): Eriskin testisinde mevcuttur. Bir membran transport proteini

olan XK’ya benzer bir proteini kodlamaktadir ''-1>18:4434:63,

e SMYC (Selected Mouse cDNA on the Y): Biyolojik fonksiyonu bilinmemektedir.
SMYC ve elFY-1AY ‘nin her ikisi de tek kopya genler halinde bulunmaktadir.
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TTY2 (Testis Transcript Y2) ve PRY (PTP-BL iligkili Y)’nin her ikisi de AZFb

= . gy 11-15,18,44,45,54-
araliginda bulunan gen aileleridir >0%!1-15:18:44:45.34-63

2.6.9.3. AZFc Bolgesi

Heterokromatine yakin proksimalde yer alan AZFc bdlgesi 3 Mb’lik bir alana
yayilir. En sik delesyona ugrayan ve lizerinde en fazla calisilan bolgelerden biridir.Bu
bolge dizilim benzerligi gdsteren palindromik dizilimlere (ters donmiis tekrarlayan
dizilimler) ve amplikon adi verilen direk tekrarlayan dizilimlere sahip genis alanlardan
olusmaktadir. Bu bolgede tiimii testise 6zel 19 transkripsiyon iinitesine sahip 7 ayr1 gen

ailesi bulunmaktadir. DAZ gen grubunu, PRY, BPY2, TTY2, CDY ve RBM’nin

kopyalarini igerir (sekil 24) 11-15,18,44,54-63.
N
<<
)
o
S —
@ (ol O
[anlyal &)

PAR2

6C 6D | 6E

Yq heterokromatin

Sekil 24. AZFc araliginin sematik haritas1

e DAZ geni: ilk defa Rejio ve ark tarafindan klonlanmistir ve azospermik erkeklerde
kayip oldugu gosterilmistir. 3 nolu kromozomun p kolunda yer alan otozomal bir
homologu (DAZL) mevcuttur. DAZ genleri 42 kb’lik bir bolgeye yayilan 12 ekzonlu
genlerdir. Ekzon2—ekzon5 RNA’ya baglanma bdlgesini kodlarken, ekzon 7a’dan 7g’ye
kadar ekzonlardan her biri bir DAZ tekrarim1 kodlar. Genin {iriinii karboksi ve
aminoterminallerinde bu 24aa’lik tekrarlara (DAZ) sahiptir. DNA transkriptlerinin sayis1

bilinmemektedir. Transkriptler arasinda DAZ tekrarlarinin sayisi ve sirasi yoniinden
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farkliliklar mevcuttur. Bu farkliliklar “alternative splicing” ya da farklit DAZ genleri ile

aciklanabilir. DAZ genlerinin iirinii olan DAZ proteinleri sitoplazmik proteinlerdir. DAZ

proteinlerinin germ hiicre epitelinde ge¢ spermatid doneminde testise 6zgli mRNA’larin
depolanmas1 ve tasmmmasint kontrol eden bir role sahip olduklar ileri siiriilmektedir.

Delesyonlarin en sik goriildiigii bolgedir''*'>18:44432463

Bu bdlgenin mutasyonlar1 sonucu pakiten 1 safhasinda mayotik arrest ve

delesyonu sonucu azospermi ya da %6 oraninda oligospermi de goriilebilmektedir.
Oligospermik  olgularda, lokositlerde bulunan delesyonlar spermatozoada da
bulunabilmekte ve erkek ¢ocuga gecebilmektedir. Otozomal kromozom 3’de DAZLI1 diye
adlandirilan homologu mevcuttur. Bir hipotez ise, Y kromozomu iizerinde bulunan DAZ
geninin orijnini bu otozomal ata genden translokasyon ve amplifikasyon yoluyla aldig:
yoniindedir. DAZL1 6zellikle testislerde ifade edilir. Mutasyonu sonucu otozomal resesif
erkek infertilitesine neden olabilecegi bildirilmistir. DAZL1 germ hiicre iiretimi ve
yasamsal siireci igin gereklidir ''-1%18:4445:34-63,

e BPY2 (basic protein on Y): AZFc subinterval 6E bolgesinde lokalize olan ¢ok kopyal

bir gendir. Testis dokusuna 6zgii 106 aa’lik bir protein iiriiniine sahiptir. Bu fonksiyonu

tam olarak bilinmeyen bir proteindir ''-1>18:4445:34-63,

e PRY (PTP-BL related protein on Y) ve TTY2( Testis transcript on Y): PRY genleri

sadece testiste ifade edilmektedir. PRY1 geni subinterval 6E ve PRY2 geni 6C bolgesinde

haritalanmistir. Ug ayr1 PRY geninin TTY2 genine olduk¢a yakin bir bdlgede interval
6’nin proksimal kisminda yerlestigi gosterilmistir. PRY1 ve PRY2 genlerinin yer aldig1

Yq bolgesi palindromik bir yapiya sahiptir. PRY ve TTY2, ayn1 gen ailesindendir ve

tirozin fosfatazin kodlanmasindan sorumludurlar ''-1%:18:44:45.34-63,

e CDY1 (Chrodomain protein, Y chromosome,1): CDY1 geni 6F ve CDY2 geni 5 L
bolgesinde  haritalanmistir. CDY1 ve CDY2 proteinlerinin %98 benzer oldugu
gosterilmistir. CDY'1 geninin major transkripti intron icermemektedir. Bununla birlikte
“alternative splicing” ile CDY1 proteininin bir izoformunun ortaya ¢iktig
bilinmektedir. Genin iirlinii 554 aa’lik bir proteindir ve bir kromodomain ile bir katalitik

- o 11-15,18,44,45,54-63
domaine sahiptir > 7T,
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2.6.9.4. AZFd Bolgesi

AZFd bolgesinde delesyon bulunan olgular, hafif oligospermi ya da normal sperm

say1sina ragmen anormal sperm morfolojisi ile ortaya ¢ikabilmektedir *.

2.6.10. Genotip-Fenotip Korelasyonu

AZF bolgelerindeki delesyonlar farkli mekanizmalar etkilemektedir. AZFa
bolgesinin delesyonlart en ¢cok SCOS’da gozlenen azospermi ile ve daha az olarak da
oligospermi ile iliskilidir. ki SCOS fenotipi tanimlanmistir. SCOSI, histolojik kesitlerde
hi¢bir tiibiiliis germ hiicresi igermez. SCOSII ise, bazi tiibiiller germ hiicrelerinden
yoksunken digerleri azalmig miktarda germ hiicresi igermektedir. AZFb bolgesinin
delesyonlar1, spermatosit asamasinda spermatojenik arrest ile sonuglanirken, AZFc
delesyonlar1 tip I SCOS ya da hipospermatogenezise neden olmaktadir. AZFd bdlgesi
delesyonlari, azospermiden anormal sperm morfolojili normal sperm sayilarina kadar olan
fenotiplerle iliskilidir. Biitiin bunlara ragmen kesin bir genotip/fenotip korelasyonu yoktur.
Bu konuda yapilan calismalar sonucunda literatiirlerde gozlenen bazi genotip/fenotip

iligkileri sunlardir:

e Mikrodelesyonlar daha c¢ok azospermik ya da siddetli oligospermik infertil
erkeklerde ve  anormal sperm morfolojili olgularda goriilmektedir.

e Yiiksek Yq mikrodelesyon siklig1 azospermik olgularda, oligospermiklere gore
daha fazladir.

e Delesyonlar, idiopatik infertilitelerde etiyolojisi bilinen infertilite olgularma gore
daha iyi tanimlanmislardir.

¢ Genis delesyonlar, genellikle ciddi spermatogenetik defektlere neden olurlar.

e AZFa delesyonlari en az siklikta goriiliir (%1-5) ve genellikle SCOSI ile iliskilidir.

o AZFc ve AZFct+b en sik goriilen delesyonlardir ve degisik spermatogenetik
defektler ile sonuglanir.

e Nadir de olsa fertil erkeklerde de kiiciik mikrodelesyonlar goriilebildigi, bunun da

nadir polimorfik varyantlar olabilecegi belirtilmektedir.
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e Baz olgularda hem periferik kan l6kositlerinden hem de TESE dokusundan elde
edilen hiicrelerde ayn1 Y kromozom delesyonlar1 tanimlanabilirken, bazi olgularda
sadece ya lokosit DNA’larinda ya da TESE dokularinda delesyona

11-15,18,44,45,54-
rastlanmaktadir!!1%18:44:45,54-63

2.6.11. PCR Teknigi ile Y Kromozom Mikrodelesyonlarinin Saptanmasi

Y kromozomunun uzun kolu iizerinde bulunan sekans hedef alanlar
(STSs:sequence tagget sites) 50 ya da birkag yiiz baz ciftlik kii¢iik diziler PCR ile amplifiye
edilebilmektedir. Son yillarda artan sitogenetik ve molekiiler DNA analizleri sonucunda
siddetli ~oligospermik ve azospermik erkeklerin %3-18’inde Y kromozomu
mikrodelesyonuna rastlanmistir. Delesyonlar ya babadan ogula gegmekte ya da de novo
olarak kisi de ortaya ¢ikmaktadir. Kendiliginden olusan delesyonlarin sik goriilmesi, Y
kromozomunun stabil olmamasi ve tekrar dizilerinde kopya sayisinin artmasina
baglanmaktadir. Anormal rekombinasyon bolgesinde 6zgiil Y kromozom dizileri, AZF
bolgelerinin delesyonunu yonlendirebilmektedir. Bazi bireyler digerlerine gore daha fazla
rastlantisal delesyonlardan etkilenmektedir 11-15,18,54,63

Tek bir spermatozoonun ya da spermatidin bir oositin sitoplazmasinin igine
enjeksiyonu ICSI tekniginin gelismesi ile erkek infertilitesinde cok oOnemli yol kat
edilmigtir. ICSI ile birlikte erkek infertilitesinde alta yatan neden atlandigi i¢in genetik
kokenli olgularda babadan ogula genetik gecis giindeme gelmistir. Bu amagla bu tiir
olgularda Y kromozomu delesyonu varlig1 aragtirilip gerekirse preimplantasyon genetigi
yoniinden degerlendirilmesi uygun goriilmektedir. Y kromozom mikrodelesyonlarinin tanisi
spermatogenetik kusurun etiyolojisi agisindan onemlidir. Gereksiz medikal ve cerrahi

: 1. 13,15,18,19
uygulamalardan kaginma imkani saglar > >"%"".
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2.6.12. Y Kromozomu ve Testikiiler Kanser ile Iliskisi

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, AZF mikrodelesyonlar ile testikiiler germ hiicre
tiimorleri arasinda pozitif bir iliski oldugu ileri siiriilmektedir. AZF mikrodelesyonlarinin
biiylik ¢ogunlugunun de novo olustugu belirtilmektedir. Ailelerinde Y kromozomu
mikrodelesyonu olmamasma ragmen Y kromozomu delesyonu olan kisilerde, Y
kromozom instabilitesinde ve hatta testikiiler kanser olusumunda genetik etiyolojideki
farkliliklarin rol aldigi diisiiniilmektedir. Bu siirecte rol alan mekanizmalar su sekilde
siralanabilir *+%:

a) Genetik olarak normal bir ovum, normal bir sperm ile fertilize olur ve normal fetus
gelisir.

b) Genetik olarak normal bir ovum Y kromozom mikrodelesyonu tasiyan bir sperm ile
dollendiginde somatik ve germ hiicrelerinde Y kromozom mikrodelesyonu yoniinden

mozaizm goriiliir.

c¢) Aciklanamayan bazi faktorler erken embriyo agamasinda Y kromozom instabilitesine
yol agarlar ve bu da embriyoda AZF delesyonlarinin olusumuna neden olur. Bu delesyon
mozaizmi tiimdr olugturmayan hiicrelerin yaninda primordial germ hiicrelerine de gecer.
Y kromozom delesyonu tasiyan primordial germ hiicreleri ya hi¢ bir degisime ugramadan
yetigkin germ hiicrelerine doniisiir ya da hipertriploid premalignant karsinoma yoniinde
farklilagir. Bu farklilagsma sonucunda embriyonal karsinomlar, seminoma ya da
nonseminomalar: ’Yolk sac’’ tiimérleri, koriokarsinoma ve teratoma gelisebilir %,

Genetik faktorlerin 6rn. DNA tamir genleri, Y- ya da X- bagimli genlerdeki
bozukluklar ya da diger anormal metabolik genlerin AZF delesyonlarinin olugsmasina
neden olabilecegi belirtilmektedir *.

Son yillarda yapilan g¢aligmalarda, AZFc bolgesinin proksimal yarisinda gr/gr,
b1/b3 ve b2/b3 olarak adlandirilan kismi AZFc delesyon bolgeleri tespit edilmistir. Bu
delesyonlarin azospermiye, orta diizeyde oligospermiye neden oldugu ve hatta normal
fertil bireylerde bile %]1,2-1,9 oraninda gorildigi bildirilmistir. gr/gr ve bl/b3

delesyonlarmin testikiiler kanser riskini arttirdig1 yoniinde bazi ¢alismalar mevcuttur % .
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Gerekli Aletler

Santrifiij

Mikrosantrifiij

Hassas terazi

Laminar Flow

Derin dondurucu

Buzdolab1

Mikrodalga firm

Etiv

Spekrofotometre

Is1 dongii cihazi (Thermal Cycler)
Yatay elektroforez tanki ve diizenegi
UV kaynagi

Polaroid kamera

Vorteks

Faz-kontras mikroskobu

pH metre

Sperm sayma kamarasi

Otomatik pipetorler

Otomatik steril pipet uclar

Eppendorf tiipler (2 ml, 0,5 ml, 1 ml)

45

Heraeus Spatech
Heraeus Biofuge pico,
Mettler AJ100
K-System

Ugur, Argelik
Argelik

Argelik

Niive-EN 500
UV-260 Shimadzu
Eppendorf
Gelman, Bio-Rad

Cole-Parmer 9814

Polaroid MP4 Land Camera

Niive

Pleuger XSZ 107
Beckman, Century SS-1
Makler

Self-Medical Instruments
Eppendorf ve Gilson

Eppendorf



3.2. Gerekli Kimyasallar

Tris Baz

Borik asit

Amonyum kloriir
Amonyum bikarbonat
Proteinaz K (10 mg/ml)
Sodyum kloriir
Sodyum EDTA
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)
Fenol ¢ozeltisi
Kloroform

Asetik asit

Etidyum Bromiir

NuiSieve agaroz

Y kromozom delesyon tayin kiti ver.2.0
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Sigma (T- 6066)
Sigma (B-0252)

Sigma (A-5666)
Merck (A-530345)
Sigma (P-6556)
Merck (847)
Merck (347)
Sigma (L-5750)
Qbiogene (AQUAPHO1)
Merck (711)
Merck (738)
Sigma (E-8751)
Sigma (50090)

Promega



3.3. Orneklerin Temini ve Gruplandirilmasi

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesi Uroloji Anabilim Dali’na
2005 yilinda infertilite sikayeti ile bagvuran erkek olgular, C.U.T.F. Etik Kurulu karari
dogrultusunda calismaya almmustir. C.U.T. F. Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim
Dali-Uremeye Yardimc: Tedavi Merkezi Androloji Laboratuvari’'nda spermiyogram
analizleri yapilmis ve uygun vakalardan olur alinarak ¢alismaya dahil edilmistir.
Azospermik ve siddetli oligospermik olgulardan herhangi bir kriter géz oniine alinmadan
rastgele secim yapilmistir. Calismada, siddetli oligospermik ve azospermik olgularda Y
kromozom mikrodelesyonlarinin arastirilmast ve hormon degerlerinin incelenmesi
amaclanmistir. Alinan periferik kandan FSH, LH, testosteron, prolaktin ve leptin
diizeyleri icin plazmalart ayrilmis ve -20°C'de saklanmigtir. Lokositlerden de DNA
izolasyonu yapilmig; DNA verimi ve konsantrasyonu ol¢iilerek -20°C'de saklanmuistir.

Genel olarak ¢aligma dort kisimdan olugmaktadir;

1-Mikroskopik olarak semen analizi,

2-Lokositlerinden DNA izolasyonu,

3-PCR yontemi ile Y kromozom delesyon tayini,

4-Plazma FSH, LH, testosteron, prolaktin ve leptin diizeylerinin ‘’radioimmiinoassay’’

yontemi ile ol¢iilmesi.

Calismaya, yaslar1 23 ile 53 arasinda olan 25 siddetli oligospermik ve 38 azospermik
olmak tizere toplam 63 olgu alinmistir. Her bir spermiyogram analiz sonucu, makler
sperm sayma kamarasi ile semenin en az iki kez incelenmesi sonucunda verilmistir. Bu
sekilde 15 giin ara ile en az 3 kere spermiyogram yapilan olgular spermiyogram sonucuna
gore siddetli oligospermik veya azospermik olarak gruplandirilmistir. Ejakulatta sperm
goriilmeyen olgular 2000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek santrifiij sonu pellet incelenmis
ve bazi olgularda santrifiij sonu sperm goriilmiistiir. Bu olgular siddetli oligospermik
gruba dahil edilmistir. Azospermik Orneklere de bu sekilde karar verilmigtir. Kontrol
grubu evli ve ¢ocuklu, fertil oldugu bilinen olgulardan olusturulmustur. Kontrol grubunun

semen Ozelligi normospermiktir.
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3.4. Lokositten DNA izolasyonu (Fenol-Kloroform-izoamil Alkol Yontemi )

Prensip: EDTA’l1 tiiplere alinan kanin, plazmasi uzaklastirilarak sekilli elemanlar
hipotonik bir ¢ozelti ile patlatildiktan sonra santrifiij edilerek l6kositleri ayristirilmistir.
Lokositler Sodyum Kloriir-Tris-EDTA (STE) soliisyonu ile siispanse edilerek sodyum
dodesilsiilfat (SDS) ve proteinaz K eklenmesi ile hiicre zarlar1 ve proteinler pargalanir.
Fenol-kloroform ekstraksiyonu ile piirifiye edildikten sonra sulu fazda bulunan DNA saf
etanolde c¢oktiiriilerek genomik DNA elde edilir. Yontem, C.U.Tip Fakiiltesi Biyokimya
AD’da koriyonik villis oOrneklerinden DNA izolasyonu igin gelistirilen teknigin

16kositlerden DNA izolasyonuna modifiye edilmis sekli ile uygulanmistir ©7°% .

Ayiraclar

a-Parcalayici (Lizis ¢ozeltisi) : Giinliik hazirlanir.
Amonyum kloriir 131,0 mM
Amonyum bikarbonat 0,9 mM

b-Proteinaz K (1 mg/ml)
10 mg/ml proteinaz K’dan Iml alinir, 9 ml saf su ile 10 ml’ye tamamlanir (1mg/ml).

Eppendorf tiiplere 1’er ml boliinerek -20 C’de saklanir.

¢- Tampon A hazirlanmasi

NaCl (4,0 M) 3,75 ml,
EDTA Na, (0,5 M, pH:7,5) 5ml,
Proteinaz K (1 mg/ml) 1 ml

100 mg SDS bir miktar distile suda ¢oziiliir, eklenir, hepsi karistirilarak saf su ile 100

ml’ye tamamlanir. Eppendorf tiiplere 1’er ml boliinerek - 20 °C’de saklanir.

d- Fenol

e- Kloroform

f- %70’lik etil alkol
g- Saf etil alkol

Not: DNA izolasyonunda kullanilan ¢ozeltilerin buzdolabinda bekletilmesi tercih edilir.
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3.4.1. Yontem

.

10-

11-

EDTA’l1 tam kan 2500 g’de 15 dakika santrifiij edilip, plazmasi ayristirilir.

Elde edilen ¢okeltiye 3 hacim pargalayici ¢ozelti ilave edilir (1 ml tam kan igin 3

ml parcalayici), iyice ¢alkalanir ve buz i¢inde 10 dk bekletilir.

Tiipler 5000 g’de 5 dk santrifiij edilir ve siipernatan atilir. Ayni oranda lizis
soliisyonu eklenerek 5 dk buzda bekletilerek santrifiij edilir ve siipernatan atilir.

Bu islem toplam ii¢ kez tekrarlanir.

Daha sonra eritrositleri pargalanmis ve eritrositlerden arinmis l6kosit pelletinin

iizerine 1 ml tampon A ilave edilip hafifce karigtirilarak bir gece 37 °C bekletilir.

Siire sonunda tiiplere 400 ul fenol konur (s1v1 fenoliin alt kismindan) ve vortekste

karistirilir. Sonra lizerine 400 pl kloroform eklenir.

Tiipler 5000 g’de 2 dk santrifiij edilir. Santrifiij sonunda tiipiin alt faz1 pipetle

cekilerek atilir. Bu islem (fenol-kloroform-santrifiij) 3 kez tekrarlanir.

Tiiplere 400 pl kloroform eklenir ve 5000 g’de 2 dk santrifiij edilir. Siipernatan
pipetle almarak i¢cinde %95°1ik soguk etanol olan cam siselere konur. Sise hafifce

calkalanarak i¢indeki DNA’nin sekillenmesi ipliksi bir goriiniim almasi1 saglanir.

Olugsan DNA yaklagik 400 pl % 70’lik etil alkol ile kiigiik eppendorf tiiplere
aktarilir ve 5000 g’de 2 dk santrifiij edilerek DNA’nin dibe yapigsmasi saglanir.

Tiipler kagit havlu iizerine hafifce ters ¢evrilerek i¢cindeki alkoliin ugmasi saglanir.

Olusan DNA pelletinin biiyiikliigiine gore {izerine yaklasik 20- 100 pl steril distile

su eklenir. DNA’nin ¢6ziilmesi i¢in bir gece 37 °C’de bekletilir.

Ertesi giin DNA verimi 6lgtiliir.
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3.4.2. DNA’min Konsantrasyon ve Verim Hesabi

5 ul DNA c¢ozeltisi 595 ul steril saf su ile kanstirilarak diliie edilir.

Spektrofotometrede 260 ve 280 nm’deki optik dansitesi okunarak DNA’nin derisimi

asagidaki formiil kullanilarak hesaplanir .

DNA derisimi(pg/ml) : ODygo X seyreltme faktorii x 50*

pg/ml: ODyg x 120 x 50%*

OD . )
DNA verimi: —2%  Ideal verim 1,5-1,8 arasidur.

280

* 1 cm 151k yollu kiivette 1 OD’ye karsilik gelen pg/ml biriminden DNA miktar1

3.5. Y Kromozom Mikrodelesyon Tayin Yontemi

PCR, izole edilen genomik DNA dizisinin istenilen bdlgesinin, ilgili gene 6zgii bir ¢ift

primer yardimiyla in vitro kosullarda ¢ogaltilmasi islemidir. Islem ii¢ ana basamakta

gerceklesir. Bunlar:

a-

Denatiirasyon: Cift iplikli kalip DNA’ya ait baz ciftleri arasindaki hidrojen
baglar yiiksek 1sida (94 °C ve civari) koparak tek iplikli DNA halinde ayrilir.

Eslesme: Is1 diisiiriilerek (55-65 °C ) spesifik primerlerin komplementer dizilerine

yapigmasi (annealing) saglanir.

Uzama: Primerlerin uzatilmasi asamasinda, taq DNA polimeraz enzimi ve
deoksiniikleozid trifosfat (ANTP) primerlerin 3’ ucuna eklenerek yeni zincir
5’—3’ yoniinde sentezlenmektedir. Bu {i¢ basamaktan meydana gelen 1s1
degisiminin her tekrarinda (dongii) sentezlenen zincir sayisi iki katina ¢ikar. Is1
dongii cihazi ile saglanan bu dongii 30-35 kez tekrarlanarak gen amplifikasyonu

saglanir .
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Calismada Promega Ver 2.0 Y Kromozom delesyon tayin kiti kullanilmistir  Bir kit

icinde bulunanlar (25 reaksiyonluk):

1- 50 bp’lik kontrol DNA (klavuz DNA) (340 ng/ pl),
2- 5 ayr1 PCR karisimi (karisim A, B, C, D, E),

3- Delesyon tagimayan erkek genomik DNA (50 ng/ ul),
4- Taq DNA polimeraz,

5- Niikleaz’dan yoksun distile su,

6- Blue/orange 6x yiikleme boyasi.

Yapilan 6n c¢alismada, Promega’nin o6nerdigi Multipleks PCR yonteminde kullanilan
miktar yar1 yartya digiiriilerek yeni uyarlama yapilmistir. Kullanilan miktarlar cizelge

1’de gosterilmistir.

Cizelge 1. Yontemin uyarlanmasi

Promega kiti | Uyarlanan
Icerik Voliim/her Voliim/her
reaksiyon reaksiyon
Coklu karigim | 20 pl 10 pl
Taq DNA 0,2 pl 0,11 pl
polimeraz
(51 pl)
DNA ~250 ng ~250 ng
(=250 ng)
Niikleaz Final volimii | Final voliimii
icermeyen su | tamamlayacak | tamamlayacak
Total hacim | 25 pl 13,75 ul

Her bir karisim Y kromozomu iizerindeki 4 ya da 5 bolgeyi tarayabilecek
primerlerden olusmaktadir. Ayrica her bir primer karisimi icinde kontrol primeri de
mevcuttur. Bu karigim gruplar1 ve 6zellikleri asagida verilmistir (¢izelge 2). Kitin iginde,
her biri farkli bolgelerdeki delesyon gruplarini (AZFa, AZFb, AZFc ve AZFd) tayin eden

primerler igeren (gizelge 3) 5 farklh karisim mevcuttur ©.
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Cizelge 2. Y kromozom delesyon tayininde kullanilan primer setleri

Karisim STS Lokus Bp Haritadaki| Tammladig
uzunlugu yeri bolge
SY 254 DAZ 380 18 AZFc
SY 157 DYS 240 290 20 AZFc
Karisim A | SY 81 DYS 271 209 2 AZFa
SY 130 DYS 221 173 11 AZFb
SY 182 KAL-Y 125 5 AZFa
SMCX 83 kontrol
SYPR3 SMCY 362 7 AZFb
SY 127 DYS 218 274 9 AZFb
Karisim B | SY 242 DAZ 233 16 AZFc
SY 208 DAZ 140 17 AZFc
SMCX 83 kontrol
SY 128 DYS 219 228 10 AZFb
SY 121 DYS 212 190 6 AZFb
Karisim C | SY 145 DYF51S1 143 14 Proks.AZFc/d
SY 255 DAZ 124 19 AZFc
SMCX 83 kontrol
SY 133 DYS 223 177 12 AZFb
Karisim D | SY 152 DYS 236 125 15 Proks.AZFc/d
SY 124 DYS 215 109 8 AZFb
SMCX 83 kontrol
ZFX/ZFY 496 kontrol
SY 14 SRY 400 1
Karisim E | SY 134 DYS 224 303 13 AZFb
SY 86 DYS 148 232 3 AZFa
SY 84 DYS 273 177 4 AZFa
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Cizelge 3. Kullanilan primer dizileri

STS | Sol primer Sag primer

SY14 | GAATATTCCCGCTCTCCGGA GCTGGTGCTCCATTCTTGAG
SY81 | AGGCACTGGTCAGAATGAAG AATGGAAAATACAGCTCCCC
SY84 | AGAAGGGTCTGAAAGCAGGT GCCTACTACCTGGAGGCTTC
SY86 | GTGACACACAGACTATGCTTC ACACACAGAGGGACAACCCT
SY121| AGTTCACAGAATGGAGCCTG CCTGTGACTCCAGTTTGGTC

SY 124 CAGGCAGGACAGCTTAAAAG ACTGTGGCAAAGTTGCTTTC
SY127) GGCTCACAAACGAAAAGAAA CTGCAGGCAGTAATAAGGGA
SY128| GGATGAGACATTTTTGTGGG AGCCCAATGTAAACTGGACA
SY130] AGAGAGTTTTCTAACAGGGCG TGGGAATCACTTTTGCAACT
SY133| ATTTCTCTGCCCTTCACCAG TGATGATTGCCTAAAGGGAA
SY134| GTCTGCCTCACCATAAAACG ACCACTGCCAAAACTTTCAA
SY145| CAACACAAAAACACTCATATACTCG TTGAGAATAATTGTATGTTACGGG
SY152] AAGACAGTCTGCCATGTTTCA ACAGGAGGGTACTTAGCAGT
SY157 CTTAGGAAAAAGTGAAGCCG CCTGCTGTCAGCAAGATACA
SY182| TCAGAAGTGAAACCCTGTATG GCATGTGACTCAAAGTATAAGC
SY208] GGACATAGTCCTGCTTAAGAAAAAGTGE ACGTGGTTCAGGAGGTCTACTATTCTA
SY242) ACACAGTAGCAGCGGGAGTT TCTGCCACTAAACTGTAAGCTCC
SY254 GGGTGTTACCAGAAGGCAAA GAACCGTATCTACCAAAGCAGC
SY255| GTTACAGGATTCGGCGTGAT CTCGTGGTTTGTAGCGGGTA
SYPR3 GCTGGCAAGACACTTCTGAG AATATGTTCCTGACACCTTCC

A, B, C ve D karisim gruplari, internal kontrol olarak Y kromozomu ile homoloji

gosteren, X  kromozomu iizerindeki SMCX (selected mouse cDNA homolog, X

chromosome) bolgesini amplifiye eden primer ¢iftini igermektedir. E karisimi ise kontrol

olarak ZFX/ZFY primerini igermektedir. Pozitif kontrol olarak kit iginden ¢ikan delesyon

tasimayan erkek DNA’s1 kullanilmigtir 6,
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3.5.1. Yontem

Ayni anda 2 farkli 6rnek calisabilmek i¢in;

1.
2.
3.

[k &nce steril 0,2 ml’lik amplifikasyon tiipleri hazirlanr,

15 6rnek amplifikasyon tiipii ve 3 stok tiip hazirlanir ve etiketlenir,

Taq polimeraz hari¢, primer karisimlari, erkek DNA ve niikleaz’siz su derin
dondurucudan c¢ikarilir, kanstirilir ve 10 sn santrifiij edilir. Taq polimeraz en son
¢ikarilarak ilave edilir.

Stok tiiplerde hazirlanan 6rnekler diger tiiplerine dagitilir.

[lk once steril, 1stya dayanikli amplifikasyon tiipleri sekil 25’de gosterildigi gibi

etiketlenir. Etiketleme sirasiyla asagidaki gibi yapilir.

A Kkarisimi icin, A+, Al ve A2
A+, Karisim A i¢in pozitif kontrol
A1, Birinci vakaya ait A karigimi

A2, ikinci vakaya ait A karisimi

B, C, D ve E kanisimlar1 da aymi sekilde etiketlenir. Belirlenen protokole ve

uyarlanan miktara gore (¢izelge 1) reaksiyon sayis1 kadar kontrollerle birlikte, eppendorf

tiiplere stok karisimlar hazirlanir. Kontaminasyon olmamasina ¢ok dikkat edilir. Sonra her

bir tiipe bu karisim esit sekilde dagitilir (sekil 25). Tipler, tekrar kanstirilir ve birkag

saniye santrifiij edilerek 1s1 dongii cihazina yerlestirilerek asagida verilen protokolde

amplifikasyon islemine baglanir .
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1. 94°C’de 2 dk (6n denatiirasyon)
2. 94°C’de 1 dk (denatiirasyon)

3. 58°C’de 30 sn (baglanma)

4. 72°C’de 1 dk (sentez)

2, 3 ve 4. basamak 35 dongii

5.72°C’de 5 dk (final uzamasi)

6. Program bittikten sonra tlipler +4 °C’ye alinir.
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ad JLAL-!- J..A.‘I»J.. L 12

10 pl 10 pl 10 pl
karisim A karisim A karisim A

B+ B1 B2

10 pl 10 pl 10 pl
karisim B karisim B karisim B

C+ C1 C2

/ 10 pl 10 pl 10 pl
Karisim C karisim C Karigim C

s/ Dt

,'s
N 10 pl 10 pul 10 pl
karisim D karisim D karisim D
z E+ El E2
0
10 pl 10 pl 10 pl
karisim E karisim E karisim E
10,45 pl su 10,45 pl su 10,45 pl su

D1

D2

2,75 pl kont. DNA 2,75 pl ornek DNA-1 2,75 pl 6rnek DNA-2
0,55 pl Taq polimeraz 0,55 pl Taq polimeraz 0,55 pl Taq polimeraz

Sekil 25. Y kromozom delesyon tayini i¢in PCR karigimlarinin hazirlanmasi
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3.5.2. Agaroz Jel Elekroforezi

Prensip: DNA pargalarinin ayrilmasi ve tanimlanmasi i¢in agaroz jel elekroforezi
kullanilmaktadir. Bu yontem ile jele uygulanan elekriksel akim sonucu 20 kb ile birkag
yiiz kb uzunlugunda DNA parcalar1 ayrilabilmektedir. Agaroz jel boyunca DNA
parcalarmin elektroforetik go¢ hizlar temel olarak dort parametreye baglidir. Bunlar;
DNA’nin molekiiler biiyiikliigii, agaroz derisimi, DNA’nin konformasyonu ve uygulanan
akimlardir. Jeldeki DNA bantlar1 floresans bir boya olan etidyum bromiir ile jelin

boyanmasi ve ultraviyole (UV) 11k altinda incelenmesi ile goriiniir hale getirilir .

Ayiraclar

e 5X Tris-Borat EDTA Tamponu (TBE) (pH: 8,3)
Tris-Baz 540 g
Borik Asit 275 g
EDTA (0,5 pH:8,0) 20 ml
1000 ml’ye distile su ile tamamlanarak pH’s1 ayarlanir.

Calisgmada, PCR ile ¢ogaltilan {irlinlerin tanimlanmasinda %4’liikk NuSieve
3:1(agaroz), agaroz jel elektroforezi kullanildi . Bunun i¢in 6 g NuSieve 3:1’lik agaroz
tartilir ve 500 ml’lik erlen icine konur. Uzerine 150 ml, 1X TBE tampon konur ve
berraklasincaya kadar mikrodalga firinda eritilir. Biraz sogutulduktan sonra dnceden
taraklar1 yerlestirilen diizenege dokiiliir. Oda 1sisinda 40-45 dk polimerlesmesi icin
birakilir. Jel donduktan sonra i¢ine 1X TBE tamponu konan tank i¢ine yerlestirilir ve
taraklar ¢ikarilir. Amplifiye edilen tirtin ile 1 pl yiikleme boyasi karstirilip jeldeki
kuyucuklara yiiklenir. Elde edilen iiriinlerin dogru amplifikasyon olup olmadigini kontrol
etmek i¢in Orneklerin basina ve sonuna 50 bp’lik DNA belirteci (marker) yiiklenir. 110
voltta 1,5 saat yiiriitiildiikten sonra jel etidiyum bromiir (5 pg/ml distile su) olan kapta
birkag sn birakilarak bantlarin boyay1 almasi saglanir. Daha sonra distile su olan diger bir
kapta bekletilerek fazla boyanin atilmasi saglanir ve UV altinda bantlar polaroid film ile
goriintlilenir. Eger, elekroforez sonunda pozitif kontrol amagl kullanilmig olan erkek
genomik DNA’sina ait lokuslarin ve internal kontrol olarak kullanilan SMCX ve
ZFX/ZFY lokuslarmin amplifikasyonunun gergeklesmis ise, amplifikasyonu olmayan
lokuslarin delesyona ugradigina karar verilir ®°. Delesyon bulunan her olgunun, hataya yer

vermemek amaciyla iki kez ¢aligma sonucunda delesyon bdlgeleri tanimlanmustir.
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3.6. Folikiil Stimiile Edici Hormon Tayini '

Prensip

Immiinoradiometrik yéntem (IRMA) prensibine dayanmaktadir. IRMA iki antikor
arasinda (sandwiched) 6l¢iim yapan, yaris¢1 olmayan bir yéntemdir. Ilk antikor tiiplerin ig
duvar c¢eperine yerlesmistir. Diger antikor, tayin i¢in radioetiketleme yapilmistir. Analizde
bulunan bilinmeyenler, standartlar ve kontroller her iki antikora baglanarak bir

“’sandwich’’ kompleks olustururlar. Baglanmayanlar tiiplerin yikanmasi ile uzaklagtirilir.

Ayiraclar
- FSH standartlar1 (A, B, C, D, E, F, G)
Sirastyla 0 1,5 4,5 15,0 45,0 150,0 ve 450,0 mIU/ml
- Anti- FSH ay1raci
- FSH kontrolleri
- Yikama soliisyonu (distile su ile 10 kat dilue edilir)

- Anti-FSH kapl tiipler

Yontem

1. Iki tiip total sayim igin ayrilir.

2. Anti-LH kapl tiipler standartlar, kontroller ve 6rnekler olarak etiketlenir.
Standart, kontrol ve 6rmeklerden 100 pl tiiplere pipetlenir.
Tiim tiiplere hemen 100 pl Anti-FSH (I-125) ayraci eklenir.
Tiipler hafif¢e 1-2 sn sallanir.
Tiipler 180 rpm’deki bir sallayicinin {izerinde, oda 1sisinda 2 saat bekletilir.
Total sayim tiipleri diginda biitiin tiliplerin igerigi aspire edilir.

Total sayim tiipleri harig biitiin tiiplere 2 ml yikama soliisyonu eklenir.

e A

Total sayim tiipleri hari¢ biitiin tiiplerin igerigi aspire edilir.
10. 7. ve 8. basamaklar iki kez tekrarlanir.
11. Gama sayacinda bir dakika okuma yapilir.

12. Sonuglar standart egriden degerlendirilir.

Y Ontemin yetiskin saglikli erkek FSH referans araligi 1,5-5,8 mIU/ml’dir.
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3.7. Luteinize Edici Hormon Tayini ™

Prensip

Immiinoradiometrik yéntem (IRMA) prensibine dayanmaktadir. IRMA iki antikor
arasinda (sandwiched) 6l¢iim yapan, yaris¢1 olmayan bir yéntemdir. Ilk antikor tiiplerin ig
duvar c¢eperine yerlesmistir. Diger antikor, tayin i¢in radioetiketleme yapilmistir. Analizde
bulunan bilinmeyenler, standartlar ve kontroller her iki antikora baglanarak bir

“’sandwich’’ kopmleks olustururlar. Baglanmayanlar tiiplerin yikanmasi ile uzaklagtirilir.

Ayiraclar

- LH standartlar1 (A, B, C, D, E, F, G)
Sirasiyla0 1,0 3,0 10,0 30,0 100,0 ve 300,0 mIU/ml
- Anti-LH ayirac
- LH kontrolleri
- Yikama soliisyonu (distile su ile 10 kat dilue edilir)

- Anti-LH kapl tiipler

Yontem

1. ki tiip total saymm igin ayrilir.
. Anti-LH kapl tiipler standartlar, kontroller ve 6rnekler olarak etiketlenir.
Standart, kontrol ve 6rmeklerden 100 pl tiiplere pipetlenir.
. Tiim tiiplere hemen 100 pl Anti-LH (I-125) ayiraci eklenir.
. Tiipler hafifce 1-2 sn sallanir.

2
3
4
5
6. Tipler 180 rpm’deki bir sallayicinin iizerinde, oda 1sisinda 2 saat bekletilir.
7. Total sayim tiipleri disinda biitiin tiiplerin icerigi aspire edilir.

8. Total sayim tiipleri harig biitiin tiiplere 2,5 ml yikama soliisyonu eklenir.

9. Total sayim tiipleri hari¢ biitiin tiiplerin icerigi aspire edilir.

10. 7. ve 8. basamaklar iki kez tekrarlanir.

11. Gama sayacinda bir dakika okuma yapilir.

12. Sonuglar standart egriden degerlendirilir.

Y Ontemin yetiskin saglikli erkek LH referans araligi 1,1-8,3 mIU/ml’dir.
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3.8. Testosteron Tayini '*

Prensip

Yontem, “radioimmiinoassay”in temel prensibine dayanir. Radyoaktif ve radyoaktif
olmayan antijenler, antikor bagli bolgelere baglanmak i¢in yarismaci bir sekilde
davranirlar. Antikora bagli [-125-isaretli testosteron miktari, isaretlenmemis mevcut
testosteron miktar1 ile ters orantilidir. Serbest ve bagl antijenin ayrimi antikor bagl

tiiplerin aspire edilerek yikanmasi ile saglanir.

Ayiraclar
- Testosteron standartlar1 (A, B, C, D, E, F)
Sirastyla 0 0,1 0,5 2,5 10,0 25,0 ng/ml (Liyofilize, distile su ile sulandirilir)
- Testosteron (I-125) ayiraci
- Anti-Testosteron kapli tiipler

- Testosteron kontrolleri (Liyofilize, distile su ile sulandirilir)

Yontem

Biitiin ¢ozeltiler oda 1s1sinda bekletilmeli ve hafif¢e karistirtlmalidir.

—_—

Iki tiip total sayim icin ayrilir.

Anti-Testosteron kapli tiipler standartlar, kontroller ve 6rnekler olarak etiketlenir.
Standart, kontrol ve 6reklerden 50 pl tiiplere pipetlenir.

Tiim tiiplere hemen 500 pl testosteron (I-125) ayiraci pipetlenir.

Tiipler elde hafifce karigtirilir.

Tiipler 37 °C ‘lik su banyosunda 60-70 dk bekletilir.

Total sayim tiipleri hari¢ diger tiiplerin igerigi aspire edilir.

Kurutma kagidi iizerinde ters ¢evrilerek iyice drenaj saglanir.

o N vk WD

Tiim tiipler gama sayacinda bir dakika okunur.

10. Standart egriden degerlendirilir.

Yontemin yetigkin saglikli erkek testosteron referans araligi 2,8-8,8 ng/ml’dir.
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3.9. Prolaktin Tayini "’

Prensip

Immiinoradiometrik yéntem (IRMA) prensibine dayanmaktadir. IRMA iki antikor
arasinda (sandwiched) 6l¢iim yapan, yaris¢1 olmayan bir yontemdir. ilk antikor tiiplerin ig
duvar g¢eperine yerlesmistir. Diger antikor, tayin icin I-125 ile radioetiketleme yapilmistir.
Analizde bulunan bilinmeyenler, standartlar ve kontroller her iki antikora baglanarak bir

“’sandwich’’ kompleks olustururlar. Baglanmayanlar tiiplerin yikanmasi ile uzaklagtirilir.

Ayiraclar
- Prolaktin standartlar1 (A, B, C, D, E, F)
Sirastyla 0 2,0 6,0 20,0 60,0 180,0 ng/ml (Liyofilize, distile su ile sulandirilir)
- Anti-Prolaktin ayiract
- Prolaktin kontrolleri (Liyofilize, distile su ile sulandirilir)
- Yikama soliisyonu (distile su ile 10 kat dilue edilir)

- Anti-Prolaktin kapl tiipler

Yontem

1. Iki tiip total sayim icin ayrilir.
. Anti-Prolaktin kapl tiipler standartlar, kontroller ve 6rnekler olarak etiketlenir.
Standart, kontrol ve 6rneklerden 25 pl tiiplere pipetlenir.

. Tum tiiplere hemen 200 pl Anti-Prolaktin (I-125) ayraci eklenir.

2

3

4

5. Tipler hafifce sallanir.
6. Tiipler 180 rpm’deki bir sallayicinin {izerinde, oda 1s1sinda 90 dakika bekletilir.
7. Total sayim tiipleri disinda biitiin tiiplerin icerigi aspire edilir.

8. Total sayim tiipleri harig biitiin tiiplere 2.5 ml yikama soliisyonu eklenir.

9. Total sayim tiipleri hari¢ biitiin tiiplerin icerigi aspire edilir.

10. 7. ve 8. basamaklar iki kez tekrarlanir.

11. Tim tiiplere gama sayacinda bir dakika okuma yapilir.

12. Sonuglar standart egriden degerlendirilir.

Yontemin yetiskin saglikli erkek prolaktin referans araligi 2,9-17,1 ng/ml’dir.
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3.10. Leptin Tayini °

Prensip
Immiinoradiometrik yontem (IRMA) prensibine dayanmaktadir. IRMA iki antikor

arasinda (sandwiched) dl¢iim yapan, yaris¢1 olmayan bir yéntemdir. Ilk antikor tiiplerin ig
duvar ¢eperine yerlesmistir. Diger antikora, tayin i¢in I[-125 ile radioetiketleme
yapilmistir. Analizde bulunan bilinmeyenler, standartlar ve kontroller her iki antikora
baglanarak bir ‘’sandwich’’ kompleks olustururlar. Baglanmayanlar tiiplerin yikanmasi ile

uzaklastirilir.

Ayiraclar

- Insan Leptin standartlar1 (A, B, C, D, E, F, G)
Sirasiyla 0 0,25 0,5 2,5 10,0 30,0 120,0 ng/ml

- Anti-Leptin (I-125) ayract

- Yikama soliisyonu

- Anti-Leptin kapli tiipler

- Insan leptin kontrolleri

Yontem

Caligmaya baglamadan oOnce biitiin ¢dzeltiler oda 1sisinda bekletilmeli ve hafifce
karistirilmalidir.

1. Antikor kaplanmamis iki tiip total sayim igin ayrilir.
. Anti-Leptin kapli tiipler standartlar, kontroller ve bilinmeyenler olarak etiketlenir.
Standart, kontrol ve 6rneklerden 100 pl tiiplere pipetlenir.
. Her bir tiipe 200 pl Anti-Leptin (I-125) ayiraci eklenir. 1-2 sn hafif¢e karistirlir.
. Biitiin tiipler oda 1s1sinda (= 25 °C) 18-24 saat bekletilir.

2
3
4
5
6. Total sayim tiipleri disinda biitiin tiiplerin icerigi aspire edilir.
7. Total sayim tiipleri harig biitiin tiiplere 3 ml yikama soliisyonu eklenir.
8. Total sayim tiipleri hari¢ biitiin tiiplerin icerigi aspire edilir.
9. 7.ve 8. basamaklar iki kez tekrarlanir.

10. Tim tliplere gama sayacinda bir dakika okuma yapilir. Sonuclar standart egriden

degerlendirilir.
Plazma leptin diizeyi viicut kitle indeksi ve yasa gore biiylik degisiklik gosterdigi i¢in

calisilan kontrol grubunun degerleri referans alinmaistir.
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3.11.Istatistiksel Degerlendirme

Elde edilen tiim verilerin istatistiksel analizinde ve grafiklendirilmesinde SPSS
(12.0) ve Excel paket programlarindan yararlanilmistir. Gruplarin karsilastirilmasinda

Mann-Whitney U testi uygulanmustir.
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4. BULGULAR

Cukurova Universitesi T1p Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dali’na infertilite sikayeti
ile basvuran erkek olgularin spermiyogram analizleri Kadin Hastaliklar1 ve Dogum
Anabilim Dali Uremeye Yardimci Tedavi Merkezi Androloji laboratuvarinda
yapilmistir. Olgulara, semen analizi 15 giin ara ile en az {li¢ kere yapilarak karar
verilmistir. Bir analiz sonucu verilmeden once, gelen her spermiyogram ornegine en az
ic kere sayimm yapilmistir. Y kromozomu delesyon tarama ¢alismasina azospermik ve
siddetli oligospermik olgular dahil edilmistir. Bu 6zellikleri tasiyan olgulardan rastgele
secim yapilmistir. Hormonal analizler ise kontrol grubu, azospermik ve siddetli
oligospermik olgulara uygulanmigtir. Kontrol grubuna infertilite problemi olmayan
dogal yolla ¢ocuk sahibi olan benzer yas gruplarindaki fertil bireyler dahil edilmistir.
Infertiliteye neden olabilecegi diisiiniilen faktdrler icin olgularin taniya yardimei
Oykiileri de kaydedilmistir. Calismaya alinan olgularda kabakulak, varikosel
operasyonu, sigara ve alkol aligkanligi, kronik hastalik durumu ve yakin akrabada
baska infertilite problemi olanlarin sorgulanmasi yapilmis ve bu veriler ¢izelge 4, 5 ve
6’da sunulmustur.

Kontrol grubu ile azospermik ve siddetli oligospermik gruplarin plazma leptin,
prolaktin, testosteron, FSH ve LH degerleri “radioimmiinoassay” yontemi ile ¢aligilmis
ve sonuglar cizelge 7, 8 ve 9’da verilmistir. Gruplar aras1 hormon diizeylerinin
karsilastirilmis ortalama degerleri ¢izelge 10°da ve gruplar arasindaki farkliliklarin
analizi ¢izelge 11°de verilmistir.

Azospermik ve siddetli oligospermik olgular kendi i¢inde ayrica varikoseli olan
ve olmayan seklinde gruplandirilip hormon diizeylerine bakilmig ve ortalama degerleri
cizelge 12’de sunulmustur. Y kromozom delesyonu saptanan 4 hastanin kisisel
ozellikleri, hormon degerleri ve delesyona ugrayan bolgeleri sirasiyla cizelge 13, 14 ve

15°de verilmistir.
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Cizelge 4: Kontrol grubun ozellikleri

Kaba- Kronik Ailede
No | Ad Yas Kulak Varikosel Sigara | Alkol Hastalik infertilite
1 MN 35 - - - - - -
2 110 45 - - - - - -
3 EO 40 - - - - - -
4 HT 29 - - - - - -
5 MK 44 - - + - - -
6 Ni 52 - - - - - -
7 MS 40 - - + - - -
8 AK 48 - - - - - -
9 HA 45 - - - - - -
10 | Al 33 - - - - - -
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Cizelge 5. Siddetli oligospermik grup olgularinin &zellikleri

Kaba- Kronik Ailede
No | Ad Yas Kulak Varikosel Sigara | Alkol Hastalik infertilite
1 CE 23 - - - - - -
2 |HMU |35 |- - - - - -
3 1A0 32 |- - - - - -
4 iC 29 + - +
5 MB 38 - - - - - -
6 NO 34 - - - - - -
7 MS 40 - - + - - Teyzesinin oglu
8 ST 32 - - + - - Erkek kardesi
9 AS 28 - - - - Testis CA -
10 | MKR |28 - - - - - -
11 | HT 40 - - - - - -
12 | FO 27 |- - - - - -
13 | MK 31 - - - - - Iki erkek kardest
14 | AD 45 - - - - - -
15 | HA 30 - - + - - Amcasi
16 | FB 27 - - - - - -
17 | YP 30 - - - - - -
18 | AO 32 - - - - - -
19 | HG 35 - + + - - -
20 | HK 28 - + + - - -
21 | ARE 30 - + + - - -
22 | TR 42 + + + - - Erkek kardesi
23 | NO 32 + + - - - -
24 | RO 34 - + - - - Tki erkek kardesi
25 | MKT | 40 - + + - - erkek kardesi
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Cizelge 6. Azospermik grup olgularinin 6zellikleri

No | Ad Yas Ilfl?lgill(- Varikosel | sigara Alkol Kronik hastalllJ ﬁlli!:ltit?li te
1 BS 39 - + - - - -

2 KA 31 - + - - - -

3 | FE 33 |- + - - - E;fi‘si
4 SS 37 - + - - Sifilis-Gonore | -

5 HP 32 - + + - Sifilis-Gonore | -

o e v - I+ - - [ h
7 HK 28 - + - - - -

8 0s 53 - + - - - -

9 U 23 | - + + - - -

10 oT 40 - + - - - -

11 HA 32 - + - - - -

12 AK 40 - + - - - -

13 SD 37 - + - - - -

14 AC 26 + + - - - -

15 | HO 29 |- - - - - -

16 AG 41 - - - - - -

17 HS 28 - - + - - -

18 AV 30 - - - - - -

19 RA 42 - - - - Kiiciik testis -

20 BU 40 - - - - - -

21 | IT 27 | - - -

22 | MO 34 | - - + - - -

23 | UB 26 | - - - - - -

24 MES 34 - - - - - -

25 SM 34 - - + - - -

26 ic 37 - - - - - -

27 | iz 32 |- - - - - -

28 iA 31 - - + - Epididim kisti

29 AK 40 - - - - - -

30 AZ 38 + - - - - -

31 AU 26 - - + - Sag orsektomi | -

32 NA 40 - - - - - -

33 | HMO |35 |- - - - - -

34 CA 30 - - - - - -

35 |1y 49 |- - + - - -

36 | MKS |31 |- ; ; ; ; E:rgggfk
37 YD 26 - - - - - -

38 HCP 32 - - - - - -
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Cizelge 7. Kontrol grubu plazma hormon degerleri

| aa | | | Tt | | o
1 MN 52 8,8 3,5 7,5 7,3
2 j10] 3.8 4.8 32 3,6 7,5
3 EO 2,9 6,8 5,6 11,2 4.4
4 HT 3.8 3,8 3,3 10,0 4.6
5 MK 2,8 8,4 2.4 9,3 3,5
6 NI 5,7 8.5 4,0 6,3 2,2
7 MS 0.8 2.5 2,8 7,6 7,9
8 AK 5,0 5,4 3,6 7,2 39
9 HA 34 8,8 4.4 5,6 1,5
10 Al 2,0 8,0 2,3 6,6 9,5
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Cizelge 8. Siddetli oligospermik grup plazma hormon degerleri

No | aq | FSH LH l‘:?l‘l’s Prolaktin | Leptin
(mIU/mD) | @iUml) | 08 | (ngimD) | (ng/m)

1 |CE |51 55 5.0 9.9 0.9
2 | HMU | 4,1 12,0 1,7 15,1 0,9
3 AO 2.9 3,7 3,1 4,9 4,0
4 IC 19.9 15,7 1,7 18,5 5,7
5 MB 1,3 1,8 1,4 8.3 8,1
6 |NO 2.8 32 2,8 13,2 1,2
7 MS 26 9,0 3,5 10,5 6,7
8 ST 1,5 8,2 2,8 6,0 1,9
9 |AS |25 2.8 25 11,4 2.7
10 | MKR | 9,0 9,1 3,6 15,2 13,2
11 | HT 2,6 2.9 2,7 9,6 3,1
12 | FO 4,7 9,7 3,1 59,4 5,5
13 | MK 6,8 6,7 2,7 10,5 5,5
14 | AD 7,6 4.3 3,1 12,8 2,2
15 | HA 5,0 8,0 3,6 12,5 8,0
16 | FB 3,0 6.4 3.9 7,1 6,7
17 | YP 3,5 3,85 3,1 8,0 5,0
18 | AO 6,1 5,23 3,7 5,2 5,7
19 | HG 16,2 6,8 3,2 35,8 6,6
20 |HK | 1.6 2.0 2.7 8.8 0.1
21 | ARE | 22,7 12,64 2,8 14,5 33
22 | TR 33,5 18,77 2,5 11,8 5,4
23 | NO 2,6 4,42 4,8 8,2 3,6
24 | RO 1,1 2,36 2,1 6 2,0
25 | MKT | 1,9 1,9 2.4 3,5 7.5
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Cizelge 9. Azospermik grup plazma hormon degerleri

No | Ad FSH LH Testosteron | Prolaktin | Leptin
(mIU/ml) | (mIU/ml) | (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
1 BS 10,6 16,2 2,2 9,9 1,3
2 KA 1,5 7,4 3,0 12,7 2,7
3 FE 5,6 14,6 2,5 18,8 6,0
4 SS 7.4 11,0 1,3 10,6 27.2
5 HP 36.8 13,8 2,4 11,8 8.2
6 N.B 10,0 15,5 2,8 24,8 4,5
7 HK 12,4 19,5 4,3 8,8 14,0
8 0S 3,2 7,8 2,0 13,3 12,2
9 iU 3,7 10,0 2,4 9,5 8,5
10 |OT 22,0 234 1,3 7,3 10,5
11 |HA 9,7 19,7 1,2 11,0 3,4
12 | AK 20,8 18,7 2,4 13,7 1,9
13 | SD 7,4 17,6 1,9 13,3 8,0
14 | AC 3.8 12,6 3,2 6,2 0,2
15 |HO 38,5 25,0 1,8 13,8 5,6
16 | AG 21,5 16,2 2,4 13,3 4,2
17 | HS 2,0 6,5 1,6 14,9 7,0
18 | AV 2,9 7,4 3,3 12,9 0,9
19 |RA 28,0 254 1,7 8,9 9,9
20 | BU 59,0 50,0 1,9 5,5 53
21 |iT 2,0 4,0 1,7 8,8 4,8
22 | MO 9,4 12,4 1,8 6,6 9,5
23 |UB 6,5 12,6 2,2 20,4 9,0
24 | MES 0,1 0,01 19,7 22,6 2,8
25 |SM 7,5 7,2 2,0 9,1 53
26 |iC 3,0 7,5 4,0 23,8 1,2
27 |iz 2,9 4,6 2,8 16,7 3,5
28 |IA 2,6 9,7 2,7 154 6,3
29 | AK 33,3 34,0 1,7 54 17,5
30 | AZ 19,0 18,2 2,7 11,5 7,6
31 |AU 41,5 30,0 1,9 10,1 1,6
32 |NA 19,3 27,2 1,0 15,2 7,1
33 | HMO 7,9 13,4 2,3 4,2 8,6
34 |CA 22,8 34,0 1,9 7,2 53
35 |y 8,0 54 2,0 26,8 0,9
36 | MKS 23,8 22,2 2,8 8,5 33
37 |YD 22,2 27,0 1,8 14,1 3.4
38 | HCP 28,6 43.9 2,5 9,3 1,8
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Cizelge 10. Gruplarin hormon diizeylerinin ortalama degerleri

Gruplar Istatistikse] FSH LH Testosteron Prolaktin Leptin
P veriler (mIU/ml) (mIU/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Kontrol Orta.xSD | 3,54+1,51 6,58+2,30 3,51+0,98 7,4942,21 5,2342,66
(n:10) Ortanca | 3,60 7.40 3.40 735 450
(min-maks) 0,80-5,70 2,50-8,80 2,30-5,60 3,60-11,20 1,5-9,5
Azospermik | Orta.£SD | 14,92+13,72 | 17,15+11,06 | 2,72+2,92 12,5445,54 | 6,34+5,21
(n:38) Ortanca | 9,55 15,05 2,20 11,65 5,30
(min-maks) 0,10-59,0 0,01-50,0 1,00-19,70 4,20-26,80 0,20-27,20
Oligo-
. Orta.xSD | 7,78+8,75 6,67+4,45 3,06+0,94 12,82+11,68 | 4,75+3,09
spermik
(n:25) Ortanca | 4,20 5,50 2,90 10,50 5,40
(min-maks) 1,10-35,50 1,80-18,77 1,40-5,20 2,70-59,40 0,10-13,20
Cizelge 11. Gruplarin hormon degerleri yoniinden karsilastirilmasi (“’P “’degerleri)
P>’ degerleri
T - . .
Gruplar FSH LH estos Prolaktin | Leptin
teron
Kontrol-Azospermik *0.000 *0.000 0.440 *0.000 0.736
Kontrol-Oligospermik 0.078 1.000 0.567 0.108 0.959
Azospermik-Oligospermik | *0.043 *0.000 0.882 0.999 0.351

*QGruplar birbiri ile karsilagtirildiginda p< 0.05 diizeyinde anlamli kabul edilmistir.
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Cizelge 12. Varikosel durumlarina gore gruplarin ortalama hormon degerleri

Testos-

Gruplar istatistiksel | FSH LH teron Prolaktin Leptin
Veriler (mIU/ml) (mIU/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

Azospermik | Orta.=SD 11,06+9,60 14,8344,73 2,35+0,83 12,26+4,76 7,75+6,99

(n:14)

Varikosel () Ortanca 8,55 15,05 2,40 11,40 7,00
(min-maks) | 1,50-36,80 7,40-23-40 1,20-4,30 6,20-24,80 0,20-27,20

Azosppermik | Orta.=SD 17,21£15,34 | 18,49+13,37 | 2,92+43,62 12,7046,05 5,51£3,75

(n:24)

Varikosel (-) Ortanca 14,20 14,80 2,00 12,20 5,30
(min-maks) | 0,10-59 0,01-50,0 1,00-19,70 4,20-26,80 0,90-17,50

Oligospermik | Orta.£SD 11,37£12,96 | 6,98+6,44 2,92+0,89 12,65+10,82 | 4,07+2,60

(n:7)

Varikosel () Ortanca 2,60 4,42 2,70 8,80 3,60
(min-maks) | 1,10-33,50 1,90-18,77 2,10-4,80 3,5-35,80 0,10-7,50

Oligospermik | Orta.£SD 6,35+6,46 6,56+3,63 3,0+0,86 13,224+12,09 | 4,83+3,14

(n:18)

Varikosel (-) Ortanca 4,40 5,95 3,10 10,50 5,25
(min-maks) | 1,30-26,00 1,80-15,70 1,40-5,0 4,90-59,40 0,90-13,20

Kontrol Orta£SD 3,54+1,51 6,58+2,30 3,5140,98 7,49+2,21 5,2342,66

(n:10) Ortanca | 3,60 7.40 3.40 7.35 4,50
(min-maks) | 0,80-5,70 2,50-8,80 2,30-5,60 3,60-11,20 1,5-9,5

Azospermik ve siddetli oligospermik gruplar kendi i¢inde varikosel operasyonu

gecirenler ile varikosel problemi olmayanlar seklinde ikiye ayrilmistir. Bu gruplar birbiri

ile karsilastirildiginda azospermik ve siddetli oligospermik gruplarda varikoseli olan ve

olmayan gruplar arasinda anlamli fark goriilmemistir.
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Cizelge 13. Delesyon goriilen olgularin 6zellikleri

Kaba- Kronik | Ailede
No Ad Yas Tam Varikosel | sigara| Alkol

kulak hastalik | infertilite
10 MKR | 28| Sid.oligosp - - - - -
22 MO 34 Azosp. - - + - -
25 SM 34 Azosp. - - - - -
35 Iy 49 Azosp. - - + - -

Cizelge 14. Y kromozomu delesyonu (+) olgularin serum hormon diizeyleri
No Ad FSH LH Testosteron Prolaktin Leptin
(mIU/ml) (mIU/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
10 MKR 9,0 9,1 3,6 15,2 13,2
22 MO 9,4 12,4 1,8 6,6 9,5
25 SM 7,5 7,2 2,0 9,1 5,3
35 Iy 8,0 5,4 2,0 26,8 0,9
Cizelge 15. Y kromozomu delesyon (+) olgularin delesyon goriilen bolgeleri
AZFe¢ Proksimal Proksimal
No Ad AZFa AZFb AZFc/d’nin | AZFc/d’nin
kismi yok. tamam yok.

10 MKR - - + + -
22 MO - + + + -
25 SM - - + + -

+
35 Iy - (DYS 221 + - +

bolgesi haric)
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PCR ile Y Kromozom mikrodelesyon tayini i¢in yapilan ¢alismada, agaroz jel

elektroforezinde bantlarin iyi ayrismasi igin, gere¢ ve yontemde belirtilen sekilde farkli siireler

uygulanmis ve bantlarin ayrigsmalarina gore uygun siire se¢ilmistir. Sekil 26’da agaroz jelde

uzun yirlitme (2 saat) siiresi uygulanmis, delesyon tagimayan iki normal olgu goriilmektedir.
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Sekil 26. Agaroz jelde 2 saat yiiriitiilen 6rneklerin goriintiileri

Soldan saga;

S0k LN~

: 50bp’lik klavuz DNA (K.DNA) 11. : D+ (D karigimina ait pozitif kontrol)
: A+ (A karisimina ait pozitif kontrol) 12. : D1 (Birinci vaka)

: Al (Birinci vaka) 13. : D 2 (ikinci vaka)

: A2 (Ikinci vaka) 14 : E+ (E karisimina ait pozitif kontrol)
: B+ (B karisimina ait pozitif kontrol) 14. : El (Birinci vaka)

:B1 (Birinci vaka) 15. : E 2 (ikinci vaka)

: B 2 (fkinci vaka) 16. : 50bp’lik klavuz DNA

: C+ (C karisimina ait pozitif kontrol)
: C1 (Birinci vaka)
: C 2 (Ikinci vaka)
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Daha kisa yiiriitme siiresi (1,5 saat) uygulanan delesyon tasimayan iki olgu sekil

27°de goriilmektedir.

ol GNAR o WEGR amss  dnar R

Sekil 27. Agaroz jelde 1,5 saat yiiriitiilen 6rneklerin goriintiisii

Soldan saga;

17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.

: 50bp’lik klavuz DNA (K.DNA)

: A+ (A karisimina ait pozitif kontrol)
: Al (Birinci vaka)

: A2 (ikinci vaka)

: B+ (B karigimina ait pozitif kontrol)
: B1 (Birinci vaka)

: B 2 (Ikinci vaka)

: C+ (C karigimina ait pozitif kontrol)
: C1 (Birinci vaka)

: C 2 (Ikinci vaka)

27.
28.
29.

14

30.
31.
32.

: D+ (D karigimina ait pozitif kontrol)
: D1 (Birinci vaka)

: D 2 (Ikinci vaka)

: E+ (E kanisimina ait pozitif kontrol)
: E1 (Birinci vaka)

: E 2 (Ikinci vaka)

: 50bp’lik klavuz DNA

Multipleks PCR yontemi ile 63 o6rnekte Y kromozom delesyonlart caligilmistir.

Azospermik olan 38 olgu ve siddetli oligospermik olan 25 olgu ¢alismaya alinmigtir. Her

bir fotograf iki ornege aittir. Y kromozomunun farkli bolgelerinde olusan delesyonlar 4

olguda saptanmistir. Her bir d6rnegin delesyona ugrayan bdolgeleri tek tek tanimlanmig ve

Y kromozom haritasinda gosterilmistir.

MO adindaki 1 nolu olgunun delesyon bélgelerinin agaroz jeldeki goriintiisii sekil

28’de, delesyon bolgelerinin tanim ¢izelge 16’da sunulmustur.
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1-Ad1 soyadi:M.O Olgu sira no (resimde): 1 Grup: Azospermik

K.DNA A+ Al A2 B+ Bl B2 C+ CI

pr—

Sekil 28. Y kromozomu delesyonu gériilen MO adli olgu (resimde olgu sira no:1)

Cizelge 16. Y kromozom delesyonu gériilen bblgelerin dzellikleri (MO)

Baz Haritadaki Yer aldigi
STS(karisim A) | Lokus uzunlugu(bp) | yeri Bélge g
SY254 DAZ 380 18 AZFc
SY130 DYS221 173 11 AZFb
STS (karisim B)
SYPR3 SMYC 362 7 AZFb
SY127 DYS218 274 9 AZFb
SY242 DAZ 233 16 AZFc
SY208 DAZ 140 17 AZFc
STS (karigim C)
SY128 DYS219 228 10 AZFb
SY121 DYS212 190 6 AZFb
SY255 DAZ 124 19 AZFc
STS (karigim D)
SY133 DYS223 177 12 AZFb
SY152 DYS236 125 15 ProksimalAZFc/d
SY124 DYS215 109 8 AZFb
STS (karisim E)
SY134 DYS224 303 13 AZFb

Delesyon bdlgelerinin tanimi: AZFb ve AZFc bolgelerinin tamami ve

proksimal AZFc/d bolgesinin kismi yoklugu.
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Azospermik olan 1 nolu (MO) olgunun delesyona ugrayan bélgeleri, Y kromozom

haritasinda isaretlenmistir (sekil 29).
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Sekil 29. Delesyon gériilen bolgelerin Y kromozom haritasinda gdsterilmesi (MO)

-IY adli 2 nolu olgunun Y kromozom delesyon bdlgelerinin agaroz jeldeki
goriintiisii sekil 30°da, delesyon bolgelerinin tanimlanmasi ¢izelge 17°de sunulmustur.

-SM adli 3 nolu olgunun delesyon bolgelerinin agaroz jeldeki goriintiisii sekil
32’de, delesyon bolgelerinin tanimlanmasi ¢izelge 18’de sunulmustur.

-MKR adli 4 nolu olgunun delesyon boélgelerinin agaroz jeldeki goriintiisii sekil

34’de, delesyon bolgelerinin tanimlanmasi ¢izelge 19°da sunulmustur.
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2-Ad1 soyadi: [Y Olgu sira no (resimde): 1 Grup: Azospermik

KDNA A+ Al A2, B+ Bl K6 B2 C+ Cl C2 D+ DI D2 E+ El E2 KDNA
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Sekil 30. Y kromozomu delesyonu gériilen IY adli olgu (resim olgu sira no:1)

Cizelge 17. Y kromozom delesyonu gériilen bélgelerin 6zellikleri (1Y)

Baz Haritadaki Yer aldigi
STS (karisim A)| Lokus uzmlugu(bp) | yori Bilge &
SY254 DAZ 380 18 AZFc
SY157 DYS240 290 20 AZFc
STS (karigim B)
SYPR3 SMYC 362 7 AZFb
SY127 DYS218 274 9 AZFb
SY?242 DAZ 233 16 AZFc
SY208 DAZ 140 17 AZFc
STS (karigim C)
SY128 DYS219 228 10 AZFb
SY121 DYS212 190 6 AZFDb
SY 145 DYF51S1 143 14 ProksimalAZFc/d
SY255 DAZ 124 19 AZFc
STS (karisim D)
SY133 DYS223 177 12 AZFDb
SY152 DYS236 125 15 ProksimalAZFc/d
SY124 DYS215 109 8 AZFb
STS (karisimE)
SY134 DYS224 303 13 AZFb

Delesyon bélgelerinin tanimi: DY S221 haric AZFb bolgesi yoklugu ve AZFc bolgesi

ve proksimal AZFc/d bélgesinin tamaminin yoklugu.
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Azospermik olan olgunun (IY) delesyona ugrayan bdlgeleri Y kromozom

haritasinda isaretlenmistir (sekil 31).
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Sekil 31 . Delesyon goriilen bolgelerin Y kromozom haritasinda gosterilmesi (TY)
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3-Adi soyadi: SM Olgu sira no (resimde): 1 Grup: Azospermik
K.DNA A+ Al A2 B+ Bl B2 C+ C1 C2 D+ DI D2 Et+ El

Sekil 32. Y Kromozomu delesyonu goriilen SM adli olgu (resim olgu sira no:1)

Cizelge 18. Y kromozomu delesyonu goriilen bolgelerin dzellikleri (SM)

Baz Haritadaki Yer aldig:
STS (kansim A) | Lokus uzunlugu(bp) | Yeri bolge
SY254 DAZ 380 18 AZFc
SY157 DYS240 290 20 AZFc
STS (karisgim B)
SY242 DAZ 233 16 AZFc
SY208 DAZ 140 17 AZFc
STS (karisim C)
SY255 DAZ 124 19 AZFc
STS (karigim D)
SY152 DYS236 125 15 ProksimalAZFc/d

Delesyon bdlgelerinin tanimi: AZFc bolgesinin tamami ve proksimal

AZFc/d bolgesinin kismi yoklugu.
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Azospermik olan olgunun (SM) delesyona ugrayan bolgeleri Y kromozom

haritasinda isaretlenmistir (sekil 33).
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Sekil 33. Delesyon goriilen bolgelerin Y kromozom haritasinda gosterilmesi (SM)
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4. Adi soyadi: MKR

K.DNA A+ Al

A2 B+ Bl

B2

c+ C1

Olgu sira no (resimde): 1

C2

D+ D1

D2

E+

Sekil 34. Y kromozomu delesyonu goriilen MKR adli olgu (resim olgu sira no:1)

Cizelge 19. Y kromozomu delesyonu goriilen bolgelerin dzellikleri (MKR)

Grup: Siddetli oligospermik

El E2 K.DNA

Baz Haritadaki Yer aldig:
STS (kanigim A) | Lokus uzunlugu(bp) | Yeri Bolge
SY254 DAZ 380 18 AZFc
SY157 DYS240 290 20 AZFc
STS (karisim B)
SY242 DAZ 233 16 AZFc
SY208 DAZ 140 17 AZFc
STS (karisim C)
SY255 DAZ 124 19 AZFc
STS (karisim D)
SY152 DYS236 125 15 ProksimalAZFc/d

Delesyon bdlgelerinin tanimi: AZFc bolgesinin tamami ve proksimal

AZFc/d bolgesinin kismi yoklugu.
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Siddetlioligospermik olan olgunun (MKR) delesyona ugrayan bdlgeleri Y

kromozom haritasinda isaretlenmistir (sekil 35).
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Sekil 35. Delesyon goriilen bolgelerin Y kromozom haritasinda gosterilmesi (MKR)
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Y kromozomu delesyonu doriilen dort olgunun delesyon bolgeleri Y kromozom

haritas1 tizerinde toplu olarak gosterilmistir (sekil 36).
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Sekil 36. Y kromozom delesyonu gériilen olgularin delesyon bdlgelerinin haritalanmasi
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5. TARTISMA

Infertilite problemi ile bagvuran ciftlerin yaklasik %50’sinde erkege bagli faktdriin
olmasi, erkek iireme sagliginin arastirilmasinda molekiiler diizeyde yapilan calismalarin
Oonemini ortaya koymaktadir. Erkek infertilitesi; genetik defektler, gonodotropin salici
hormon yetmezliginden spermatojenik defektlere ve kromozomal anomalilere kadar genis
bir spektrumda yer almaktadir. Infertilitede erkek faktdriiniin ortaya konmasi icin; dykii,
fizik muayene, semen analizi, hormonal tetkikler, spesifik testler ve gerekirse testis
biyopsisi ile tantya yardimci olunmaktadir. Oligospermik ve azospermik erkeklerde son
yillarda molekiiler caligmalarin hiz kazanmasi ile etiyolojiye yonelik sonucglar elde
edilmistir. Azospermi ve siddetli oligospermi durumu, epididimal kanallarda bir
tikanikliga bagli degil ve kisinin hormonal diizeyi de normal ise bu siirecte etkili
olabilecek genetik faktdrlerin arastirlmasi Snem kazanmaktadir >'¢'8,

Spermatogenez, bir dizi hiicresel degisimleri igeren kompleks bir siiregtir.
Spermatogenetik siirecin tiim asamalar1 ve hormonal diizenlemesi iyi bir sekilde
bilinmesine ragmen spermatogenezin genetik kontrol mekanizmasi1 hakkindaki bilinenler
kisithdir. Giiniimiizde, sayisal ve yapisal kromozomal anomalilerin cinsiyet karakteristik
ozelliklerinin gelisiminde ve buna bagli olarak spermatogenezdeki 6nemi anlasilmistir.
Infertil erkeklerde Klinefelter sendromundan sonra spermatojenik bozukluga yol agan
genetik nedenler arasinda ikinci siray1 Y kromozomu mikrodelesyonlari almaktadir'®'"%

In Vitro Fertilizasyon yonteminin gelismesi ile birlikte intrasitoplazmik sperm
enjeksiyonu uygulanarak tek bir sperm ile yumurtanin doéllenebilmesi saglanmistir. Bu
asama erkek infertilitesinin sonuca yodnelik ¢6ziimiinde biiylik bir ¢igir a¢mustir.
Varikosel, hormonal yetmezlik ya da epididimal kanallarda tikanikliga bagli azospermik
ve oligospermik olgularda tedaviyi takiben kisitl bir kisminda geriye doniisiim olabilse de
bu tiir olgularin biiyiik ¢ogunlugunda etiyoloji bilinmemekte ve geriye donilisiim (normal
spermatogenez) olmamaktadir. Bu asamada énem kazanan ICSI yontemi ile oligospermik
olgularin seminal sivisindan ve azospermik olgularin testis dokularindan elde edilen
sperm ile ¢iftler cocuk sahibi olabilmektedir. Bu alanda ardi ardina yapilan molekiiler
caligmalar ile Y kromozomu iizerinde bulunan gen dizilerinin erkek infertilitesinde sperm

olusum agamalarinda 6nemli islevleri oldugu anlagilmigtir'>"”
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5.1. Y Kromozomu Mikrodelesyonlarinin Tayini I¢in Yapilan Calismalar

5.1.1. Diinya Literatiirlerinde Yer Alan Caliymalar

Y kromozomu mikrodelesyon oranlarinin belirlenmesine yonelik yapilan
calismalarda delesyon bulunan olgularin oraninin %1 ile %55 gibi genis bir aralikta
oldugu goriilmektedir. Bunu kisaca Ozetleyen, 1999-2000 yillar1 arasindaki yapilan
calismalar ve delesyon oranlari ¢izelge 20’de sunulmustur ”’ .

Y kromozomu delesyonlarinda genotip-fenotip iliskisini kurmak tamamen
miimkiin olmasa da bu konuda yapilan bir dizi ¢calisma genel egilimi desteklemektedir.

Bu konuda yapilan caligmalara ek olarak yakin zamanda, Foresto ve arkadaslari
(1997, italya) 38 idiopatik infertil olguda (16 azospermik + 22 siddetli oligospermik) Y
kromozom delesyonunu incelemisler ve azospermik grupta %37,5, oligospermik grupta
ise %22,7 bulmuslardir. Bu olgularin ¢ok iyi se¢ildigi, azospermik olgularin SCOS ile
uyumlu oldugu belirtilmistir .

Van der Ven ve arkadaslar1i (1997, Almanya), 28 STS kullanarak yaptiklari
caligmada, ICSI programina alinan 204 azospermik ve oligospermik olgudan sadece
2’sinin Y kromozom delesyonu tasidigini (%0,98) belirtmisler ve oligospermik olgularda
nadir goriildiigii sonucuna varmiglardir. Delesyon noktasinin daha proksimalda olmasinin
distal bolgedeki bir delesyondan daha ciddi spermatogenez bozukluguna yol acacag ileri
siiriilmektedir .

Kremer ve arkadaglar1 (1997, Hollanda), toplam 164 vaka (19 azospermik, 111
oligospermik ve 34 normospermik) calismislar ve 111 olgunun 7’sinde AZFc delesyonu
(%6,3) saptamiglardir. AZFa, b ve ¢ bolgeleri i¢in 22 STS kullanilmis ve azospermik ve
normal grupta delesyona rastlanmamistir. Agiklanamayan siddetli oligospermik olgularda
AZFc delesyonunun daha fazla goriildiigii sonucuna varmislardir *.

Najmabadi ve arkadaslar1 (1996, Amerika), 60 infertil hastada (50 azospermik+10
siddetli oligospermik) 26 STS kullanarak Y kromozom delesyonunu incelemisler ve
azospermik grupta 10, oligospermik grupta 1 olmak flizere toplam 11 olguda (%18)
delesyon bulmuslardir. idiopatik azospermi ve siddetli oligospermi vakalarinda delesyon
oraninin yiiksek oldugunu ve bu olgularda Yq bolgesindeki 6. araligin infertilitede ¢ok

6nemli oldugunu belirtmislerdir ' .
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Cizelge 20. Literatiirde gegen Y kromozom mikrodelesyonlarinin 6zeti (1995-2000) 7

Calisilan hastd Delesyon orani Calisma yapilan iilke Referans
65 s 10 (%15,3) Japonya Kobayashi K et al. 1995
89 12 (%13,4) ABD Reijo R et al. 1996

60 11 (%18) ABD Najmabadi H et al. 1996
112 8 (%7.14) Ingiltere Qureshi SJ et al. 1996
35 2 (%5,7) ABD Reijo R et al. 1996

370 12 (3,2) Almanya Vogt PH et al. 1996

160 10 (%6,25) ABD Girardi SK et al. 1997
200 18 (%9) ABD Pyror JL et al. 1997

168 5 (%3) Italya Simoni M et al. 1997

18 10 (%55,5) Fransa Foresta C et al. 1998
186 10 (%5,4) Ispanya Oliva et al. 1998

126 14 (%11,1) ftalya Stuppia L et al. 1998
165 8 (%4.8) Israil Kleiman SE et al. 1999
134 3 (%2,2) Fransa Krausz C et al. 1999

53 5 (%9,4) Fransa Seifer S et al. 1999

97 2 (%2,07) Japonya Yano M et al. 1999

181 10 (%6) ABD Chan PTK et al. 2000
29 2 (%6,9) Avustralya Cram DS et al. 2000
331 6 (%1,8) Danimarka Krausz C et al. 2000
402 8 (%2,2) Belgika Van Landuyt L et al. 2000
163 9 (%5,5) Fransa Le Bourhis C et al. 2000
94 11 (%11,7) Tayvan Lin YM et al. 2000

120 7 (%5,8) Italya Moro E et al. 2000

192 4 (%2) Tsvigre Osterlund et al

104 4 (%3.,8) Cin Tse JYM et al. 2000

Girardi ve arkadaglarnt (1997, Amerika), infertii 160 erkegi sperm
konsantrasyonlarmma gore siniflandirmiglar ve 35 STS kullanarak Y kromozom
delesyonlarmin varligimi arastirmiglardir. Sperm konsantrasyonu 0-1 milyon/ml olan
grupta %10, azospermik grupta %7, sperm konsantrasyonu 1-5 milyon/ml olan grupta %8
olarak bulunmustur. Orta oligospermik (5-20 milyon/ml) ve normospermik gruplarda
delesyon goriilmemistir. AZFa bdlgesinde delesyona rastlanmazken, AZFb ve AZFc

bolgelerinde tamimlanmistir. AZFc delesyonu olan oligospermik olgularin zamanla sperm
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sayilar1 azalmakta ve azospermiye kadar gidebilmektedir. Oligospermik erkeklerin,
eslerinin de fertilite yetenegi en iyi oldugu donemde ¢ocuk sahibi olabildigi ve bu sekilde
babadan ogula dogal yoldan delesyonlarin gegebildigi 6ne siiriilmektedir ** .

Foresta ve arkadaslar1 (1998, Fransa), kontrol olarak 20 fertil bireyi ve bilateral
idiopatik SCOS olan 18 olguyu, 30 STS kullanarak Y kromozom delesyonu yo6niinden
incelemisler ve 10°nda delesyon bulmuslardir (%55,5). Kontrol grupta delesyona
rastlanmamustir. idiopatik SCOS olan olgularin biiyiik bir béliimiiniin genetik kokenli
oldugu ve Y kromozom delesyonlari ile iliskili oldugu sonucuna varmislardir .

Brandell ve arkadaslar1 (1998, Amerika) ¢aligmalarinda, nonobstruktif azospermik
olan 80 olguyu 35 STS kullanarak Y kromozom delesyonu yoniinden incelemisler ve %9
oraninda AZF delesyonu saptamislardir. AZFc delesyonu tasiyanlarda TESE’den sperm
elde ederken AZFb delesyonu tasiyan 7 olgunun 5’inden sperm elde edememisler,
2’sinden ise yuvarlak bas sperm (round spermatid) elde etmisler fakat fertilizasyon
olmamustir **.

Olivia ve arkadaslar1 (1998, Amerika), ICSI yapilan 186 hastada (50 azospermik +
136 oligospermik) 12 STS kullanarak Y kromozom delesyonunu arastirmislar ve %5,4
olarak bulmuslardir. Azospermik grupta daha yiikksek bulunan delesyonlar AZFc
bolgesinde goriilmiis, AZFa delesyonuna rastlanmamustir *°.

Silber ve arkadaslar1 (1998, Amerika) tarafindan, 51 azospermik ve 30 siddetli
oligospermik olgu Y kromozom delesyonu yoniinden degerlendirilmis ve ICSI’ye
alinmigtir. 51 azospermik olgunun 10°nda (%20), 30 siddetli oligospermik olgunun
4’iinde (%13) Y kromozomu AZFc bdlgesi delesyonu bulunmustur. Interval 6D-6F
arasinda (AZFc) goriilen delesyonlarda testis dokusunda sperm bulunurken, daha
proksimal ya da distalde bulunan genis delesyonlarda sperm bulunamadig bildirilmistir.
Azospermik, oligospermik, Y delesyonu olan ve olmayan gruplar arasinda embriyo
implantasyon orani agisindan anlamli fark gériilmemistir *°.

Ferlin ve arkadaslar1 (1999, Italya) tarafindan, idiopatik ciddi hipospermatogenez
(n:4), obstruktif azospermik (n:10) ve SCOS’lu (n:10) olgularin testikiiler hiicrelerinde
DAZ, RBM ve SRY genlerinin ekspresyonu 6l¢iilmiis; obstruktif azospermik olgularda
DAZ, RBM ve SRY i¢in normal mRNA mevcut iken SCOS’lu olguda sadece SRY

transkriptlerinin oldugu gériilmiistiir. Idiyopatik ciddi hipospermatogenezi olan 10
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hastanin 9’unda SRY, RBM ve DAZ ekspresyonu normal iken, birinde DAZ transkriptine
rastlanmamustir * .

Ferlin ve arkadaslar1 (1999, Italya) tarafindan, idiopatik SCOS olan ve farkli
derecelerde hipospermatogenezi olan 180 olgu (testikiiler degisim nedeni bilinen 50
infertil olgu, 30 obstruktif azospermik ve 100 fertil erkek 38 STS kullanilarak Y
kromozomu delesyonu yoniinden karsilastirilmis ve idiopatik ciddi testikiilopatisi olan
(SCOS) grupta (%34,5), idiopatik ciddi hipospermatogenezi bulunan gruptan (%24,7)
daha yiiksek bulunmustur. Testikiilopati nedeni bilinen grupta, obstruktif azospermik grup
ve fertil kontrol gruplarda delesyona rastlanmamistir. AZFc delesyon orami ciddi
hipospermatogenezi olan grupta SCOS’lu gruptan daha fazla bulunmustur. Delesyon
goriilen tim olgularda (n:40) AZFc delesyon oranmi (%42,5) en sik rastlanan delesyon
olarak tanimlanmistir. Sadece bir olguda DFFRY (AZFa) delesyonuna rastlanmistir. 'Y
kromozom delesyonu olan 25 olgunun erkek kardesleri ve babalar1 delesyon yoniinden
arastirilmis ve Y kromozom delesyonuna rastlanmamistir ol

Foresto ve arkadaslar1 (2000, italya) tarafindan, iyi tamimlanmis, etiyolojisi
bilinmeyen azospermik ya da oligospermik 173 olgu (testikiiler histolojik incelemesi
SCOS ya da hipospermatogenez ile uyumludur) ve kontrol olarak 100 fertil erkek ile
infertilite nedeni bilinen 80 erkegin AZFa bolgeleri incelenmistir. AZFa delesyonu
nedeni bilinmeyen siddeti oligospermik grupta %35,4, ciddi testikiilopatilerde (SCOS)
%09,7 saptanmistir. Bir hastada USP9Y delesyonu, diger 8 hastada DBY delesyonu
bulunmustur. AZFa bolgesindeki (USPI9Y, DBY ve UTY) delesyonlar ciddi testikiiler
fenotip ve daima germ hiicre yoklugu ile karakterizedir. DBY geninin AZFa bdlgesi i¢in
major belirleyici gen oldugu sonucuna varilmistir. X kromozomu iizerinde homologu olan
DBY proteininin hem ‘’housekeeping’” bir ozellik tasidigi hem de spermatogenezde
6nemli oldugu belirtilmektedir **.

Siffroi ve arkadaslar1 (2000, Fransa), calismalarinda hem periferik kandan hem
de germ hiicrelerdeki 45XO hiicre populasyonu ile Y kromozom mikrodelesyonlari
arasindaki korelasyonu arastirmuslar ve pozitif korelasyon bulmuslardir ¥.

Martinez ve arkadaslar1 (2000, ispanya), 128 infertil erkekte (57 non-obstruktif
azospermik +71 siddetli oligospermik) 6 STS kullanarak Y kromozom delesyon oranini
arastirmiglar ve %7 olarak bulmuslardir. Azospermik grupta daha fazla delesyona

rastlanmistir (%14). Delesyon bulunan 9 olgunun 4’nde AZFc, 4’iinde AZFb+c, 1'nde
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AZFb delesyonu goriilmiistiir. AZFb delesyonunda spermatojenik arrest, 6 olguda
SCOS, 1 olguda matiir spermatozoa+ sertoli hiicresi goriilmiistiir .

Van Golde ve arkadaglari (2001, Hollanda) tarafindan Y kromozomu (AZFc
bolgesi) delesyonu tasiyan ve tasimayan olgularin mikroenjeksiyon sonrasi fertilizasyon
orani, embriyo kalitesi, implantasyon ve eve giden bebek oram karsilastirilmis ve Y
kromozomu delesyonu tasiyan olgularda bu parametreler anlamli diizeyde diisiik
bulunmustur *'.

Lian Liow ve arkadaslar1 (2001, Singapur), DAZ delesyonu olan erkeklerde her
zaman azospermi olmadigi, DAZ bolgesinde bulunan tekrar dizileri olan genlerin
tamami ya da bir kismi delesyona ugramigsa ona gore sperm iiretiminin ya ¢ok az ya da
hi¢ olmadig1 sonucuna varmuslardir *°.

Kamp ve arkadaslar1 (2002, Almanya), SCOS grupta AZFa delesyon oranini %9
oraninda bulmuslardir. AZFa delesyonunun tek basina SCOS’u tanmimlayamayacagini
fakat AZFa bolgesini tanimlayan DFFRY/USP9Y ve DBY geninin her ikisi de yoksa
SCOS olma ihtimalinin yiiksek olabilecegi sonucuna varmuslardir **.

Gogolevsky ve arkadaglar1 (2002, Moskova) 192 non-idiopatik infertil erkekte Y
kromozom delesyon oranmi 10 STS kullanarak incelemisler ve 68 non-obstruktif
Azospermik olguda %16,2, 104 ciddi oligospermik olguda %6,7 olarak saptamislar, 20
motilite ve morfolojisisi bozuk olguda ise delesyona rastlanmamistir. En fazla oranda
(%94,4) AZFc bolgesi delesyonu, %29,4 oraninda AZFb delesyonu, sadece bir olguda
AZFa delesyonu goriilmiistiir .

Causio F ve arkadaslar1 (2002, Italya) tarafindan, Y kromozom delesyonu tastyan
19 siddetli oligospermik ve non-obstruktif azospermik olan hastaya ICSI islemi
uygulanmis ve bu yontemle babalar ile aynmi delesyonu tasiyan 3 erkek cocuk
dogmustur. Y delesyonu tasiyan erkeklerin babalarinda (biiyiikbaba) bu delesyona
rastlanmamistir. AZFa ve AZFb delesyonu tasiyan olgularin testis dokularindan sperm
elde edilememistir **.

Katargiri ve arkadaslar1 (2002, Amerika), 22 STS kullanarak toplam 52 olgunun
4’nde (%7,7) Y kromozom delesyonu saptanislardir *° .

Ferras ve arkadaslar1 (2002, Portekiz), maturasyon arresti olan 60 olguda 24 STS
kullanarak Y kromozom mikrodelesyonu arastirmislar ve %42 oraninda delesyon

saptamiglardir. Bunlardan 11’1 AZFc, 2’si AZFa, 5’1 AZFa+b, 2’si AZFa+b+c olarak
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tanimlanmigtir. Maturasyon arresti olan olgularda delesyon oraninin yiiksek oldugu ve
AZFb delesyonunun biiyiik oranda tam maturasyon arrestine, AZFc delesyonunun ise
kismi maturasyon arrestine neden oldugunu belirtmislerdir *.

Carvalho ve arkadaslar1 (2002, Portekiz), 15 STS kullanarak 622 infertil, 114
fertil erkegi Y kromozom delesyonu yoniinden degerlendirmisler ve fertil grupta
delesyon goriilmemistir. Non-obstruktif azospermik grupta %16,9 (30/177),
oligospermik grupta %6,5 (7/108) oraninda delesyon saptanmistir. Obstruktif
azospermik (n:28), orta oligospermik (n:151) ve diger spermiyogram anomalili (n:158)
gruplarda delesyona rastlanmanustir ° .

Krausz ve arkadaslari (2002, 1iran), 46 olgunun (43 azospermik+3
kriptozoospermik) 5’nde (%10) Y kromozom delesyonu saptamiglar ve bunun tamamini
komple AZFc delesyonu seklinde tanimlamislar, AZFa delesyonuna rastlamamislardir *®

Peterlin ve arkadaglar1 (2002, Slovenya), 226 infertil erkekte (92 azospermik
+134 siddetli oligospermik) 42 STS kullanarak Y kromozom delesyonuna bakmuslar ve
10 vakada (%3,9) Y delesyonu (+) bulmuslardir. Bu olgulara ICSI islemi
uygulandiginda fertilizasyon oran1 embriyo kalitesi ve gebelik oraninda fark
goriilmemistir *°.

Ioulianos ve arkadaslar1 (2002, Kibris), Kibris-Rum populasyonundan olan 80
infertil erkek (32 azospermik+ 48 siddetli oligospermik) ve 50 fertil erkekte Y
kromozom delesyonlarii incelemisler ve sadece azospermik grupta 4 olguda delesyon
saptamislardir. Delesyonlar AZFb, AZFc ya da AZFbc bolgelerinde goriiliirken, AZFa
bolgesi delesyonuna rastlanmamistir ',

Chiang ve arkadaglar1 (2003, Cin) tarafindan, 334 infertil erkekte (218
azospermik, 116 siddetli oligospermik) 10 STS kullanilarak Y kromozom delesyon
oranma bakilmis %9 bulunmustur. Azospermik grupta %38,3, oligospermik grupta
%10,3 oraninda Y kromozom delesyonu goriilmiistiir. Delesyon bdlgeleri AZFb ve
AZFc olarak tanimlanmustir'®" .

Quilter ve arkadaslar1 (2003, Amerika) tarafindan, toplam 103 olgu (40
azospermik, 27 ciddi oligospermik, 20 orta oligospermik ve 16 asthenazoozpermik)
sitogenetik yonden arastirilmis ve 98’inde 12 STS kullanarak Y kromozom
mikrodelesyonu caligilmistir. Kromozom anomalisi %9,7, Y kromozom mikrodelesyon

orani %3 olarak bulunmustur '*.
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Kunej ve arkadaslar1 (2003, Slovenya) 16 STS kullanarak kriptoorsidizm olan 71
hastanin 2’sinde (%2,8) Y kromozomu delesyonu bulmuglar ve kriptoorsidizm ile Y
kromozom delesyonu arasinda iligki bulunamamigtir 103,

Hops ve arkadaslar1 (2003, Amerika), AZFa, AZFb ve AZFc bolgelerini 30 STS
ile calismislar ve AZF delesyonu tasiyan olgularin genotip-fenotip degerlendirilmesini
yapmiglardir. Semen analizi ve diagnostik TESE ile delesyona ugrayan AZF bdlgeleri
arasinda korelasyon bulunmustur. Y kromozomu delesyonu tagiyan 78 olguda, 3 AZFa,
11 AZFb, 42 AZFc, 16 AZFb+c ve 6 AZFa+b+c delesyonu saptanmistir. Komple AZFa
delesyonu goriilen 7 olguya ve komple AZFb delesyonu tagiyan 23 olguya TESE yapilmig
ve hi¢birinde sperm elde edilememistir. Sonug olarak AZFa ve AZFb bolgelerinin komple
yoklugunda TESE ile sperm elde etme ihtimali ¢ok diisiik olmasina ragmen AZFc
delesyonlarinda sperm bulma ihtimalinin daha yiiksek oldugu belirtilmektedir '** .

Thangaraj ve arkadaglar1 (2003, Hindistan), toplam 570 olguda (340 azospermik +
230 normal kontrol) 30 STS kullanarak Y kromozom delesyon oranini aragtirmiglar ve 29
olguda (%8,5) delesyon saptamislardir. En fazla AZFc (%82,5), takiben AZFb (%55,2) ve
en az oranda AZFa (%24,1) bblgesinin delesyonlari goriilmiistiir '*° .

Kuo ve arkadaglart (2003, Tayvan), calismalarinda farkli histopatolojik
Ozelliklere sahip (normal spermatogenez, hipospermatogenez, maturasyon arresti ve
SCOS ) 38 azospermik erkekte USP9Y, DBY, RBMY1 ve DAZ transkript diizeylerini
karsilastirmislardir. Histopatolojik gruplar arasinda USP9Y ve DBY miktarlar arasinda
fark goriilmez iken RBMY1 ve DAZ transkripsiyon miktarlar1 spermatojenik bozukluk
olan olgularda diisiik bulunmustur ' .

Judith ve arkadaslar1 (2003, Hollanda), 5 infertil erkek kardesi arastirmaya
alimiglar ve  AZFc bolgesinde delesyona rastlamamuglar fakat FISH (Fluorescence in
situ hybridization) ve aile varyant sekans analizi ile tiim kardeslerde 4 yerine 2 DAZ
geni kopyast oldugunu goérmiislerdir. Bes kardes normal X kromozomuna sahiptir ve
mtDNA’larinda mutasyon bulunamamistir. Bu durum igin birkag¢ olasiligin séz konusu

oldugu belirtilmistir '’ . Bunlar;

1- Bu kardeslerin ii¢ nesil dncesi incelense ayn1 DAZ geni sayisina rastlanacak mi?
Belki de aynm1 DAZ genine sahiplerdi fakat bunu kompanse edebilen bir
mekanizma mevcuttu. Ya da ekstra bir durum ile bu kardeslerde DAZ gen sayisi

diismiis olabilir.
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2- Tiim erkek kardeslerde X kromozomundan kalitsal bir gegisle anneden gegmis
olabilir.
3- Diger bir ihtimal ise, Y kromozomu iizerindeki diger ¢oklu kopyali genlerin

delesyonu sonucu infertiliteye neden olabilecegidir.

Teloken ve arkadaslar (2004, Brezilya), 48 infertil erkekte (23 azospermik+15
siddetli oligospermik) AZFa, b ve ¢ bolgeleri i¢in 6 STS kullanmislar ve %12,5 oraninda
Y delesyonu bulmuslardir. Delesyon goriilen olgularin 5’1 azospermik, 1’1 siddetli
oligospermiktir. Delesyon bolgeleri 4’tinde AZFc, bir olguda AZFc+kismi AZFb, bir
olguda kismi AZFa delesyonu gt')riilmllistllirlo8 .

Ning-Hong ve arkadaslar1 (2005, Cin) tararafindan, 143 infertil erkekte (61
idiopatik, 81 non-idiopatik) olgu 6 STS kullanilarak Y kromozom delesyonu yoniinden
degerlendirilmis, idiopatik grupta %19,4, nonidiopatik grupta %11,1 olarak
bulunmustur. Her iki grupta da delesyon bdlgeleri ve uzunluklari arasinda fark
goriilmemistir. Komple AZFa ve AZFb delesyonu goriilen olgularin germ hiicre yoklugu
(AZFa) ya da post-mayotik hiicre gruplarinin yoklugu (AZFb) ile sonuglandigi ve bu
nedenle TESE ile sperm elde etme sansinin olmadig1 belirtilmistir 109,

Stouffs ve arkadaglar1 (2005, Belgika), 27 STS kullanilarak tanimlanan Y
kromozomu delesyonu tasiyan 38 olgunun 27’si AZFc, 3’ii AZF b, 1’1 AZFa, 5’1
AZFb+c, 2’si AZFa+b+c olarak gruplandirmistir. AZFa delesyonu olan olgular SCOS
ile AZFb delesyonu olanlar ise maturasyon arresti ile uyumlu bulunmustur. Sadece
AZFc delesyonu olanlarda testislerde sperm bulunabilmistir. AZFc bolge delesyonu olan
16 hastaya ICSI uygulanmis ve %22 gebelik elde edilmistir. Cinsiyet ayrimina ve
aneploidi taramasina yonelik preimplantasyon genetik tan1 uygulanmis ve 8 cifte XX
embriyo transfer edilmis, diger 5’1 bu uygulamay1 kabul etmemistir ''° .

Krausz ve arkadaslarinin (2005, Fransa) yaptiklar ¢calismada, 131 infertil erkegin
(46 idiyopatik, 85 nonidiyopatik) XY normal karyotip olmasina ragmen 19’unda AZF
delesyonlar1 gdsterilmistir. Nedeni bilinen infertil grupta %7 gibi yiiksek bir oranda
delesyon gortilmesi dikkat ¢ekici bulunmustur. Delesyonlar AZFb ve AZFc bolgelerinde
goriilmiis ve AZFb’nin spermatosit agamasinda spermatojenik arrestten sorumlu oldugu

(mayoz boliinme asamasinda), AZFc delesyonunun ise daha genis bir fenotip gosterdigi,
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delesyonun uzunlugu ya da lokalizasyonu ile fenotip arasinda kesin bir kriter olmadig1
belirtilmistir ' .

Medica ve arkadaslar1 (2005, Hirvatistan), 105 rastgele secilmis infertil hastada
sadece bir olguda Y kromozomu delesyonu bulmuslardir (%0,95)1 12

Hellani ve arkadaslar1 (2006, Suudi Arabistan), idiopatik oligo- ya da azospermik
toplam 257 olguda 19 STS kullanmislar ve 8’nde Y kromozom delesyonu (%3,2)
bulmuslardir. Suudi Arabistan populasyonunda Y kromozom delesyon oraninin diisiik
oldugu sonucuna vartlmstir ''* .

Tse ve arkadaslar1 (2000, Cin), 58 infertil erkekte (14 obstruktif azospermik + 44
non-obstruktif azospermik ya da siddetli oligospermik) 6 STS kullanilarak Y kromozom
delesyonu ¢alismislar ve 4 olguda sadece AZFc delesyonunu pozitif (%6,9)
bulmuglardir. AZFc delesyonu tasiyan bu 4 olgu non-obstruktif azospermik ya da
siddetli oligospermik gruptadir (%9,1)''* .

Abdelmoula ve arkadaslar1 (2006, Tunus), 34 Tunuslu infertil erkekte (12
oligospermik ve 18 azospermik), DAZ (AZFc) bolgesi delesyonunu aragtirmiglar ve
%8,8 oraninda DAZ delesyonu bulmuslardir ',

Diger bir calismada, Hadj-Kacem ve arkadaslar1 (2006, Tunus), 65
normospermik, 53 oligospermik, ve 45 azospermik kiside 6 adet STS kullanarak Y
kromozom delesyon oranlarina bakmislar ve %16 bulmuslardir. AZFc delesyonu %55
oraninda goriilirken 3 olguda AZFat+b+c delesyonu goriilmiistiir. Kontrol grubunda
delesyon goriilmemistir ''°.

Ferlin ve arkadaslar1 (2006, italya) tarafindan, 1996-2005 yillar1 aras1 3073
infertil erkek (625 nonobstruktif azospermik+1372 siddetli oligospermik) Y kromozomu
yoniinden incelenmis ve 99’unda delesyon saptanmistir. 99 olgunun sadece 2’sinde
sperm sayist 2 milyon/ml’den fazladir. Se¢ilmemis infertil grupta delesyon orani %3,2
iken, nonobstruktif azospermiklerde %8,3, siddetli oligospermik olgularda %35,5 olarak
bulunmustur. En fazla oranda AZFc delesyonu saptanmis ve bu olgularin %72’sinde
sperm bulundugu belirtilmistir. Komple AZFa ve AZFb delesyonlarinin SCOS ve
maturasyon arresti ile iliskili oldugu sonucuna varilmistir''” .

Fernando ve arkadaglar1 (2006, Srilanka, Almanya ), 96 infertil erkekte (78’
nonobstruktif azospermik) ve 87 kontrol grubunda AZF delesyonlarini incelemisler ve

Alman populasyonu ile karsilagtirmislardir. Kontrol grupta delesyon goriilmez iken
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infertil grupta 7 olguda delesyon saptanmustir (1°’AZFa, 2°si AZFc, 2’si AZFbc ve 2 ‘si
AZFabc). Infertil grupta sadece bir olguda b2/b3 delesyonu goriiliirken, gr/gr delesyonu
hem infertil hem kontrol grupta gorilmistiir. gr/gr bolgesinin infertilite ile iliskili
olmadig1r sonucuna varilmistir. gr/gr ve b2/b3 bdlgeleri AZFc bolgesinin proksimal
yarisinda yer alan kiigiikk gen boélgeleridir. Srilanka ve Alman populasyonunda Y
kromozom delesyon oram yéniinden fark gériilmemistir ''®.

Devan ve arkadaglar1 (2006,Amerika), tekrarlayan diigiikler ile proksimal AZFc
delesyonu arasindaki iligkiyi incelemisler ve tekrarlayan diisiiklerde delesyon oraninin
oldukca yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Bunun i¢in; 17 tekrarlayan gebelik kaybi
olan ¢ift, 18 normal saglikli dogum yapan ve ailede diisiik oykiisli olmayan ¢ift ve 10
erkek faktorii olan infertil ¢ift ¢galismaya alinmistir. Tekrarlayan gebelik kaybi olan 17
olgunun 14’nde (%82) Y kromozomu proksimal AZFc bolgelerinde  delesyon
saptanirken canli dogumu olan grupta delesyon goriilmemistir. Erkek faktorii olan 10
olgunun 2’sinde proksimal AZFc delesyonu bulunmustur '*°.

Imken ve arkadaslar1 (2007, Fas), 149 infertil ve 76 fertil kontrol grupta Y
kromozom delesyonunu incelemisler ve 48 azospermik olgunun 4’nde Y kromozom
delesyonu saptamislardir (%3,15). Delesyon bolgeleri 2 olguda AZFc, 2 olguda AZFb+c
seklindedir.Bu ¢alismada da AZF’nin kismi delesyonu (gr/gr) hem infertil hem kontrol
grubunda gériildiigii i¢in infertilite ile iliskili olmadig1 belirtilmistir '**

Gozden gegirilen literatiirlerde Y kromozom delesyon oranlarinin genis bir aralikta
dagilim gostermesinin nedenleri su sekilde 6zetlenebilir;

1- Secilen hasta gruplarmin farkli sayida ve 6zellikte olmasi. Bazi ¢aligmalarda
gruplar sadece spermiyogram oOzelliklerine gore rastgele secilmis iken bazilarinda
infertilite nedenlerine, testikiiler histopatolojilerine (SCOS, maturasyon arresti,
spermatojenik defek vs) fizik muayenelerine gibi parametreler de géz Oniine alinarak
secim yapilmistir. Ornegin infertilite nedenlerine gére gruplandirildiginda infertilite
nedeni bilinmeyen idiopatik azospermik olgularda ve nonobstruktif azospermik
gruplarda delesyon orani daha yiiksek bulunmustur. Azospermik gruplarda siddetli
oligospermik gruplara gore daha yiliksek delesyon orami saptanmustir. Sekil 37°de
olgularin histopatolojilerine gore delesyon dagilim oranlar1 verilmistir. Secilen

gruplardaki olgu sayis1 da ¢aligmalarda 6nemli farkliliklar gostermektedir.
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%14 %21

AZFa AZFb AZFc¢

%85 %5
AZFa+tb

ESCOS
mSiddetli hipospermatogenez
E Spermatogenik arrest

%100
AZFb+c AZFa+b+c

Sekil 37. AZF delesyonlarinin testikiiler histopatolojilerine gore dagilimi %!

2- Caligmalarda Y kromozomu mikrodelesyonlarinin tayini i¢in secilen STS’lerin
sayisinin ¢ok farkli oldugu goriilmektedir. Y kromozomu haritas1 yapildiktan sonra
300°den fazla STS iiretilmistir. Az STS kullanimin delesyon bdlgelerini tanimada
yetersiz olabilecegi, fazla STS kullaniminin ise polimorfik bélgeleri delesyon gibi
tamimlayabilecegi i¢in yanlis pozitif sonuclara neden olabilecegi bildirilmistir. Kontrol
grubuna alinan 2295 olgudan sadece 12’sinde DAZ bdélgesi disinda kiiciik delesyonlar
saptanmis ve bunlarin nadir polimorfik varyantlar olabilecegi bildirilmistir '*%. Bu
nedenle Avrupa Androloji Akademisi ve Avrupa Molekiiler Genetik Kalite Kontrol Ag1,
laboratuvarlar arasindaki Y kromozomu delesyon oranlarindaki farkliligimi ortadan
kaldirmak i¢in bir standardizasyon getirmis ve AZFa, AZFb ve AZFc bdlgelerini
tanimlayan 6 STS belirlemistir '**

3- Calisilan gruplarin farkli etnik kdkenden olmasi bir diger nedendir. Y
kromozomu etnik gruplarin kokeninin arastirilmasinda basar1 ile kullanilmaktadir.
Degisik iilkelerde yapilan c¢aligmalar sonucunda belirtilen delesyon oranlarindaki
farkliligin  diger parametrelerin yaninda etnik kokenden de kaynaklanabilecegi
bildirilmistir. Ornegin AZFa delesyonu Amerika’da nadir gériiliirken, Italya’da yiiksek

oranda goriilmistiir.
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Ayrica, Simoni Manuela (2001, Almanya) tarafindan, Avrupa Androloji
Akademisi ve Avrupa Molekiiler Genetik kalite kontrol agi, laboratuvarlar arasi ve
laboratuvar i¢i kontrol amagl bir ¢aligma yapilmistir. I.denemede 20, II. denemede 25, III.
denemede 29 laboratuvara Y kromozom delesyon analizi i¢in 6 DNA 6rnegi verilmistir.
Laboratuvarlar arasinda homojen olmayan metodlar uygulanmasina ragmen AZFb ve
AZFc’deki delesyon sensitivitesi %97, yanlis (+)’lerden dolay1r spesifite %91
bulunmustur. AZFc bolgesinin spesifik tanisinin kullanilan primer sayisindan bagimsiz
oldugu gozlenmistir. 2 yanlig pozitiften birisinin fazla miktarda primer kullanmaktan
kaynaklandig1 belirtilmektedir. AZFc bolgesi yaklasik %3-5 oraninda yanlis pozitif
verebilmektedir. Eger DAZ bolgesinde delesyon tanimlanmigsa yanlis olma ihtimalinin
olmadig1 belirtilmektedir. Kullanilan bazi primerler polimorfik olabilmekte ve yanlis
sonu¢ verebilmektedir. Laboratuvarlarin bazilarinda yaygin olarak kullanilan primerlerin
kullanilmadig1 goriilmistiir. Sonugta, AZFb ve AZFc bdlgesi i¢in yaklasik %5°lik bir
yanhs tan1 koyma riski ortaya ¢ikmustir '%.

Primer sayilarindaki bu farkliligi ortadan kaldirmak ve bu konuda tam bir
standardizasyonun saglanabilmes: icin Avrupa Androloji Akademisi ve Avrupa
Molekiiler Genetik kalite kontrol agi, AZFa, b ve c bolgesi i¢in 6 adet STS’ nin yeterli
olacagini bildirmistir. Bunlar: AZFa bolgesi i¢in SY 84 ve SY86, AZFb bolgesi i¢in
SY127 ve SY134, AZFc bolgesi i¢cin ise SY254 ve SY255 ‘dir. Caligmamizda
kullandigimiz primer setinde ayni STS’ler mevcuttur. Bundan sonraki yapilacak
caligmalarda sadece 6 STS kullanarak hassas bir ¢aligma yapilabilecegi ve bu sekilde hem
daha ekonomik hem de laboratuvarlar arasinda dogan delesyon oranlarindaki farkliligin
ortadan kaldirilmas: i¢in énemli oldugu belirtilmektedir'**.

Calismalardaki delesyon oranlarindaki bu farkliliklarin, etnik kékenden, kullanilan
primer sayist ve bolgesinin farkliligindan, segilen hasta grubunun etiyolojisinden vb.
nedenlerden kaynaklandigi ve bunun i¢in belli bir standardizasyonun gerekliligi ortaya

125, 126,127
konmustur = 7
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5.1.2. Tiirkiye’de Yapilan Cahsmalar

Deniz Seving (2002, istanbul), 34 infertil erkegi sperm morfolojisi ve Y
kromozom mikrodelesyonlart yoniinden (18 STS kullanarak) incelemis ve 5’inde
(%14,7) AZF delesyonu bulmustur. Delesyonlu 5 hastanin birinde AZF bolgesinin
tamaminin delesyona ugradigi, diger 4’iinde ise AZFd bolgesinin bir kismi ile AZFc
bolgesinin tamaminin delesyona ugradigi goriilmiistiir. Delesyon goriilen olgularda
siddetli bas ve boyun anomalisi gozlenmistir. 34 hastanin 12’sinde (%35) tiip bebek
uygulamasi saglikli dogumla sonuglanmig ancak Y kromozom mikrodelesyon tasiyan
olgularda dogum gergeklesmemistir '**.

Samli ve arkadaglar1 tarafindan (2002, Afyon), AZFa, AZFc, RBM-I, sY153 ve
Y6HP52 bolgeleri icin toplam 5 adet STS kullanilarak toplam 60 olgu ¢alisilmigtir. 28
azospermik olgunun 5°’nde (%18), 32 siddetli oligospermik olgunun 7’sinde (%21) Y
kromozom delesyonlar1 saptamislardir. AZFc delesyonu en fazla azospermiklerde tespit
edilmesine ragmen AZFa+b+c ve AZFb+c delesyonlar1 da tespit etmislerdir. AZFa
delesyonu azospermiklerde %25 oraninda saptanirken oligospermiklerde hig
goriilmemigstir. Histopatolojilerinde %80 oraninda maturasyon arresti ve germ hiicre
aplazisi goriildiigii belirtilmektedir. FSH, LH ve total testosteron diizeyleri yoniinden iki
grup arasinda fark goriilmemistir'*’.

Arzu Vicdan (2002, Ankara) tarafindan, 208 infertil ve 20 fertil erkek kromozom
anomalisi ve Y kromozom mikrodelesyonlar1 yoniinden incelenmistir. 24 adet STS
kullanilmistir. Caligmaya dahil edilen 119 azospermik olgunun 17’sinde (%14,3), ve
oligoastenoteratozoospermi olan 89 hastadan 2’sinde (%2,2) olmak iizere toplam 19
hastada (%9,1) Y kromozom mikrodelesyonu saptanmistir. Azospermik olan 119
hastanin 5’inde (%4,2) ve oligoastenoteratospermik olan 89 hastanin 2’sinde (%2,2)
olmak iizere toplam 7 olguda (%3,4) kromozom anomalisi saptanmistir. Y kromozom
delesyonu goriilen 19 olgunun tamaminda AZFc bolgesi delesyonu goriilmiistiir. Sadece
bir olguda buna ilave olarak AZFb/c sinirinda delesyon goriilmiistiir. Y kromozomu
tagiyan olgularin babalar1 da delesyon yoniinden aragtirlmis ve Y kromozom

mikrodelesyonu tasimadiklari, ogullarda olan delesyonlarin de novo olarak gelistigi
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belirtilmigtir. Y kromozomu delesyonu tasiyan olgularda fertilizasyon ve implantasyon
oraninda delesyon goriilmeyenlere gore fark goriilmemistir '*°.

Sargin ve arkadaslar1 (2003, Antalya), toplam 61 olgunun (48 azospermik + 13
oligospermik) karyotip analizini ve Y kromozom delesyonlarimi ¢alismiglar ve delesyon
oranini %3,3 olarak bulmuslardir. 6 adet STS kullanilmis ve delesyon bolgeleri AZFb ve
AZFc olarak tamimlanmistir. Karyotip analizinde 60 olgu 46 XY, bir olgu XX erkek
olarak tanimlanmistir *'.

Okutman-Emonts ve arkadaslar1 (2004, izmir), ICSI islemine alinacak 71 olguda
18 adet STS kullanarak Y kromozom delesyon oranini arastirmiglar ve %5,6 olarak
bulmuslardir. Toplam 4 delesyonlu vakanin bir tanesi sadece AZFb bolgesi delesyonu
tasirken digerlerinde daha genis delesyon bolgeleri (AZFa+b+c+d) saptanmustir 2.

Bozdogan ve arkadaglar1 (2006, Zonguldak) AZFa, AZFb ve AZFc boélgelerine
ait 15 adet STS kullanarak varikoseli olan hastalarda Y kromozomu delesyonlarimi
caligmislardir. Ucii azospermik olmak iizere 18 infertil grubun (ortalama sperm sayilari
37,1 milyon/ ml) 4’tinde AZFa ve AZFDb bolgesinde mikrodelesyonlar tespit edilmisken
fertil grupta (n:14, ortalama sperm sayis1 75,8 milyon/ml) delesyon goriilmemistir. Bu
calismada, ozellikle post-operatif sperm sayisinda artis olmayan varikoselli hastalarda
infertiliteden Y kromozomu mikrodelesyonlarinin  sorumlu olabilecegi ileri

v e . 133
sturilmektedir .

5.1.3. Cahismanin Y Kromozomu Yo6niinden Degerlendirilmesi

Calismamizda, yaslar1 23 ile 53 arasinda olan 38 azospermik ve 25 siddetli
oligospermik olmak iizere toplam 63 infertil erkek yer almistir. Azospermik gruptan 3
olguda, siddetli oligospermik gruptan bir olguda Y kromozom mikrodelesyonu
saptanmistir. Bu calisma i¢in toplam 20 farkli primer kullanilmistir. Toplam olguda Y
Kromozom mikrodelesyon orant %6,3’dlir. Bu oran azospermik grupta %7,9 iken
siddetli oligospermik grupta %4 bulunmustur.

Azospermik grupta yer alan 3 olgudan M.O. adhi hasta Adana’li olup fizik
muayenesinde testislerin normal oldugu belirtilmistir. Y kromozomu delesyonu
yoniinden incelendiginde, AZFb ve AZFc bolgelerinin tamami ve proksimal c/d

bolgesinin kismi yoklugu mevcuttur. AZFb bolgesinde RBMY, CDY, XKRY ve SMCY
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olmak iizere 5 gen tanimlanmistir. AZFc bdlgesinin yoklugunda ve kismi AZFb
delesyonu olan hastalarin yaklasik %50’sinde sperm elde edilirken komple AZFb
bolgesinin delesyonunda matiir sperm bulma sansi neredeyse yok kabul edilmektedir '~
135761 RBMY genlerinin ekspresyonu testise dzeldir ve ozellikle spermatogonyumlar
ve spermatositlerde fazla miktardadir. RBMY genlerinin iiriini RNA’ya baglanan
proteinlerdir. Bu proteinlerin RNA paketlenmesinde, mRNA’nin sitoplazmaya gec¢isinde
ve “’alternative splicing’’de rol aldig1 diisliniilmektedir. AZFb bolgesi ve proksimal
AZFc/d delesyonlarinda maturasyon arresti goriilmektedir. RBMY ve DAZ
transkripsiyon orani spermatojenik yetmezlik olan olgularda diisiik bulunmustur. AZFb
bolgesi tam maturasyon arresti olan olgularda dominant olarak etkilenirken AZFc¢
bolgesi delesyonlar1 ¢cogunlukla kismi maturasyon arresti olan olgularda goriilmektedir
56.61.78.87.88.96

AZFc bolgesi, azospermiden sorumlu DAZ gen grubunu, PRY, BPY2, TTY2,
CDY ve RBM’nin kopyalarmi igerir. AZFc delesyonu olan olgularda testis
histopatolojisi, hipospermatogenezden maturasyon arresti ve SCOS’a kadar farkli 6zellik
gosterirler. DAZ genlerinin {iriinii olan DAZ proteinleri germ hiicre epitelinde geg
spermatid doneminde testise 0zgii mRNA’larin depolanmasi ve tasinmasinda rol alir.
Mutasyonlar1 sonucu pakiten I sathasinda mayotik arrest s6z konusudur. Delesyonlari
sonucunda ise oligospermi ya da azospermi goriilebilir **0!78-87-88.96.111

AZFd bolgesi delesyonlarinda sperm morfolojisi etkilenmektedir. Sperm sayisi
normal olsa bile morfolojisi cok bozuk olmaktadir (teratozoospermi)’” .

Azospermik grupta delesyon saptanan 1.Y. adindaki 20 yillik infertilite tanisi ile
gelen ikinci olgu Diyarbakir’lidir. Fizik muayenesinde testislerin normal oldugu
belirtilmistir. Y kromozomu delesyon tayininde, sadece bir bolgesi haric (DYS221)
AZFb bolgesinin yoklugu, komple AZFc bolgesi yoklugu ile birlikte komple proksimal
AZFc/d yoklugu olarak tanimlanmistir. Bu veriler azospermiyi dogrulamaktadir.

Azospermik gruptaki 11 yillik infertil, Siverek dogumlu S.M. adindaki 3. olgunun
fizik muayenesinde de testislerin normal oldugu belirtilmistir. Y kromozom delesyon
tayini sonucunda, AZFc bdlgesinin tamami ve proksimal AZFc/d bolgesinin kismi
yoklugu tanimlanmustir. ilging olarak, aym bolgelerin delesyonu siddetli oligospermik

gruptan olan bir olguda (4. olgu) da goériilmiistiir.
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Siddetli oligospermik gruptaki, 4. olgu 2 yillik infertil, Tarsus dogumludur.
M.K.R adli hastanin fizik muayenesinde testislerin normal oldugu bildirilmistir. Y
kromozom delesyon tayini sonucunda, AZFc bdlgesinin tamami ve proksimal AZFc/d
bolgesinin  kismi yoklugu tanimlanmistir. 2005 yilinda yapilan spermiyogramlar
sonucunda “35-40 sahada bir 1 yerinde hareketli motil sperm” seklinde olan
spermiyogram sonucuna gore ¢ift Mayis 2006 yilinda IVF protokoliine alinmistir. Esinden
yumurta toplama isleminin gergeklestigi giin erkegin verdigi ejakulatta sperme
rastlanmamasi nedeniyle TESE islemine alinmistir. Daha 6nceden ejakulatta ¢cok nadir de
olsa sperm oldugu icin TESE dokusundan rahatlikla sperm bulacagimizi diisiindiik. Sag
ve sol testisten 8 parga testis dokusu alinmasina ragmen sperm bulunamadi ve ICSI islemi
gerceklestirilemedi. Esler, bu asamaya gelene kadar maddi ve manevi ¢ok biiyiik ¢abalar
sarf etmislerdi fakat sonunda biiyiik bir hayal kiriklig1 yasandi. Yapilan caligmalarda
komple AZFc bolge delesyonu tasiyan oligospermik erkeklerde sperm sayisinin giderek
azaldig1 ve ileriki yillarda azospermik oldugu bildirilmistir**. Sperm sayis1 <5 milyon /ml
olan oligospermik olgularda Y kromozom mikrodelesyonunun incelenmesi ve eger AZFc
delesyonu pozitif ise mevcut spermin dondurulmasi isleminin gerceklestirilmesi bu gibi
durumlarin yasanmamasi i¢in 6nem arz etmektedir.Bu sekilde, ilerleyen yillarda ¢ocuk
sahibi olabilme sanslar1 tamamen ortadan kalkmayacaktir.

Aymi bolgelerin delesyonu bir olguda azospermiye neden olurken diger olguda
siddetli oligospermiye neden olmustur. Bu durum, siddetli oligospermik olguda
spermatogenezi kompanse eden baska faktorlerin devreye girdigini ancak yas ilerledikce
bunun kayboldugunu akla getirmektedir. AZFc bolgesinde birden fazla DAZ
kopyalarmin olmasi, ya da X kromozomu iizerinde bulunan DAZL homologunun
fertilite tizerinde farkli cevaplarin olusmasina yol agabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismamizda, buldugumuz Y kromozom delesyon orani ve delesyon bolgeleri
ile cevre lilkelerinde ¢alisilan delesyon oranlar arasinda benzerlik ve farkliliklarin olup
olmadigi birkag ¢alisma ile asagida 6zetlenmistir:

Iran’da yapilan bir calismada, 46 olgunun (43 azospermik+3 kriptoorsidizm)
5’inde (%3,9) delesyon saptanmustir. 5 olgunun tamami AZFc bolgesi delesyonlarini
tasirken AZFa delesyonu goriilmemistir’. Iran populasyonunda delesyon orani bizim
sonuclarimizdan diisiik olmasina ragmen delesyon bolgeleri yoniinden benzerlik

gostermektedir. Bizde de AZFa delesyonuna rastlanmamaistir.
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Hellani ve arkadaslarmin Suudi Arabistan’da yaptiklar1 ¢alismada delesyon
oranini %3,9 bulmuslardir'". Delesyon bolgeleri 6 olguda AZFc, 1 olguda AZFDb,

1 olguda AZFat+b olarak gruplandirlmstir'®.

Delesyon orani yoniinden bizim
sonucumuzdan daha diisiiktiir.

Kibris Rumlari’nda yapilan bir ¢calismada, 80 infertil olguda (32 azospermik +48
siddetli oligospermik) Y kromozom delesyon orani %5 olarak verilmis ve delesyon
bolgelerinin sadece AZFb ve AZFc’den olustugu belirtilmistir'® . Bizim calismamizda
da AZFa delesyonu bulunmamistir ve delesyon oranmi (%6,3) ve delesyon bolgeleri
(AZFb ve AZFc) yoniinden Kibris’lilarla benzerlik gostermektedir.

Slovenya’da yapilan iki ayr1 ¢alismada delesyon oranlari %2,8 ve %3,9 olarak
bulunmustur 13- Bizim caligmadaki Y kromozom delesyon oraninin altindadir.
Hirvatistan’da yapilan diger bir calismada rastgele secilen 105 infertil hastanin sadece
birinde Y kromozom delesyonu saptamislardir (%0,95)''>. Delesyon orani bizim
caligmamiza gore oldukca diigiiktiir.

Hindistanda yapilan ¢alismada %8,5 olarak tespit edilen Y koromozom delesyon
orani en fazla oranda AZFc, daha az olarak AZFb ve en az AZFa delesyonuna

rastlanmigtir '

. Delesyon orani ve bolgeleri yoniinden yoniinden calismamiz ile
benzerlik gostermektedir.

Tunus’ta yapilan diger bir ¢calismada delesyon oranini %8,8 bulurken diger bir
calismada %16 olarak bulunmustur 15,118

Diinya literatiirleri tarandiginda farkli delesyon oranlar1 karsimiza ¢ikmaktadir.
Son yillarda bu arastirmalarin derlenmesi ile genel ortalamanin yaklasik %8 oldugu
goriilmekte ve bizim ¢aligmamizdaki buldugumuz delesyon orani ile oOrtiismektedir.
Etnik varyasyonun arastirilmasinda, daha standardize edilmis bir yontemin (STS sayilar
ve bolgeleri ayni) ve standardize bir olgu grubunun (say1 ve infertilite etiyolojisi
yoniinden benzer) secilmesinin daha aydinlatici olabilecegi diisiiniilmektedir.

Tiirkiye’de ve komsu iilkelerdeki ¢aligmalara baktigimizda delesyon bolgelerinin
bat1 ve dogu arasinda farkli oldugunu gérmekteyiz. Bizim ¢aligmamizda da oldugu gibi
Tiirkiyenin Giineyi ve Giliney dogusunda AZFa delesyonuna rastlanmazken batida
(Izmir, Istanbul ve Afyon) AZFa delesyonlar1 goriilmekte ve Avrupa’daki ¢aligmalar ile

benzerlik gostermektedir. Batidan glineye dogru geldik¢e (Ankara, Antalya, Adana),
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AZFb ve AZFc delesyonlar1 goriilmekte ve bu yonii ile Orta Doguda’ki iilkeler ile
benzerlik gostermektedir.

Yapilan ¢aligmalar sonucunda, Y kromozomu mikrodelesyonlarinin de novo
olmasina karsin yardimei lireme teknikleri ile babadan ogula gegebildigi belirlenmistir.
Nonobstruktif azospermik ve siddetli oligospermik olgularda yardimci {ireme tekniklerine
basvurmadan 6nce Y kromozom delesyon analizi yaptirmalar1 6nerilmektedir. ICSI islemi
ile cocuk sahibi olmak isteyen Y kromozomu delesyonu tasiyan ¢iftlere preimplantasyon
genetik tan1 yapilarak ailenin aydinlatilmasi 6nem kazanmaktadir.

Tekrarlayan IVF basarisizliginda Y kromozomu delesyon tayininin yol gdsterici
olacag1 agiktir. Delesyon tasiyan olgularda fertilizasyon ve gebelik oranlarmin diisiik
oldugu bildirilmistir. Ayrica fertil bireylerde nedeni agiklanamayan tekrarlayan gebelik
kayiplarinda Y kromozomu delesyonunun rol alabilecegi diistintilmelidir.

Azospermik erkeklerde Y mikrodelesyon analizi TESE sonucu sperm
bulunabilmesi olasiligin1 belirlemede 6nemlidir. Bugiine kadar yapilan c¢aligmalarda
genotip/fenotip oOzellikleri arasinda ¢ok kesin kriterler olmasa da Y kromozomu
delesyon tarama calismalarina bakildiginda fenotipik o6zellikler konusunda oldukca
anlamli sonuclar elde edilmistir. AZFa ve AZFb delesyonlarinin SCOS ile uyumlu
oldugu ve komple AZFa ve AZFb delesyonu tasiyan olgularin testis dokularindan sperm
elde edilemeyecegi belirtilmistir. Kismi AZFb delesyonu tasiyan olgularda nadiren
sperm bulunabilecegi, AZFc delesyonu tasiyan olgularda ise sperm bulma oraninin daha
fazla oldugu sonucuna varilmistir. Uremeye yardimer tedavi merkezlerinde azospermik

ciftlere ICSI iglemi i¢in hazirlik birkag¢ degisik sekilde yapilmaktadir. Bunlar;

a) Azospermik olan erkege taniya yonelik TESE islemi uygulanir ve doku patolojik
incelemeye alinarak spermatojenik hiicre var mu bakilir. Varsa matiirasyon
evrelerinin hangi asamasinda oldugu tespit edilir. SCOS ise hasta hi¢ ICSI
tedavisine baglamaz. Her yapilan TESE iglemi ile bir miktar doku kaybi oldugu ve
testislerde fibrotik dokunun olugmasi nedeniyle giiniimiizde bu islemin iirolog ve
kadin dogum arasinda bir koordinasyonla IVF protokolii ile birlikte yiirtitiilmesi
daha anlamli goriilmektedir. TESE sonucu sperm ¢ikarsa ICSI yapilmasi, ¢ikmaz ise

dokunun patolojiye gonderilmesi uygun goriilmektedir.
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b) Azospermik erkege, esi tedavi protokoliine alinmadan 6nce TESE yapilarak sperm
cikip ¢ikmadigina bakilir ve sperm ¢ikarsa doku daha sonra kullanilmak {izere

dondurulur.

¢) Azospermik erkek ve esi IVF protokoliine alinir. Oosit aspirasyonu giinii erkege de
TESE islemi uygulanir. Sperm ¢ikarsa ICSI yapilir, ¢ikmaz ise isleme son verilir. Islem
giinii sperm ¢ikmama ihtimali konusunda esler daha 6nceden bilgilendirilir. Fakat boyle
bir olumsuzluk yasamalarn ciftlerin hem maddi hem manevi yikimina neden olmaktadir.
Hastalara uygulanan ve oldukca pahali olan birden fazla oosit elde etmeye yoOnelik bu
protokol hasta ve doktor agisindan her yoniiyle olduk¢a zahmetli bir siiregtir. Tamami
ithal olan bu ilaclarin ve malzemelerin kullanimi ile de iilke ekonomisine fazladan bir
kiilfet olmaktadir.

Nonobstruktif azospermik erkeklerde tiim bu islemlerden 6nce farkli tanisal
testlerle TESE’de sperm ¢ikip ¢ikmayacagi konusunda daha kesin veriler elde edilebilirse,
maddi ve manevi kayiplarin en aza indirilecegi diisiiniilmekte ve calismalar bu yonde
yogunlagmaktadir. Diger olasiliklar da g6z Onilinde bulundurularak iyi segilmig
azospermik-oligospermik olgu gruplarinda Y kromozomu mikrodelesyonlarinin tayini
onem kazanmaktadir. Daha 6nce de belirtildigi gibi AZFa, AZFb ve AZFc bolgelerindeki
genlerin  delesyonu sonucunda histopatolojilerinde farkli  fenotipik  6zellikler
goriilmektedir. Delesyon bolgelerine gore TESE’de beklenen tablo ile ilgili bilgi daha
onceden hasta ile paylasilarak ona gore yardimci lireme tekniklerinde tedavi siirecinin
devamina ya da kesilmesine karar verilebilmesi her yonii ile hastanin ve iilkenin yararina
olacaktir.

Son yapilan ¢alismalarda, testikiiler kanser ile Y kromozom mikrodelesyonlari
arasinda bir iliski olabilecegi ileri siiriilmektedir. Y kromozomu tasiyan olgularda
testikiiler kanser olma ihtimalinin daha fazla oldugu belirtilmektedir. Y kromozomu
delesyon tayininin testikiiler kanserlerde erken tani icin de Onemli olabilecegi
diistiniilmektedir.

Bugiine kadar Y kromozomu mikrodelesyonlariin arastirmasina yonelik yapilan
caligmalara bakildiginda, erkek infertilitesinde rol alan genetik faktorler konusunda
cevaplanmasi gereken bir¢ok konunun oldugu dikkat ¢ekmektedir. Y kromozomu
iizerinde bulunan genlerinin tamaminin  fonksiyonlarmma agiklik getirilebilirse

spermatogenezde rol oynayan genetik siire¢ daha net ortaya konulabilecektir. Erkek
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infertilitesinde rol alan genetik faktorlerin X kromozomu ile anneden kalitim ile de
etkilenebilecegi, aciklik getirilmesi gereken diger bir ilging konudur.

Caligmamiz planlanirken hem kandan elde edilen 16kosit DNA’larinda hem de
aynit kisinin sperminden, azospermik ise testis dokusundan elde edilen DNA’larda Y
kromozom mikrodelesyonlarmin incelenmesi amacglanmisti. Fakat etik kurulun sadece
kanda ¢alismaya izin vermesi nedeniyle ¢alisma bu yonde planlanmistir. Ayni kisinin hem
kanindan hem de testis dokusundan ya da sperminden caligilabilmesi ile Y kromozom
delesyonlariin de novo mu yoksa genetik gecisle mi daha fazla oldugu sorusuna aciklik
getirilecegini disiinmekteyiz. Bundan sonra bu yonde yapilabilecek bir ¢aligma ile

bulgularin daha ileri diizeyde yorumlanabilmesine olanak saglayacagina inanmaktayiz.

5.2. Olgularin Hormonal Yonden Degerlendirilmesi

FSH ve LH gonadlar1 uyaran glikoprotein yapidaki hormonlardir. FSH, kadinda
follikiiler biiylimeyi erkekte ise spermatojenik epiteli uyarir. LH kadinda ovulasyon i¢in
gerekliyken erkekte testikiiler Leydig hiicrelerinden androjen salgilanmasii uyarir.
Hipofiz bezinden salgilanan FSH, testisteki sertoli hiicrelerini uyararak Oncii
spermatojenik hiicrelerden sperm olusumunu saglar. LH ise testislerdeki Leydig
hiicrelerinden testosteron salgilanmasini uyararak sperm iiretim dongiisiiniin devamliligini
saglar 161922,

Calismada, kontrol grupta, azospermik grupta ve siddetli oligospermik plazma

FSH diizeyleri incelenmis ve kontrol grubunda 3,54+1,51mIU/ml, azospermik grupta
14,92+13,72 mlIU/ml, siddetli oligospermik grupta 7,78+8,75 mlU/ml saptanmustir.
Azospermik grupta plazma FSH diizeyi kontrol grubuna gore anlaml diizeyde yiiksektir
(p:0.000). Bu da bize, testislerdeki Sertoli hiicrelerinde FSH’a yeterli cevabin
olusmadigimi gostermektedir. Baz1 azospermik olgular testis muayenelerinde testis
voliimiiniin ¢ok az oldugu, histopatolojik incelemelerinde ise FSH ve LH’a yanit
verebilecek saglikli testikiiler dokuya rastlanamadigi, seminifer tiibiillerden yoksun
fibrotik yapimin hakim oldugu gézlenmektedir.

Calismada kontrol, azospermik ve siddetli oligospermik gruplarin plazma LH
diizeyleri incelenmis ve kontrol grupta 6,58+2,30 mlIU/ml, azospermik grupta
17,15+11,06 mIU/ml, siddetli oligospermik grupta 6,67+4,45 mlIU/ml saptanmistir.

Gruplar karsilagtirildiginda azospermik grupta, kontrol grubuna goére LH diizeyinin
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oldukga yiiksek oldugu saptanmigtir (p: 0.000). Azospermik grup ile oligospermik grup
kargilastirildiginda ise azospermik grupta LH diizeyi anlamhi diizeyde yliksektir.
Azospermik grupta, testislerdeki Leydig hiicrelerinde LH’a karsi cevap olugmadigi icin
geri bildirim ilmegi devre dis1 kalmakta ve plazma LH diizeyi ylikselmektedir.

Gonadotropin hormonlar1 ile salinimi kontrol edilen testosteron, testisler tarafindan
iiretilen ana hormon olup normal gelisim, erkek cinsiyet organlari ve cinsiyet
karakterlerinin gelisimi i¢in olduk¢a Onemlidir. Yetiskin erkeklerin yasami boyunca
sperm iiretimi, erektil potansiyel, prostat bezinin fonksiyonu ve diger reprodiiktif yapilar
icin esansiyeldir. Erkeklerde kan testosteron diizeyinin %95’i testislerdeki Leydig
hiicreleri tarafindan sentezlenir. Daha diisiikk diizeylerde adrenal kortekste testosteron
sentezi ger¢eklesmektedir 16,18

Calismada kontrol, azospermik ve siddetli oligospermik gruplarm plazma
testosteron diizeyleri incelenmis ve kontrol grupta 3,51+0,98 ng/ml, azospermik grupta
2,72+2.92 ng/ml, siddetli oligospermik grupta 3,06+0,94 ng/ml saptanmistir. Her ii¢ grup
birbiri ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir.

Bu olgularda lokal olarak testosteron diizeyine (seminal sivida) bakilabilseydi
plazma testosteron diizeyinden farkli sonug¢ elde edilebilecegi diisiiniilmektedir. Testis
dokusunun harabiyetine bagli olarak sertoli ve Leydig hiicrelerinin verdigi cevap farkl
olacaktir. Leventerler H, tez calismasinda normal sperm sayisina sahip grup ile
konsantrasyon ve morfolojisi diisiik, motilite normal (B grubu), konsantrasyon ve motilite
normal, morfoloji diisiik (C grubu), sadece motilite diisitk (D grubu) ve azospermik (E
grubu) gruplar1 seminal sivi testosteron diizeyleri yoniinden karsilagtirmig ve B ve E
gruplarinda kontrol grubuna gore anlamh diizeyde diisiik, C ve D gruplarinda ise anlamli
diizeyde yiiksek bulunmustur.

On hipofiz bezinden salgilanan prolaktin primer olarak laktasyonda goérev
almasmin yaninda hiicre proliferasyonuna, seksiiel yasam ve fertilite {izerine de etkilidir.
Artan diizeydeki prolaktinin en Onemli etkisi normal diizeydeki seks hormonlarini
(kadinda estrojen, erkekte testosteron) baskilamasidir. Bilindigi gibi yiiksek plazma
prolaktin diizeyi erkeklerde testosteron sentezini baskilayarak sperm olusum
mekanizmasminin bozulmasina neden olur *'.

Calismada kontrol, azospermik ve siddetli oligospermik gruplarm plazma

prolaktin diizeyleri incelenmis ve kontrol grupta 7,49+2,21 ng/ml, azospermik grupta
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12,54+5,54 ng/ml, siddetli oligospermik grupta 12,82+11,68 ng/ml saptanmustir. Her {i¢
grup birbiri ile karsilagtirildiginda azospermik grupta kontrol grubuna gore plazma
prolaktin diizeyi yliksek ve istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p: 0.000). Kontrol ile
oligospermik, azospermik ile siddetli oligospermik gruplar arasinda anlamli fark
goriilmemistir. Siddetli oligospermik grupta yer alan olgularin prolaktin diizeyi genis
varyasyon gosterdiginde SD aralif1 ¢ok biiyiik olarak saptanmistir. Bu nedenle kontrol
grubu ile arasinda istatistiksel anlamlilik bulunamamustir.

Adiposit kaynakli bir hormon/sitokin olan leptin ilk olarak enerji dengesindeki
Oonemi ile giindeme gelmistir. Leptinin etki gosterdigi alanlar arasinda obezite,
hematopoez, anjiyogenez, biliyiime ve gelisme, kemik gelisimi ve iireme sayilabilir.
Birgok tiirde yapilan calismalarda leptinin, hipotalamus-hipofiz-gonadal aksisi etkiledigi
belirtilmistir. Leptin 6n hipofiz bezi lizerine direk etkilidir. LH hormonunu ve daha fazla
oranda FSH’m salinimni uyarir >°.

Calismada kontrol, azospermik ve siddetli oligospermik gruplarin plazma leptin
diizeyleri incelenmis ve kontrol grupta 5,23+2,66 ng/ml, azospermik grupta 6,34+5,21
ng/ml, siddetli oligospermik grupta 4,754+3,09 ng/ml saptanmistir. Her {i¢ grup birbiri ile
karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir.

Hormon degerleri tek tek olgu diizeyinde incelendiginde bize kisinin endokrin
yoni ile ilgili 6nemli ipuglar1 vermektedir. Calismaya alinan olgular sadece azospermik
ve oligospermik olmalarina gore simiflandirilarak hormon diizeylerine bakilmis ve bu
nedenle hormonal degerlerde genis varyasyonlar gozlenmistir. infertilite nedenlerine gére
siiflandirilan daha kesin olgularda (idiyopatik ya da nonidiyopatik infertilite, obstruktif
ya da nonobstruktif azospermi, varikosel, hipoganadotropik hipogonadizm vs) ise
hormonal degerlerin daha dar sinirlarda olacag: diistiniilmektedir.

Yapilan ¢alismada, kontrol grubunun FSH, LH, testosteron, prolaktin ve leptin i¢in
ortalama degerleri hesaplanmis ve #2 SD standart alinarak yontemin calisilan 6rnekler
icin referans araligi belirlenmistir. FSH i¢in X £2SD: 1,52-5,56 mIU/ml, LH i¢in 2,0-
11,20 mIU/ml, testosteron i¢in 1,55-5,47 ng/ml, prolaktin i¢in 3,07-11,91ng/ml, leptin i¢in
0,09-10,55_ng/ml’dir.
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Bu degerler esas alindiginda azospermik grupta (n:38) ;
- 26 olguda FSH diizeyi yiiksek, 1 olguda diisiik,
- 26 olguda LH diizeyi yiiksek, 1 olguda diisiik,
- 5 olguda testosteron diizeyi diisiik, 1 olguda yiiksek,
- 18 olguda prolaktin diizeyi yiiksek,
- 4 olguda leptin diizeyi yiiksek bulunmustur.

Siddetli oligospermik grupta;

- 8 olguda FSH diizeyi yiiksek, 1 olguda diisiik,
- 4 olguda LH diizeyi ytiksek,

- Testosteron diizeyleri normal sinirlar i¢inde,
-7 olguda prolaktin diizeyi yiiksek,

-1 olguda leptin diizeyi yiiksek bulunmustur.

Plazma FSH ve LH diizeylerinin yiiksek olmasi testislerdeki sertoli ve Leydig
hiicrelerinde FSH ve LH’a kars1 bir cevapsizligin séz konusu oldugunu gostermektedir.
Yeterli cevap olusmamakta (sperm iiretimi ve testosteron sentezi) ve uyarty1 hipofize
ileten geri bildirim mekanizmasi devre dig1 kalmaktadir. 24 nolu olguda ise FSH ve LH
diizeyi ¢ok diisiik (0,1 mIU/ml) bulunmasina ragmen testosteron diizeyi oldukg¢a yiiksek
bulunmustur (19,7 ng/ml). Bu olguda yiiksek testosteron nedeniyle FSH ve LH

baskilanmustir.

5.2.1. Y Kromozomu Delesyonu Gériilen Olgularin Degerlendirilmesi

Delesyon goriilen olgularda, olgu bazinda hormonal degerlendirme yapildiginda 4
hastanin da FSH diizeyi c¢aligmanin referans iist sinirindan yiiksek bulunmustur. Bir
olguda (MO) normalden yiiksek LH diizeyi (12,7 mIU/ml) saptanmistir. Bir olguda (1Y)
ise referans araligindan ¢ok yiiksek prolaktin diizeyi (26,8 ng/ml) tespit edilmistir. Yiiksek
FSH ve LH diizeyi testikiiler harabiyetin, spermatojenik arrestin ve sonugta hormonal
cevabin bozuldugunun isareti olarak degerlendirilmistir. Yiiksek prolaktin diizeyi ise
sperm olusumunu ve seksliel fonksiyonu olumsuz etkilemektedir. Delesyon goriilen iki

olguda ise serum leptin diizeyi yiiksek, bir olguda diisiik bulunmustur.
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Her bir bireyin hormonal degerleri kendi i¢inde bagimsiz olarak
degerlendirildiginde ¢ok daha anlamli sonuglar verdigi ve kisinin hormonal cevabinin

daha iyi okunabildigi goriillmektedir.

5.2.2. Hormonal Degerlendirme i¢in Yapilan Calismalar

Foresto ve arkadaslar1 (1997), calismaya dahil ettkileri azospermik grupta testis
volumleri diigsiik, LH ve testosteron diizeyleri normal, FSH degerlerinin yiiksek ve
histopatolojik bulgularinin SCOS oldugunu gérmiislerdir .

Kremer ve arkadaslar1 (1997, Hollanda) tarafindan, 34 normospermik, 19
azospermik ve 111 oligospermik toplam 164 olguda Y kromozom delesyonu %6,3 olarak
bulunmustur. FSH, LH, testosteron diizeylerine bakilmis ve delesyon (+) olan olgularda
delesyon (-) olanlara gore daha diisiik FSH diizeyi, oligospermik ve azospermik olgularda
normospermik olgulara gore daha yiiksek FSH diizeyi goriilmiistiir. LH ve testosteron
konsantrasyonlarinda her ti¢ grupta da fark gériilmemistir *.

Girardi ve arkadaslar1 (1997, Amerika), 160 olguyu sperm parametrelerine gore
siniflayarak Y kromozom delesyonu ve hormonal yonden degerlendirmislerdir. Gruplar
arasinda hormonal bakimdan fark goriilmemistir *.

Foresta ve arkadaslar1 (1998, Fransa), idiopatik SCOS olan 18 olgunun 8’inde Y
kromozom delesyonu saptaniglar ve bu olgularda kontrol gruba gore yiikselmis FSH,
normal LH ve testosteron diizeyi tespit etmislerdir. Idiopatik azospermik olgularda
yiikselmis FSH ve normal testosteron diizeyi seklinde tanimlanan SCOS ile uyumlu
bulunmustur *.

Ferlin ve arkadaslar1 (1999, italya) tarafindan, SCOS ve ciddi hipospermatogenezi
olan hastalarda plazma FSH diizeyi normal gruba gore diigsik bulunurken LH ve
testosteron diizeylerinde fark goriilmemistir o

Martinez ve arkadaslar1 (2000, Ispanya), 128 infertil erkekte (57 non-obstruktif
azospermik+71 siddetli oligospermik) olguda Y kromozom delesyonu ile birlikte FSH ve
LH diizeylerini de incelemisler; gruplar arasinda ve Y kromozom delesyonu tasiyan ile
tasimayan olgular arasinda anlaml fark gérememislerdir *°.

Maurer ve arkadaslarinin ¢aligmalarinda (2001, Almanya), 1470 olgunun 19°nda
Y kromozom delesyonu (%1,3) ve FSH, LH ve testosteron diizeyleri bakilmistir.
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Azospermik ve siddetli oligospermik vakalarin olusturdugu 139 olguda yapilan
calismada FSH diizeyleri yiiksek bulunmustur '**

Samli ve arkadaglar1 (2002, Tiirkiye), 28 azospermik olgunun 5’nde (%18), 32
siddetli oligospermik olgunun 7’sinde (%21) Y kromozom delesyonlar1 saptamislar ve
gruplarin serum FSH, LH ve testosteron diizeyleri karsilastirildiginda iki grup arasinda
fark goriilmemistir '*°.

Sargin ve arkadaslar1 (2003, Tiirkiye), toplam 61 olguda (48 azospermik + 13
oligospermik) Y kromozom delesyon oranini aragtirmiglar ve %3,3 olarak bulmuslardir.
Gruplarin serum FSH, LH ve testosteron diizeyleri karsilastirildiginda iki grup arasinda
fark goriilmemistir Bl

Chiang ve arkadaglar1 (2003, Cin), 218 azospermik, 116 oligospermik olmak
tizere toplam 334 infertil hastada Y kromozom delesyon oranini %9 olarak bulmugslardir.
Bu gruplarda FSH, LH, testosteron ve prolaktin diizeylerine bakilmis ve FSH > 15
mlU/ml ve LH’1 >12 mlIU/ml olan olgularda primer testikiiler yetmezligin oldugu
belirtilmistir. Delesyon gériilen olgularda FSH diizeyi yiiksek bulunmustur '*. Bu yonii
ile bizim ¢aligmamizla benzerlik gostermektedir o1,

Ning-Hong ve arkadaglar1 (2005, Cin), Y kromozomu delesyonu goériilen 21
olguda serum testosteron diizeyini normal bulurken, 12 olguda yiiksek FSH diizeyi tespit
etmislerdir. Buna ragmen toplam gruplar karsilastirildiginda delesyon olan ve olmayan
gruplar arasinda FSH diizeyinde anlaml fark gdzlenmemistir '*.

Bozdogan ve arkadaslar1 (2006, Tiirkiye) tarafindan, 14 fertil, 18 infertil varikoseli
olan grupta Y kromozomu ve FSH, LH, prolaktin, testosteron diizeylerine bakilmis ve
gruplar arasinda fark goriilmemistir *.

Fernando ve arkadaslar1 (2006, Srilanka) 96 infertil erkekte (18 ciddi
oligospermik+76 azospermik) 7 olguda Y kromozomu delesyonu (%?7,3)
tamimlamislardir. Delesyon olan olgularin tamaminin testosteron diizeyleri normal
sinirlarda iken 5 olguda FSH diizeyi yiiksek bulunmustur. Bir olguda serum FSH ve LH
diizeyi yiiksek, digerlerinde LH diizeyi normaldir ''®.

Vutyavanich ve arkadaglar1 (2007, Tayland) tarafindan, 50 azospermik, 80
oligospermik olguda Y kromozom mikrodelesyonu %3,8 olarak bulunmustur. Olgularin
serum FSH, LH, testosteron ve prolaktin diizeylerine bakilmis ve azospermik grupta

oligospermik gruba gore yiikksek FSH ve LH diizeyleri goriiliirken, prolaktin ve
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testosteron degerlerinde fark goriilmemistir. Delesyon goriilen ve goriilmeyen gruplar
arasinda FSH, LH, testosteron ve prolaktin diizeylerinde anlamli faklilik saptanmamigtir
134

Olgularin hormonal analizlerine bakildiginda degerlerin kisinin tiim hormon
degerleri bir arada degerlendirilmesi ile daha anlamli oldugu goriilmiistiir. infertilite
nedenlerine gore cok kesin kriterlere dahil edilmeden rastgele secilen gruplar
olmasindan dolayr hormon diizeyleri genis dagilim gostermektedir. Anlamli olarak
yiiksek bulunan plazma FSH ve LH diizeyinin SCOS ve matiirasyon arresti olan

olgularin sonuglari ile uyumlu oldugu goriilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Yapilan calismalar sonucunda Y kromozomu mikrodelesyonlarmin biiyiik
cogunlugunun de novo olusmasina karsin yardimci iireme teknikleri ile babadan
ogula gegebildigi belirtilmistir. Nonobstruktif azospermik ve siddetli oligospermik
olgularda yardimci iireme tekniklerine basvurmadan 6nce Y kromozom delesyon
analizi yaptirmalar1 Onerilir. ICSI islemi ile ¢ocuk sahibi olmak isteyen delesyon
tasiyan c¢iftlere preimplantasyon genetik tam1 yapilmasi konusunda ailenin

aydinlatilmas1 6nem kazanmaktadir.

2. Y kromozomu delesyonu tasiyan oligospermik erkeklerde sperm sayisinin giderek
azaldig1 ve ileriki yillarda azospermik olabildigi saptanmistir. Bu olgularda ilerleyen
yillarda ICSI islemi i¢in 6nceden sperm dondurulmasi, sadece testis dokusunda

sperm varsa doku dondurulmasi uygundur.

3. Tekrarlayan IVF basarisizliginda Y kromozomu delesyon tayininin yol gdsterici

olacag diisliniilmektedir.

4. Fertil bireylerde nedeni acgiklanamayan tekrarlayan gebelik kayiplarinda Y

kromozomu delesyonunun rol alabilecegi goz oniine alinmalidir.

5. Azospermik erkeklerde Y mikrodelesyon analizi, TESE sonucu sperm bulunabilmesi
olasiligini belirlemede oOnemlidir. Komple AZFa ve AZFb delesyonu tasiyan
olgularin testis dokularinda sperm elde edilemeyecegi belirtilmistir. Kismi AZFb
delesyonu tastyan olgularda nadiren sperm bulunabilecegi, AZFc delesyonu tasiyan
olgularda ise sperm bulma olasiligi diisliniilerek ¢iftlerin IVF planlamasi
yapilmalidir.

Nonobstruktif azospermik erkeklerde IVF’e alinmadan 6nce farkli tanisal
testlerle TESE’de sperm ¢ikip c¢ikmayacagi konusunda daha kesin veriler elde
edilebilirse, maddi ve manevi kayiplarin en aza indirilecegi diisiiniilmekte ve
caligmalar bu yo6nde yogunlagmaktadir. Delesyon bdlgelerine gore TESE’de

beklenen tablo ile ilgili bilgi daha 6nceden hasta ile paylasilarak ona gore yardimci
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7.

ireme tekniklerinde tedavi stirecinin devamina ya da kesilmesine karar verilebilmesi

her yonii ile hastanin ve iilkenin yararina olacaktir.

Son yapilan caligmalarda, testikiiler kanser ile Y kromozom mikrodelesyonlari
arasinda bir iliski olabilecegi ileri siiriilmektedir. Delesyon tasiyan olgularda
testikiiler kanser olma ihtimalinin daha fazla oldugu belirtilmektedir. Y kromozomu
delesyon tayininin, testikiiler kanserlerde erken tanmi i¢in Onemli olabilecegi

diistiniilmektedir.

Bugiine kadar Y kromozomu mikrodelesyonlarinin arastirmasina yonelik yapilan
caligmalara bakildiginda, erkek infertilitesinde rol alan genetik faktorler konusunda
cevaplanmasi gereken bir¢ok konunun oldugu goriilmektedir. Y kromozomu
iizerinde bulunan genlerinin tamaminin fonksiyonlarina aciklik getirilebilirse
spermatogenezde rol oynayan genetik siire¢ daha net ortaya konulabilecektir. Erkek
infertilitesinde rol alan genetik faktorlerin X kromozomu ile anneden kalitim ile de

etkilenebilecegi, aciklik getirilmesi gereken diger bir ilging konudur.
Y kromozom delesyonlar1 ayni olgunun hem kan l6kositlerinde hem de sperminde

calisilabilirse etiyolojiye yonelik daha aydinlatici bilgilere ulasilacagini

diisiinmekteyiz.
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