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1. OZET

2007-2020 Tarihleri Arasinda Infertilite Taramas: Yapilan Erkek Hastalarin

Kromozom Analiz Sonug¢larinin Degerlendirilmesi

Ogrencinin Ad1 ve Soyadi: Ibrahim YALINKILIC
Damismani: Prof. Dr. Mahmut BALKAN
Anabilim Dali: Tibbi Biyoloji Anabilim Dali

1.1. TURKCE OZET

Amac¢: Bu calismada Tibbi Biyoloji boliimiine erkek infertilitesi tanisiyla
yonlendirilen hastalarda, sitogenetik ve molekiiler incelemeler yapilarak elde edilen
karyotip ve molekiiler verilerin analiz sonuglarinin degerlendirilmesi amaglanmastir.
Gerec ve Yontem: Ocak 2007 ile Aralik 2019 yillan arasinda erkek infertilitesi tanisi
ile gelen hastalarin karyotip analizi ve Y kromozomu mikrodelesyonu analizi yapildi.
Bu hastalarin {izerinde yapilan genetik analizler sonucunda Y kromozomu
mikrodelesyonu, Klinefelter sendromu ve farkli kromozomal anomaliler arastirildi.
Ayrica hastalarin yas ve infertilite siireleri kaydedildi.

Bulgular: Caligma kapsaminda 309 hasta degerlendirildi. Bu hastalarin 235’inde
azospermi, 21’inde oligospermi, 13’iinde oligoastenospermi tespit edildi. Hastalarin
89’unda birinci derece akraba evliligi hikayesi oldugu saptandi. Olgularin 46’sinda
47,XXY (KS), iki olguda 46,XX (erkek sendromu), bir olguda ise 45,X (aspermi)
genotipleri tespit edildi. Ayrica, 31 farkli kromozomal bozukluk belirlendi. Akraba
evliligi ile anormal karyotip arasinda Ki-kare testi ile anlamli farklilik saptanmadi
(p=0.845). Seks kromozomu anomalisi olan bireylerin tamami azospermik iken, farkl
karyotip anomalilerinde oligospermik ve oligoastenospermik olgular goriildii. 16
olguda Y mikrodelesyonu mevcut iken bu olgularin 15’inde azospermi, bir olguda ise
oligoastenospermi saptandi.

Sonug¢: Olgu sayis1 yiiksek tutulan calismamizin Tiirkiye’deki infertil bireylerin
kromozomal ve mikrodelesyon anomalilerinin ortaya ¢ikarilmasinda faydali olacagi
kanaatindeyiz. Ayrica erkek infertilitesi i¢in kullanigh bir kaynak olabilecegini

disiinmekteyiz. Elde edilen diisik oranlar; genetik analiz yapilan hasta



popiilasyonuna, taramada kullanilan gen bolgelerine ve farkli bolgelerde farkli
demografik 6zellikler olmasina bagl olabilir.
Anahtar Sozciikler: Azospermi, genetik analiz, infertilite, karyotip, Klinefelter

sendromu, Y kromozomu mikrodelesyonu.



Evaluation of Chromosome Analysis Results of Male Patients Who Had
Infertility Screening Between 2007-2020

Students’s Surname and Name: YALINKILIC, Ibrahim
Supervisor of Dissertation: Prof. Dr. Mahmut BALKAN
Department: Medical Biology

1.2. ABSTRACT

Aim: In this study, it was aimed to evaluate the analysis results of karyotype and
molecular data obtained by cytogenetic and molecular analyzes in patients who applied
to the Department of Medical Biology with the diagnosis of male infertility.
Materials and Methods: Karyotype analysis and Y chromosome microdeletion
analysis were performed in patients who applied with the diagnosis of male infertility
between January 2007 and December 2019. Among these patients, Klinefelter
syndrome (KS), Y chromosome microdeletion and other chromosomal anomalies were
investigated as a result of genetic analysis. In addition, the age and duration of
infertility of the patients were recorded.

Results: Within the scope of the study, 309 patients were evaluated. Azoospermia was
detected in 235 of these patients, oligospermia in 21, and oligoasthenospermia in 13
patients. It was determined that 89 of the patients had a history of first degree
consanguineous marriage. 47,XXY genotype (KS) was detected in 46 of the cases,
46,XX (male syndrome) in two cases, 45,X (aspermia) in one case. In addition, 31
different chromosomal disorders were detected. There was no significant difference
between consanguineous marriage and abnormal karyotype in Chi-square test
(p=0.845). While all individuals with sex chromosome anomaly were azoospermic,
oligospermic and oligoasthenospermic cases were seen in different karyotype
anomalies. Y microdeletion was detected in 16 cases, and 15 of these cases had
azoospermia and one case had oligoasthenospermia.

Conclusion: We believe that our study, which has a high number of cases, will be
beneficial in revealing the chromosomal and microdeletion anomalies of infertile
individuals in Turkey. We also think that it can be a useful resource for male infertility.
The low rate may be due to the population of patients undergoing genetic analysis, the
difference in gene regions used in screening, and different demographics in different

regions.



Keywords: Azoospermia, genetic analysis, infertility, karyotype, Klinefelter

syndrome, Y chromosome microdeletion.



2. GIRIS ve AMAC

Infertilite, belli periyotlarda korunmasiz olarak yapilan cinsel iliskiye karsin 1
(bir) yilin sonunda gebelik olusmamasidir (1). Infertilite, bireyleri ve evli ¢iftleri
sosyal, psikolojik ve ekonomik olarak ilgilendiren bir halk saglig1 problemidir. Evli
ciftler arasinda infertilite yaklasik %15 oraninda karsimiza cikar. Infertilite sorunu
olmayan ¢iftler lizerinde yapilan arastirmalarda ilk 6 aylik donemde korunmasiz cinsel
iliskilerin %60-75’inde, ilk 1 yillik dénemde ise %90’inda gebeligin olusabildigi
goriilmistlir (2). Bundan dolay1 gebelik olusmama sebebini degerlendirebilmek ve
infertilite tanisim1 koyabilmek i¢in 1 (bir) yil siiresince korunmasiz cinsel iliski
periyodunun beklenmesi gerektigi otoriteler tarafindan kabul edilmistir.

Ejakiilatta spermin olmamasi azospermi olarak tanimlanir. Azospermi infertil
erkek bireylerin %10-15’inde, tiim erkek bireylerin ise %]1’inde goriiliir (3).
Testislerdeki gelisimini tamamlamis sperm sayisinin ¢ok az olmasi veya iiretimin
olmamasi sonucu ejakiilat igcerisinde sperm yoklugu Non-obstriiktif azospermi (NOA)
olarak tanimlanmaktadir. Non-obstriiktif azosperminin genetik faktorlerden
kaynaklanma olasilig1 oldukca fazladir. infertilite sorunu nedeniyle doktora giden ve
azospermili erkekler haricinde oligospermili (semende sperm sayist <5x10%/mL)
olgularda da karyotip analizi yapilmas1 gereklidir. Yapilan ¢alismalarda kromozomal
anomaliler normal popiilasyonda %0,5 oraninda goriiliirken infertil erkek bireylerdeki
oran %>5,8 e kadar ¢ikmaktadir (4). Infertil erkek bireylerdeki genetik incelemeler; Y
kromozom mikrodelesyonu, seks kromozomu anomalileri (Klinefelter sendromu —KS,
46,XX erkek sendromu, gonadlarda disgenezi, 46, XYY sendromu, Y kromozomu
yapisal anomalileri, seks kromozomlar1 arasindaki resiprokal translokasyonlar),
otozomal kromozom anomalileri (resiprokal translokasyon, robertsonian
translokasyon, kromozomal segmental inversiyon, kromozomlardaki diger otozomal
anomaliler) ve lireme hiicrelerinde olan genetik anomaliler i¢in yapilan genetik testleri
icermektedir. Erkek infertil olgular arasinda en ¢ok Klinefelter sendromu ve Y
kromozomunda mikrodelesyon goriilmektedir.

Bu calismamizda infertilite sebebiyle gelen hastalar i¢in yapilan genetik analiz
sonuglarmin degerlendirilmesini amagladik. Caligmadaki ana amacimiz, Tibbi
Biyoloji boliimiine erkek infertilitesi tanisiyla yonlendirilen hastalarda, sitogenetik ve
molekiiler incelemeler yapilarak elde edilen karyotip ve molekiiler analiz sonuglarinin
degerlendirilmesidir. Olgu sayis1 miimkiin oldugunca fazla tutulan ¢alismamizin

Tirkiye’deki infertil bireylerin kromozomal ve mikrodelesyon anomalilerinin ortaya



cikarilmasinda faydali olacagi kanaatini tasimaktayiz. Ayrica erkek infertilitesi

patogenezinin anlasilmasi i¢in faydali bir kaynak olabilecegini de diistinmekteyiz.



3. GENEL BILGILER

Infertilite diinya niifusunun yaklasik %15’ini etkiler (5). Son 12 ay igerisinde
korunma olmaksizin cinsel birliktelik olsa da konsepsiyonun olmamasi durumuna
infertilite denir (6). Infertilite cogu azospermideki gibi kalic1 olabildigi gibi gecici
olabilmesi durumuna sterilite ve spontan konsepsiyon ihtimali azalmasi ancak
biitlinliyle ortadan kalkmamasi1 durumuna ise subfertilite denir (7). Gebe kalamama,
hastalarin ruh sagligi, mali durumu ve hatta evlilikleri {izerinde etkili olabilir. Primer
erkek infertilitesi erkek bireyin kadin bireyi gebe birakamamasi olarak bilinir.
Sekonder erkek infertilitesi, esi ayni ya da farkli olsa da erkegin daha evvel basarili bir
konsepsiyona sahip olmasina denir (8).

Fonksiyonel ve anatomik olarak, erkek ve kadin lireme sistemlerinin normal
calismasi fertilite ile iligkilidir. Bu etkenlerden herhangi birisinde, ¢iftlerin ikisinde
veya herhangi birisinde bozukluk goriilebilir. Bundan dolayr infertilite arastirmasi
bozukluk goriilen kisiye 6zgii degil, ¢ift igin ortak bir problemdir (9). Infertilite
sebebiyle arastirilan ¢iftlerin %60°inda genelde sadece bir sebep s6z konusu iken
%40’1nda birden fazla etiyolojik neden vardir. Son yillara kadar yapilan arastirmalarda
goriildiigli lizere infertilite vakalarinin %20’si sadece erkek cinsiyet ile ilgili iken,
%30-40’1nda ise hem erkek hem kadin faktorlerinin ortak etkili oldugu kabul edilmistir
(5). Ancak son yillardaki calismalarda ise hastalarin %50’sinden fazlasinda erkek
faktorii sebep gosterilmektedir (8,10). Bundan dolay: infertiliteyle bagvuran giftlerin
incelenmesinde erkek bireye dncelik verilmesi arastirma maliyetinin daha diisiik, veri
eldesinin daha kolay ve hizli olmasi nedeniyle daha avantajlidir.

Infertiliteye sebep olan bazi faktdrler kolayca diizeltilebilir iken (6rnegin;
cinsel iliski zamanlamasinin degistirilmesi) bazilar1 ise diizeltilemez. Infertilite
olgularinin %50’sine erkek iireme fonksiyonu bozuklugu ya da yetmezligi yol agar.
Erkek infertilitesi bazen genetik kokenli olsa da bazen de iirogenital bozukluklar,
varikosel, endokrin sistem diizensizligi ve immiinolojik etkenlerden kaynaklanabilir
(11). Avrupa Uroloji Dernegi’nin (EAU) 2018 kilavuzundaki Tablo 3.1°de infertilite
sebepleri ve iligkili faktorler sirasiyla gosterilmistir.

Infertilite sorunu olan bazi erkek bireylerde hala saptanmus bir sebep rapor
edilememistir. Bu erkekler bilinen tedavilere cevap vermemekte ve idiyopatik
anomaliler diye de bilinen bu grup infertil erkeklerin %30’una tekabiil etmektedir (12).

Detayl1 bir tibbi hikaye, infertilite tanis1 ve tedavisi i¢in ¢ok dnemlidir. Detayli

bir anamnezden sonra uygun bir fiziki kontrol, semen analizi ve temel laboratuvar

7



analizlerini ihtiva eden maliyeti diisiik bir degerlendirme yapilmalidir. Ihtiyag
duyuldugunda daha ayrintili hormonal, genetik ve radyolojik testlerde yapilabilir.
Kadilar da infertilitenin 6nemli etkenlerinden biridir. Dolayisiyla temel infertilite

analizleri kesinlikle uygulanmalidir (13).

Tablo 3.1. Erkek infertilitesinin nedenleri, iliskili faktorler ve 10.469 hastada dagilim
yiizdesi (EAU Kilavuzu, 2018).

TESHIS ORAN (%)
Infertilitenin bilinen olast nedenleri 42,6
Varikosel 14,8
Inmemis testis 8,4
Sperme karsi olusan otoantikorlar 3,9
Testiste tiimor varlig 1,2
Digerleri 5,0
Idiyopatik infertilite 30
Hipogonadizm 10,1
47,XXY Klinefelter sendromu 2,6
Primer hipogonadizm 2,3
Geg baslangigl hipogonadizm 2,2
Sekonder hipogonadizm 1,6
Gecikmis puberte 1,4
Idiyopatik hipogonadotropik hipogonadizm 0,4
Kallmann sendromu 0,3
46,XX Erkek sendromu 0,1
Hipofizer cerrahi sonrasi kalint1 kalmasi <0,1
Diger 0,8
Malign hastaliklara sekonder gelisen kriyoprezervasyon 7,8
Testiste kanser varlig1 5,0
Lenfoma 1,5
Losemi 0,7
Sarkoma 0,6
Ereksiyon ve/veya ejakiilasyonda bozukluk 2,4
Obstriiksiyon 2,2
Vazektomi 0,9
Kistik fibrozis (CBAVD; Vas deferensin konjenital iki tarafli yoklugu) 0,5
Diger 0,8
Sistemik hastaliklar 2,2




3.1. Anamnez

Bir hastanin anamnezi alinirken; infertiliteye yol acabilecek eszamanli ve
gelecek nesilleri etkisi altina alacak genetik hastaliklarin tespiti, yasam tarzi veya tibbi
tedavi degisiklikleri ile iyilestirilebilen olgulart bulma gibi hususlara dikkat edilir.
Radyoizotop ile yapilan aragtirmalara gore spermatogenezin yaklasik 74 giin stirdiigii
rapor edilmistir (14). Ila¢ kullanim1 veya atesli hastalik gibi faktdrler spermatogenezi
stirekli olmasa da olumsuz etkileyeceginden, semen analizi bu gibi faktorlerin
yagsanmadig1 bir zamanda yapilir ve daha giivenilir bir sonug elde etmek i¢in belirli bir
slire sonra tekrarlanabilir.

Anamnez infertilitenin nedenini anlamak i¢in 6nemli oldugundan c¢iftler
infertilite sikayetiyle bagvurduklarinda yapilmalidir. Anamnez yapilirken ¢iftlerin
herbirinin gegmis ve su andaki fertilite durumuna bakilmali ve yaslari ile korunmasiz
cinsel iliski siiresi kaydedilmelidir. Inmemis testis, testis kanseri ve daha &nceden
bilinen infertilite gegmisi, kemoterapi alma, kadin bireyin 35 yas iistiinde olmasi vb.
etkenler ¢iftin fertilite potansiyelini olumsuz olarak etkilemektedir (13).

Cinsel fonksiyon bozuklugu infertilite sikayetiyle basvuran ¢iftlerin %5’inde
goriilmektedir. iliskinin zamanlamas1 ve sikligi, cinsel gegmiste ejakiilasyonun ve
ejakiilatin varlig1 sorgulanmalidir. Sperm hareketini ve spermin DNA biitiinliigiinii
bozdugu i¢in cinsel iliski esnasinda miimkiinse vajinal lubrikan kullanilmamali,
kullanilacaksa da minimal konsantrasyonda toksisiteye sahip olanlar tercih edilmelidir
(15). Canli spermin mevcut bir oosite ulasmasi gayesiyle iliskinin zamanlamasi ¢ok
onemlidir. Iliski icin onerilen zaman aralig1 oositin bulunacag: siklus ortasindaki
muhtemel liiteinizan hormon (LH) piki zamaninin iki giin 6ncesi ve iki giin sonrasidir.
Miski siklig1 da ¢ok hassas bir durumdur. Bu sikligin fazlasi epididim igerisinde sperm
rezervini azaltirken c¢ok seyrek olmasi potansiyel fertilizasyon zamaninin
kacirilmasina yol agar (16).

Hipogonadizm, Kkistik fibrozis vb. teshislerin konulabilmesi icin erkege
ejakiilatin miktar1 ve dogasi sorulmalidir. Fertilite i¢cin 6dnemli faktorlerden biri de
inmemis testistir ki yenidogan ve bir yasindaki c¢ocuklarin  %0,8’inde
rastlanilmaktadir. Subfertilite oran1 inmemis testisin tek veya ¢ift tarafli olmasina gore
degisir. Infertilite, testis i¢i fibrozise neden olan kabakulak enfeksiyonu hastaligmin
ergenlik doneminde gecirilmesi ile de ortaya ¢ikabilir (17).

Hastalik ge¢misi veya halen devam eden hastaliklari ile varsa kullandigi ilaglar

hastalara iyice sorulmalidir. Alfa bloker ilaglar hipertansiyon gibi hastaliklarda sikca
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kullanilir ve retrograd ejakiilasyona yol agarlar. Benign prostat hiperplazisinde
kullanilan ilaglar ise semen hacminde diisiise neden olurlar. Psikoterapi i¢in kullanilan
bazi ilaglar hipotalamus-hipofiz-testis ekseninde baskilanmaya, ereksiyon ve
ejakiilasyon fonksiyonlarinda bozulmaya yol agabilirler (18). Fertiliteyi etkileyen en
onemli medikal ilaglar testosteron ve steroidlerdir. Antibiyotikler direkt gonadotoksik
etki gosterir ve simetidin, anabolik steroidler, sulfasalazin vb. ilaglar ise
spermatogenezi negatif etkilerler. Sistemik hastaliklar da erigkin yaslarda gegirilmisse
farkli mekanizmalarla fertilite {izerine etki gosterebilirler. Subfertilite, hipotiroidi ve
hipertiroidinin sperm kalitesini etkilemesi ve steroid hormon metabolizmasini bozmasi
ile ortaya ¢ikabilir (19). Ejakiilasyon ve ereksiyon fonksiyonlarini bozan bazi
hastaliklar diabetes mellitus, multiple skleroz ve spinal kord travmalar1 olarak bilinir
(20,21).

Spermatogenezde bozulmaya neden olan bir hastalik grubu da metabolizmada
bozukluklara ve immiinolojik faktorlerin degisimine neden olan neoplazmlardir.
Hodgkin hastaligi ve testis kanseri gibi spesifik maligniteler direkt olarak
gonadotoksik etki gosterirken genel anlamda malignite iireme siklig1 lizerinde olumsuz
etki olusturabilir. Egeysel hiicreler kanser tedavisi sirasinda hastaya verilen kemoterapi
ve radyoterapi ile dogrudan toksisiteye maruz kalirlar ve potansiyel olarak
spermatogenez fonksiyonlarmin baskilanmasi uzun siirer (22-24).

Cok erken yasta ergenlik olusmas1 konjenital adrenal hiperplaziye ve ¢ok gec
donemde goriilen ergenlikte primer veya sekonder hipogonadizme bagh
olabiliceginden ergenlik yast da 6nemli bir parametredir. Alkol, sigara ve bazi
uyusturucu maddeler gonadotoksik etki gdsterdiklerinden hastanin ge¢misinde madde
kullanip kullanmadigi sorgulanmalidir. Diger gonadotoksik etkisi olan faktorler;
yiiksek sicaklik, iyonize radyasyon, agir metaller bakimindan hastanin ¢evre sartlar
arastirtlmalidir.  Sigara kullanimi  sperm konsantrasyonunu, canliligini, ileri
motilitesini ve morfolojisini etkiledigi gibi spermin penetrasyon potansiyelini ve bu
yiizden fertilizasyon oranlarin1 da olumsuz etkiler (25,26).

Spermatozoa fonksiyonlarinin bozulmasi ve genital sistemin biitiinliigline
negatif etkileri olan diger bir hastalik grubu enflamatuar hastaliklardir. Cinsel yolla
bulasan enfeksiy6z hastaliklarda, prostatit veya Chlamydia enfeksiyonu vb. fertilitede
diisis, semen parametrelerinde bozulma, yiliksek sperm DNA fragmantasyonu

vasitasiyla ortaya ¢ikan yiiksek oksidatif stres goriilebilir (27).
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Infertilitenin 2/3’iinde tek basina veya erkek faktoriiyle beraber kadin partnerde
sorumlu tutuldugundan anamnez alinirken kadinin fertilitesine de bakilmalidir.
Kadinda subfertilite icin risk faktorleri; yas ilerlemesi, periyodik olmayan adet
dongiileri ve pelvik enfeksiyon ihtiva eden pelvik patoloji gecmisi olarak bilinir. 35
yasindan itibaren kadinda dogurganlik potansiyelinde hizli bir azalma goriiliir ve 40

yasinda bu potansiyelin %5’e kadar diistiigii bilinmektedir (28).

3.2. Erkek Ureme Sisteminin Anatomik Yapisi
3.2.1. Skrotum

Funikulus spermatikus alt boliimii ile testisi kapsayan, icinde yumurtalar ile
sperm kanallarinin bazi boliimlerinin yer aldigi, ince kirigik derili kese skrotum olarak
bilinir (Sekil 3.1). Skrotum distan igeri dogru bircok tabaka ile testisleri sarar ve
darbelere karsi tetisleri ve yumurtalart korur. Is1 kontrol islevini yerine getiren
skrotum, normal sperm gelisimi i¢in gerekli 34-35°C’lik 1sinin sabit derecede
tutulmasini saglar. Bu durum skrotum duvarindaki kaslarin kasilmasi ile 1s1
degiskenliginin oniline gecilmesi ve dolayisiyla spermatogenez i¢in uygun 1sinin

saglanmasi ile gergeklesir (29).

1 Pampiniform pleksus
Testis Arteri \t

74
Vas Deferense P
.._‘— - Apendiks epididim

Epididim
bayp

Epididm XM
govdesi { 1 Apendiks testis
!
‘il
Epididm ¢ -~ o
kuyrugu 8 5"
\ S / Testis

Vi

Sekil 3.1. Skrotum anatomisi (29).

3.2.2. Testis

Testisler skrotum i¢inde yer alan temel lireme organidir (Sekil 3.2). Her biri
yaklasik 10-14 gr agirliginda olan testisler skrotum iginde asili vaziyette dururlar. Fetal
donemde karin boslugu igerisinde bulunan testisler dogumdan 6nce skrotum igine
inerler. Normal viicut sicakligi sperm olusumunu engellediginden spermlerin olugmasi

icin bu olay gereklidir.
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Testislerin iki nemli gorevi; seminifer tiibiillerde erkek gametlerin olusumunu
ve erkek seks hormonlarinin Leydig hiicrelerinde sentezi, depolanmasi ve
salgilanmasin1 saglamaktir. Spermatogenetik hiicreler spermatogenez sonucunda

olgunlasirlar (29).

Vas Deferense

Epididim
Testis atar ve toplar
daman siniri
Epididim
.
Vas Deferense AN,
Do Y — Tostis

.
-

Sekil 3.2. Testis anatomisi.

3.2.3. Epididim

Epididim, spermatozoay: testisten efferent kanallar yoluyla vas deferense
tastyan, kivrik, yiiksek derecede helezonlasmis bir kanal olarak bilinir. Islevsel olarak
spermiyumlar1 depolarlar ve kaput, korpus ve kauda diye ii¢ kisimdan olusurlar.

Appendiks epididim kaput epididimin iistiinde bulunan Wolf kanal artig1 olarak yer
alir (7).

3.2.4. Duktus deferens

Ayni1 zamanda vas deferens olarak da bilinen duktus deferens, sperm
hiicrelerinin ejakiilasyondan 6nce depolandigi, epididimden sperm hiicrelerini tagiyan,
erkek iireme sistemindeki kalin duvarl tiiptiir. Mesanenin gerisinde iireteri ¢apraz
yonde gecerek duktus ekskretoryus ile beraber duktus ejakulatoryusu meydana getirir.
Her bir duktus deferens, rezervuvar gorevi goren genisletilmis bir kisimda, bir
ampullada biter. Iki epididimden ortaya ¢ikan, yap1 ve islev bakimmdan ayni olan iki

duktus deferentes vardir (30).

3.2.5. Vesikula seminalis
Uzunlugu 5 cm olan, mesanenin geri alt tarafi ile rektum arasindaki bir ¢ift

organdir. Duktus deferensin divertikiilii olan iki katl, sakiilath, glandiiler yapidan
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biridir ve salgisi, meninin bilesenlerinden biridir. Normalde spermatozoa depolamaz

31).

3.2.6. Prostat

Prostat, mesane ile penis arasinda bulunan, rektumun hemen oniindeki ceviz
bliyiikliiglinde bir bezdir. Tubuloalveolar bezler ve bunlarin arasini kapatan ara
dokudan olusur. Prostat salgiladigi siv1 ile hem spermi besler hem de korur. Bu sivi
bosalma esnasinda tiretraya sikistirilir ve spermle birlikte meni olarak disar1 sevkedilir.

Hafif alkali olan prostat salgisi asit fosfataz, sitrik asit ve fibrinolizin ihtiva eder (32).

3.3. Embriyoloji ve Seksiiel Farklilasma

Cinsel gelisim, genetik uygunlukla yakindan ilgili oldugu ig¢in bir
organizmanin yagsamindaki 6nemli 6zelliklerden biridir. Sonraki nesillere aktarilan tek
miras, gelisen gonadlardaki germ hiicreleridir (33). Cinsiyet gelisiminde, cinsiyet
belirleme ve cinsiyet farklilagtirma olmak {izere iki farkli siire¢ vardir. Cinsiyet tayini,
bipotansiyel gonadi cinsel olarak dimorfik bir bireye yonlendiren gelisimsel karardir
(34).

Cinsel farklilasma, erkek ve disi cinsel organlarin iki kutuplu embriyonik
yapilardan gelismesi olayidir. Genetik, gonadal, hormonal, fenotipik ve psikolojik
olmak iizere ardisik asamalart icerir. Genetik agsamada, kromozomal -cinsiyet,
dollenmeden sonraki kromozomal yapi ile belirlenir; burada XY erkek ve XX disiyi
gosterir. Embriyonik yasamin 6. haftasina kadar fetiiste higbir cinsel farklilik
gozlenmez. XX veya XY nin farklilasmamis gonadlar1 morfolojide benzerdirler ve
yumurtalik ya da testis olusturabilirler. Bipotansiyel gonadin yumurtaliklara veya
testislere farklilasmasi1 gonadal asamada gergeklesir. Gonadal farklilagsmanin ardindan,
fenotipik asamada i¢ genital sistem ve dig genital bolge erkek veya disi yapilara
doniisiir (35,36). Gebeligin 6. ve 7. haftalarinda, paramezonefrik (Mullerian) kanal ve
mezonefrik (Wolffian) kanal gelisir. Erkeklerde Wolffian kanali epididim, vas
deferens ve seminal vezikiil olarak farklilagir. Kadinlarda ise Mullerian kanali fallop
tiiplerine, uterusa ve vajinanin iist kismina ayrisir (37,38).

Erkek fenotipinin gelisimi Y kromozomu gerektiren karmasik bir olaydir. Y
kromozomunun kisa kolu bipotansiyel gonadin testise farklilagsmasi icin ¢ok
onemlidir. Testis olusumunu tetikleyen faktoriin bu asamada islevsel oldugu 6n

gorilmektedir. Buradaki ilgili gen klonlanarak SRY adi verilmistir. SRY geni, heniiz
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kesfedilmeyen bir mekanizmayla WT-1, SF-1 ve SOX-9 vb. transkripsiyon etkenleri
ile birlikte bipotansiyel gonada etki ederek testis yoniinde farklilagsmasina yol acar. Y
kromozomu mayoz boliinme esnasinda, X kromozomundan ayrilmak zorundadir.
Dolayistyla da X ve Y kromozomunun her ikisi ayni spermatozoonda yer almaz. Y
kromozomu uzun kolunda Y’ye spesifik olan baz dizisi bulundugundan X kromozomu
ile ¢ift olusturamaz. Bunun yanisira Y kromozomu tizerindeki belli kiigiik parca baz
dizisi ile X kromozomundaki birbirinin aynisidir. Cift olusturmamasinin yaninda esey
kromozomlarimin benzerlik gosteren genleri ile baz dizileri arasinda otozomal genlerdeki
gibi rekombinasyon goriilebilir. Bu genler ve baz dizileri arasindaki genetik davranig
psddootozomal olarak bilinir. SRY geni, Y kromozomunun bu psédootozomal bolgesine
yakindir. Psddootozomal bdlgenin ilerisinde rekombinasyon olayr kusurlu bir sekilde
gergeklesirse, kromozomlar arasinda spesifik DNA transferi gergeklesebilir. Dolayisiyla
da kusurlu rekombinasyon neticesinde SRY geni tagsiyan X kromozomu ile XX erkek

fenotipi olustururken, SRY genini kaybeden Y kromozomu ise XY disi fenotipini olusturur
(28).

3.4. Laboratuvar Olgiimleri
3.4.1. Semen analizi

Infertilite nedeninin erkekte arastirilmasinda yapilacak ilk laboratuvar testidir.
Ayrintili bir anamnez, fiziki kontrol ve en azindan 2 semen testi ile infertilitenin
arastirilmaya baslanmasi esastir. Hastadan semen alma islemi standart kilavuzlara
dayanilarak yapilir. Semen analizinde yapilan en sik hatalardan biri semenin
suboptimal olarak toplanmasidir. Hastaya en az 72 saat boyunca cinsel aktiviteden
uzak durmasi ve kendi kendine bir meni 6rnegi almasi talimati verilir. Semen 6rnegi
uygun sekilde toplanmali ve 1 saat ge¢meden analiz edilmelidir. Analizdeki
gecikmeler motilitede bozulmaya sebep olmaktadir. Numune analizi, varyasyonu
engellemek icin ayni laboratuvar teknisyeni tarafindan gerceklestirilir.

Semen hacmi, mililitre basina sperm sayisi (milyon/mL), toplam ve progresif
hareketlilik yiizdesi (%), morfoloji ve canlilik yiizdesi (%) gibi semen parametreleri
olgiiliir. EAU’nun 2018 kilavuzunda semen parametreleri Tablo 3.2°de gosterilmistir.
Sperm testi temelde ucuz bir analizdir. Spermatozoa kalitesini saptamak ve sayisini

bulmak i¢in kullanilir.
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Tablo 3.2. Semenin karakteristik 6zellikleri i¢in alt referans seviyeleri (12).

Parametreler Alt referans arahig
Semen total hacmi (mL) 1,5 (1,4-1,7)
Sperm total say1s1 (1x10%¢jakiilat) 39 (33-46)
Spermin semendeki konsantrasyonu (1x10%mL) 15 (12-16)
Toplam motilite (ileri hareketli + Yerinde hareketli, %) 40 (38-42)

[leri hareket gosteren sperm (%) 32 (31-34)
Spermde canlilik oran1 (%) 58 (55-63)
Normal sperm morfolojisi (%) 4 (3,0-4,0)
Semen pH’s1 >7,2
Semendeki 16kosit sayist (1x10°/mL) <1

Tercihe bagh arastirmalar

Immunobead test (IBT, anti-sperm antikorlar1) <50
MAR (mixed antiglobulin reaction) testi <50
Semende notral glikozidaz (mU/ejakiilat) <20
Semende fruktoz miktar (pmol/ejakiilat ) >13
Semende ¢inko miktar1 (umol/ejakiilat) >2.4

Semen analizi sonuglarini yorumlamak igin Diinya Saglik Orgiitii (DSO)
tarafindan 2010 yilinda yayinlanan referans limitleri kullanildi. Eger birinci semen
analizi normal ve DSO kriterlerine uyuyorsa ikinci analize ihtiya¢ olmayabilir.
Hastalar, semen analizi parametrelerine gore dort alt gruba (SABS) ayrilir:

1) Azospermi (ejakiilatta spermatozoanin hi¢ olmamasi)

2) Oligospermi (<15 milyon sperm/mL)

3) Azalmis motilite ve agliitinasyon ile normospermi (progresif motilite
<%32 veya progresif + progresif olmayan motilite <%40 ve sperm sayist >15 milyon
/mL)

4) Normospermi

Genital sistem obstriiksiyonu ve genetik anomali insidansi, azospermi ve ileri
seviyede oligospermi olan hastalarda fazladir. Sperm sayisi ile genetik anomalilerin
prevalansi arasinda ters bir iligki vardir (Sekil 3.3) (39). Semen parametrelerine gore
hastalar siniflandirildiginda infertil hastalarda en ¢ok rastlanan sonug %55 ile normal

olan gruptur (40,41).
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Genetik anomalilerin
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Azospermi Oligoastenospermi Oligospermi Normospermi
(ejakilatta sperm yok) (<1 milyon sperm/ml) (<15 milyon sperm/mi) (>15 milyon sperm/mi)

Sekil 3.3. Spermatogenezin kantitatif bozukluklari (39).

3.4.2. Hormonal degerlendirme

Erkek infertilitesinin nedeni olarak primer hormonal bozukluklarin goriilme
siklig1 yaklasik %1-3 arasinda degismektedir (42-44). Bununla birlikte, infertil
erkeklerin yaklasik %70’inde es zamanli endokrin bozukluklar da goériildiigiinden,
infertilite degerlendirmesinde endokrin hastaliklarin dikkate alinmasi 6nemlidir (45).
Hiperinsiilinemi ve obezite ile birlikte insiilin direnci ile karakterize edilen metabolik
sendrom, dogurganlik {izerine zararli etkilere sahiptir. Ayrica, erkek partnerin diabetes
mellitus oldugu ciftlerde gebelik icin siire Oonemli Ol¢lide uzamaktadir (46,47).
Infertilite endokrinopatiye bagli olarak geri dondiiriilebilir veya potansiyel olarak tibbi
patolojinin gostergesi olabilir (43,48).

Spermatogenezin ve testis fonksiyonunun endokrin regiilasyonu, saglam bir
hipotalamus-hipofiz-testis eksenine baglidir (Sekil 2.3). Hipotalamus, portal dolasim
yoluyla hipofiz bezine taginan gonadotropin salgilayan hormon (GnRH) iiretir ve
salgilar. GnRH’ye yanit olarak, 6n hipofizin gonadotropik hiicreleri liiteinizan hormon
(LH) ve folikiil stimiilan hormon (FSH) salgilarlar. Bu hormonlar sistematik olarak
dolasir ve hedef organlardaki hiicre zar1 reseptorlerine baglanir. LH, testisin Leydig
hiicrelerinde seks steroidlerinin {iretimini uyarirken FSH, sperm hiicresi olgunlagsmasi
icin kritik olan seminifer tiibiillerdeki Sertoli hiicrelerinin islevini destekler.

Leydig hiicreleri esas olarak pulsatil bir sekilde salgilanan ve albiimin ve seks
hormonu baglayici globulin (SHBG) gibi serum proteinlerine baglanan testosteronu

iiretir. Leydig hiicreleri ayrica daha az miktarda 6stradiol ve dihidrotestosteron iiretir.
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Bununla birlikte, viicuttaki stradioliin ana kaynagi, testosteronun yag dokularinda

aromataz yoluyla periferik dontistimiidiir.

Tablo 3.3. Erkek infertilitesine neden olabilen endokrin ile ilgili bozukluklar (49).

Hipotalamus kokenli nedenler Testis kokenli nedenler
Timorler (kraniyofarenjiyom, sekonder Anorsi (viral orsit, testiste burulma)
metastazlar)

Infiltratif hastaliklar (tiiberkiiloz, sarkoidoz) Diger nedenler

Kraniyal radyasyon Klinefelter Sendromu
Hipofiz kokenli nedenler Diabetes mellitus

Tlimorler (prolaktinoma) Obezite

Akromegali Tiroid hastaliklar

Cushing hastalig Konjenital adrenal hiperplazi

Hiperprolaktinemi Androjen direnci

Kallmann Sendromu Eksojen androjen tedavisi

Bos Eyer Sendromu Yasadis1 uyusturucu kullanimi

Hipofiz Sap1 Kesinti Sendromu Yeme bozukluklari

Hipofiz sap1 transeksiyonu (travma) Maglar

Dihidrotestosteron ayrica prostat ve epididim gibi testosteronun dontisiimii i¢in
5-alfa rediiktaz enzimi i¢eren diger organlarda da tiretilir. Gonadotropik hiicre iirtinleri
LH ve FSH’nin diizenlenmesi, Sertoli hiicreleri tarafindan iiretilen ve salinan bir
diizenleyici hormon olan testosteron, Ostradiol ve inhibin iiretiminden geri besleme

inhibisyonu ile saglanir (Sekil 3.4) (49).

| Hipetalamus
=] v‘-ﬁcnku
(o Joe——
™ ﬁ"' Lii FSH
Leydig Serteli
[ Hicreleri Hicreleri (=]
|
¥ Jr
—| Testesteron ‘_‘ Ostradiel |_| inhikin |
| Dihidratestecteran ‘

Sekil 3.4. Geri besleme inhibisyonunu diizenleyen son {iriinlerle hipotalamus-hipofiz-
testis ekseni (49).
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Baslangi¢ testleri, serum FSH ve sabah serum testosteron seviyelerini
kapsamalidir. Serum Orneginin sabah alinmasi ortak kabul edilen bir goristiir.
Spermatogenez bozukluklari, 6rnegin; primer testikiiler yetmezlik (hipergonadotropik
hipogonadizm), serum FSH seviyesindeki artisla olmaktadir. Bu bozukluklar normal
FSH diizeyi ile saf dis1 birakilamaz. Normal gonadotropin ve testosteron seviyeleri
genelde obstriiktif azospermide goriilen bir durumdur. Hipofiz ya da hipotalamusa
bagli hipogonadizm veya primer testikiiler yetmezlik diisiik testosteron seviyesinden
kaynaklanabilir. Eger baslangic testleri normal degilse, toplam ve serbest testosteronu
ihtiva edecek sekilde testosteron seviyesi tekrar Ol¢lilmeli; serum prolaktin ve LH
seviyeleri de Olgiilmelidir. Kallmann sendromu gibi hipogonadotropik hipogonadizm,
diisiik serum FSH ve LH seviyeleri ile baglantilidir. Boyle durumlarda tiroid stimiile
edici hormonu (TSH), biiyiime hormonu (GH) ve adrenokortikotropik hormonu
(ACTH) ihtiva eden biitiin bir hipofiz 6l¢iimii yaparak degerlendirmek gerekir (50).
Cesitli  klinik tanillarda serum FSH, LH ve testosteron seviyeleri farklilik

gostermektedir (Tablo 3.4).

Tablo 3.4. Serum FSH, LH ve testosteronunun ¢esitli durumlardaki seviyeleri (51).

Primer Testikiiler Yetmezlikler FSH (mIU) LH (mIU) Testosteron (ng)
Hipogonadotropik hipogonadizm Diisiik Diisiik Disiik
Klinefelter Sendromu Yiiksek Yiiksek Diisiik
Hipospermatogenez Yiiksek Normal / Yiiksek Disiik
Matiirasyon Arresti Normal Normal Normal
Germ Hiicrelerinde Aplazi Yiiksek Normal / yiiksek Normal / Diistik

Obstriiksiyon Normal Normal Normal

Normal fertil birey Normal Normal Normal

Hipofiz bezinde gonadotropin saliniminin diismesi, Ostrojen fazlaligi ve
hipotalamustan GnRH salimiminin azalmasi ile ortaya ¢ikar. Sonug¢ olarak klinik
diizeyde jinekomasti, azalmig libido, erektil fonksiyon bozukluguna yol agmaktadir.
Erkek infertilitesi ¢ok sik olmasa da adrenal ya da tiroid fonksiyonlar1 kaybi olarak da
ortaya ¢ikabilir. Hem yliksek hem de diisiik tiroid fonksiyonu erkek infertilitesi ile
baglantilidir. Bununla birlikte subklinik hipotiroidizm semen parametrelerini

degistirmez (52).
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3.5. Radyolojik Degerlendirme

Genital sistem obstriiksiyonunun vas deferens ya da ejakiilatuvar kanalda var
oldugunu anlamak ya da testikiiler kitle gibi alakali patolojileri saf dis1 etmek igin
infertil erkeklerde radyografik degerlendirme yapilmaktadir. Bu testler uygun

endikasyonda kesinlikle makul sekilde kullanilmali, her hasta i¢in uygulanmamalidir.

3.5.1. Transrektal ultrasonografi

Transrektal ultrasonografi (TRUS), anormal dijital rektal muayene bulgularini
veya diisik semen hacmi olan hastalarda ejakiilatuvar kanal tikanikligi tanisini
degerlendirmek i¢in kullanilir. Azospermi, diisiik pH ile negatif semen fruktozu gibi
ozellikler bu hastalarda genellikle goriiliir. TRUS, anejakiilasyon, hematospermi veya
agrili ejakiilasyon kaynagi olabilen ejakiilatuvar kanallardaki genislemis seminal
vezikiillerin veya kistlerin goriintiilenmesini saglar. Seminal vezikiil aspirasyonu
siklikla eszamanli olarak yapilir. Vas deferensin dogustan bilateral yoklugu (CBAVD)
olgularinda, TRUS ayrica seminal vezikiillerin hipoplazisini veya agenezini
degerlendirmek i¢in de kullanilabilir (8). Genellikle oligospermi ve diisiik hacimli
asidik ejakiilat1 olan hastalara 6nerilir. On-arka ¢ap1 >1,5 cm olan seminal vezikiiller,
prostattaki genislemis ejakiilatuvar kanallar veya orta hattaki kistik yapilar, tam veya
kismi ejakiilatuvar kanal tikanikligin1 diistindiiriir. Seminal vezikiillerin dilatasyonu
ejakiilatuvar kanallarin genelde uygun goriintiilenememesi itibariyle ejakiilatuvar
kanal obstriiksiyonunun fiili gostergesi diye kabul goriir. Vas deferens, TRUS iizerinde
tanimlanabilir, bu nedenle de fiziksel muayenede varligi net degilse de kullanilabilir

(10,53).

3.5.2. Skrotal ultrasonografi

Skrotal ultrasonografi infertilite ve testis kanseri i¢in risk faktorleri olan
hastalarda (6rnegin; kriptorsidizm, atrofik testis, testis neoplazmi, birinci derece
akraba) endikedir ve fizik muayene bulgularini netlestirmede faydali olabilir. Fiziksel
muayenenin yerine gecmemesi gerekirken, talep i¢in diisiik bir esik olmas1 uygundur
(10). Varikosel tipik olarak klinik bir tan1 olmasina ragmen, skrotal ultrasonografi,
varikosel damar ¢aplarini objektif olarak 6l¢gmek ve valsalva manevrasi ile kan akiginin
tersine ¢evrilmesini belgelemek i¢in kullanilabilir. Venoz kan refliisli veya spermatik
ven ¢aplarmin valsalva manevrasi sirasinda 3 mm ve daha fazla olmasi varikosel

tanisina yardimecir olur. Ultrasonografi 6zellikle viicut yapisi fizik muayeneyi

19



zorlagtiran kisilerde veya varikosel onarimi Oykiisii olan kigilerde yararli olabilir;
ancak cogu durumda ultrasonografi gerekli degildir. Skrotal ultrasonografi, testis
kitlesi varsa veya hidrosel, skar veya fizik muayenede testislerin dogrudan
palpasyonunu zorlagtiran diger faktorler varsa yapilmalidir. Subfertil hastalarda

testikiiler germ hiicre tiimorlerine daha fazla rastlanmaktadir (8).

3.5.3. Abdominal ultrasonografi
Infertil erkeklerde assosiye renal bozukluklar1 saf dis1 birakmak amaciyla vas

deferens agenezisi olan olgularda abdominal ultrasonografi uygulanir.

3.5.4. Vazografi

Vazografi, erkek duktus sisteminin patensinin arastirilmasinda hala ana
dayanak testidir. Normal spermatogenez bulunan azospermik erkeklerde, testis
biyopsisinde tikanikligin yerini saptamak i¢in vazografi endikasyonu bulunur. Ideal
olarak rekonstriiksiyon, vazografinin invaziv bir tetkik olmasi nedeniyle ayarlanan

stire zarfinda yapilmalidir. Bu sekilde es zamanli onarim uygun olacaktir (54).

3.6. Y Kromozomunun Evrimi ve Yapisi

Insan Y kromozomu, yalnizca cinsiyeti belirleyen ana anahtar geni barindirdig1
icin degil, ayn1 zamanda olagandis1 evrimsel yoriingesi nedeniyle de ilgi ¢ekicidir.
Daha 6nce bir otozom olan Y kromozomunun evrimi, biiyiik gen bozunmasi ile
karakterize edildi. Insanlarda ve diger primatlarda, drosophila tiirlerinde ve bitkilerde
Y kromozomlarinin son tiim genom ve transkriptom analizleri, Y nin mevcut gen
icerigine, kokenlerine ve uzun vadeli kaderine 1s1k tutmustur. Geng ve yash Y
kromozomlarinin karsilastirmali analizi, Y dejenerasyonunu ve evrimsel kaderini
tetikleyen evrimsel ve molekiiler araglar hakkinda daha fazla bilgi vermektedir.

Cinsiyet kromozomlari, otozomlardan tiiretilir ve farkli soylarda bircok kez
bagimsiz olarak evrimlesmistir. Ornegin; insan X ve Y kromozomlari, yaklasik 200-
300 milyon yil once 6teriyen memelilerde (55,56), monotremlerin bdliinmesinden
sonra ortaya c¢ikti ve cinsiyet kromozomlari, kuslarda, yilanlarda ve diger
siiriingenlerde, amfibilerde ve baliklarda bir¢cok kez bagimsiz olarak evrimlesti. Ayrica
bircok omurgasiz takson ve bitkilerde tekrar tekrar olugsmuslardir (57,58). Cinsiyet
kromozomlari, cinsiyeti belirleyen genleri tasir, benzersiz evrimsel gii¢lere tabidir

(59,60) ve tiirlesme (61), adaptasyon (62) ve genomik catisma (63) gibi bir¢ok
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evrimsel siirecte dnemli bir rol oynar. Insan, drosophila ve bazi bitki tiirlerine ait Y
kromozomlarinin evrimsel siire¢ i¢inde orijinal genlerinin ¢ogunu kaybettigi “Y
kromozomu dejenerasyonu” ad1 verilen bir isleme maruz kaldig diisiiniiliir (57-60).

Y kromozomlarini genomun geri kalanindan ayiran iki 6zellik; Y tizerinde
uzunlugun bir kismi1 veya cogu boyunca rekombinasyon eksikligi (60) ve
rekombinasyon yapmayan segmentin (62) erkeklerle smirli aktarimi. Y
kromozomlarim1 aragtirmak zordur; rekombinasyon eksiklikleri, klasik baglanti
haritalama ¢aligmalarimi engeller ve tekrarlayan ve amplikonik dizilerin yiliksek igerigi,
onlar1 ¢ogu genom dizileme projesinin diginda birakmistir (64). Klasik genetik
arastirmalar, Y kromozomlarinin genellikle neredeyse hi¢ gen kodlamadigini (65) ve
aslinda bazi tiirlerin Y kromozomlarin1 tamamen kaybettigini gostermistir (66,67).

SRY geninin X kromozomundaki yapisal homologu olan SOX3 geninden
farklilasmas1 memelilerde seks kromozomlarini ortaya ¢ikarir (Sekil 2.4) (68-70). SRY
ve SOX3 genlerinin progenitér bir genden meydana geldigi karsilagtirmali zincir
analizleri ile saptanmis, ancak evrimsel olarak daha olgun olan SRY nin erkek saptayici
islev gordiigii ve bunu devam ettirdigi gosterilmistir (69,70). X kromozomunun temel
yapisinda X ve Y kromozomlarmin birbirinden ayrilmasi esnasinda bir¢ok kiiciik
degisiklikler, Y kromozomunda ise hizli dejenerasyonlar olmustur (55,69,71,72).
Bunun yaninda, Y kromozomundaki blok mutasyonlar ve daha sonra Y
kromozomunda major bir inversiyon olmasi, Y kromozomu iizerinde daha kiiciik
kisimlar ile X kromozomundaki biiyilk kisimlar arasinda non-rekombinasyon
olusmasini saglamistir (55,71,73).

Uygun gen ciftleri zararli mutasyonlarin olusmasi durumunda, yalnizca
rekombinasyon ile yenileneceginden (Muller ratchet), X ve Y kromozomlar1 arasinda
rekombinasyon olmamasinin Y link genlerinin yikilisina sebep oldugu diistiniilmiistiir.
[k bakista bu durum sanki Y kromozomu X kromozomunun 3’te birinden daha kiiciik
oldugunu ifade eder (55,71,73). Y kromozomunun progresif yikimi, bu kromozomun
q koluna 6zel bir¢ok degisik gen ailesini ihtiva eden palindromlarla alakali yapilan
giincel tanimlama ve uzun siireli sik gen konversiyonu ile siipheli géziikmektedir
(72,74,75). Spermatogeneze 6zgl genleri de igeren, evoliisyon sirasinda testise 6zgl
bircok gen Y kromozomunda bulunmaktadir (76,77). infertilite bu genlerden herhangi
birinin delesyonu ile ortaya ¢ikabilir. Evrim boyunca ilgili genlerin erkek bireyin
farklilagsmasi i¢in Y kromozomuna tagindigi diisiiniiliir. Normal kosullarda otozomal

genler mitotik boliinme esnasinda eslenikleri vasitasiyla DNA tamiri yaparken, Y
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kromozomundaki genlerin eslenigi bulunmadigindan tamir mekanizmasi ¢aligamaz.
Bu da Y kromozomu genlerinden fazla sayida kopya olmasina yol agar.
Spermatogenezin 6nemli genlerinin ¢oklu kopyasinin bulunmasi, yikicit mutasyonlarin
sonucunda yetersiz iiretilen proteinlerin miktar1 arttig1 i¢in dnemli bir avantajdir

(69,75,77,78).
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Sekil 3.5. insan seks kromozomlarmin evrimi (79).

Insan otozomal kromozomlar: homomorfik, cinsiyet (X ve Y) kromozomlari
ise heteromorfik ozelliktedir. Ortalama 165 Mb DNA’ya sahip olan X kromozomu
submetasentriktir. Ote yandan X’e kiyasla daha kiigiik olan ve ortalama 60 milyon baz
biiyiikliigiindeki Y kromozomu ise akrosentriktir (68,80). Otozomal kromozomlar ve
X kromozomu gen bakimindan Y kromozomuna gore daha zengindir. X
kromozomunda ortalama 4.000 6nemli gen bulunmaktadir. Genetik agidan Y
kromozomunun kii¢lik bir kismi inerttir ve bir¢ok tekrarli kodlanmayan DNA ihtiva
etmektedir. Y kromozomu iizerinde yalnizca ¢ok az gen fonksiyon gostermektedir. Bu
genlerden bazilart X kromozomu tizerindeki genlerle homolojiye sahiptir (Sekil 3.5).
Bazi genler Y kromozomuna 6zgiidiir. 78 proteini kodlayan Y kromozomu en az 156
transkripsiyon iinitesi ve psddogenlerden olusur (69). Y kromozomu sinirh sayida
fonksiyonel gen tasimakla birlikte tekrarli genler de ihtiva eder (74,80-85).

X kromozomu fiizerinde homologlart bulunan minér psddootozomal bolge
(PAR2) ve major psddootozomal bolge (PARI) sirastyla Y kromozomunun q ve p

kollarinda yer alir (Sekil 3.6 ve 3.7). X ve Y kromozomlarinin p kolunun en ug
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noktasinda yer alan PARI ¢ok onemli psddootozomal kisimdir. Yaklasik olarak 2,6
Mb DNA igeren PARI zorunlu kros-over bolgesi olmakla birlikte dogru mayotik
segregasyon icin erkek bireyde mayoz sirasinda ihtiya¢ duyuldugu disiintliir.
Rekombinasyonun sikligi bu kiiciik bolgede oldukca fazladir (%28). X ve Y
kromozomlarinin uzun kollariin u¢ kisminda yer alan PAR? ise yaklasik 320 kb DNA
igerir. PAR2 bolgesindeki rekombinasyon orant PAR I’dekine gére ¢ok seyrektir ve bu
bolge erkek bireyde mayoz igin etkisiz ve gereksizdir (69).

Y kromozomunda bu boélgeler disinda mayotik rekombinasyon goriilmez.
Dolayisiyla Y kromozomunun yaklasik %95’1 rekombine olmaz. Bu bodlgeye
rekombinasyona ugramayan bdlge (NRY) veya Y i¢in male specific region (MSY;
erkek spesifik bolgesi) denir (Sekil 3.6). NRY bolgesi, Y veya X kromozomlarindaki
bolgelere homolog olan intra-kromozomal tekrar eden elementleri ihtiva eder
(69,74,86). Bu bolge okromatik, sentromerik ve heterokromatik diye 3 bolgeden
meydana gelir (86). Okromatik kistm 24 Mb biiyiikliigiinde olup Y kromozomu
tizerindeki Yql1 bolgesi lizerindeki Ygql1.23, Yql1.22 ve Yql1.21 alt bolgelerinde
goriiliir. Heterokromatik Yq /2 kissmsa DYZ1 ve DYZ?2 diye bilinen 2 biiyiik tekrar eden
zincir igerir ve yaklagik olarak 30 Mb uzunlugundadir (86-90).

Y kromozomunu bazi arastirmacilar psédootozomal sinir bolgesi (PABY), p
kolundaki perisentrik bolge, proksimal q kolda goriilen 6kromatik bolge (DYST), distal
q kolda olan hetokromatik bolge (DYZI) ve onemli DYZ3 bolgesi diye 5’e
ayirmiglardir. Y kromozomunun yasamini siirdiirmesi ve ¢ogalmasinda, DYZ3 bolgesi
sentromerik zincirleri ihtiva ettigi i¢in ¢ok 6nemlidir.

Y kromozomunun spermatogenez ve fertilite lizerindeki etkisi iki sekilde
olmaktadir:

A) X ile Y kromozomlar1 mayoz boliinme sirasinda eslesmekte ve boylece boliinme
olay1r ger¢eklesmektedir. Bu eslesmenin gerceklesmemesiyle, mayoz boliinme daha
ileri sathalara gegmedigi i¢in spermatogenez engellenir.

B) Spermatogenez, Y kromozomu q kolundaki gen bolgelerinde olusan delesyon veya
degisiklikler ile genlerin islevlerini kaybetmesi sonucunda negatif olarak etkilenir.
Infertilite yukaridaki her iki durumda da sperm sayisinda gériilen azalma (azospermi

ve oligospermi) sebebiyle meydana gelmektedir (91).
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I Kopya Kopya d
Fonksiyon sayis: Genler SRR Genler say1s) Fonksiyon
Transcription factor - sex determination 1 SRY 1 RPS4Y 1 Protein of small ribosomal subunit
— ZFY 1 Zinc finger transcripton factor
Tostis tanaarpll m  TTY1 2 PCDHY 1 Protocadherin - cell adhesh
Cydin B binding protein m TSPY 3 PRKY 1 Ser/Thr protein kinase
Protein tyrosine phosphatase m PRY AMELY 1 Tooh enamel formation
Testis transcript 1 m TIY]l - 1
Testis transcript 2 m g\ﬂ | 4A
Cydiin B binding protein m PY /_\,
4B ) Sentromer
' i ™
nggy 1 Deubiquinating enzyme
Y 1 DEAD-box - RNA helicase
uTty 1 TPR-motif
TB4Y 1 Actin sequestration
5
"(oh ¢ 2 Variable charged protein
Chromodomain protein m CcDY
Memb transport p m XKRY
SMCY 1 Transcription lactor
EIF1AY 1 Transiation initation facior
Protein tyrosine phosphatise m PRY ¥ - v
Testis transcript 2 m TTY2 6
RNA-binding protein 4 DAZ RBMY 30 RNAbinding protein
Basic protein m BPY2
Protein tyrosine phosphatase m PRY
Chromodomain protein m CcDY
Heterokromatin
X @izerinde bulunmayan Y kromozom genleri | = X azerinde homolodu bulunan y kromozom
T oomer

Sekil 3.6. Y kromozomunun rekombinasyona katilmayan bolge (NRY) genleri (79).

Y kromozomu iizerindeki ve otozomal genlerdeki mutasyonlar ile birgok
fiziksel ve fizyolojik yetersizlikler erkek infertilitesini etkilemektedir. Y kromozom
translokasyonu bulunan erkek bireylerde siirdiiriilen sitogenetik caligmalar,
kromozomun q kolundaki bir kismin spermatogenezde onemli bir rol oynadigini
bulmustur. Bu kisim azospermi faktorii (AZF) olarak adlandirilir ve normal

spermatogenezde dnemli gen veya genleri ihtiva eder (85,89,92-94).

3.7. Y Kromozomu ve AZF

1976’da Tiepolo’nun yiiriittigli infertil hastalardaki sitogenetik testlerle ilk
olarak spermatogenezisdeki anomalilerle genetik yap1 kiyaslanmistir (95). 1988
yilinda Anderson ve ark. molekiiler seviyedeki tekniklerden faydalanarak Y
kromozomunun q kolunda AZF bdlgesini agiklamistir. Daha sonra 1992°de Foresta
PCR teknigini kullanarak STS’lerle (sekans hedef alan) Y kromozomunun
haritalanmasina katki saglamistir (80,83,85).

Bes milyon baz uzunlugundaki 4ZF kismi, Yq11.23 bandinin altinci araligina

ilk olarak haritalanmistir ve normal spermatogenez i¢in kritik 6neme sahiptir. Bu

24



bolgenin mikrodelesyonlari azospermi veya ileri derecede oligospermi Ozellikleri
tastyan erkek birey infertilitesinden sorumlu olup testikiiler sperm ekstraksiyonu
(TESE) ve ICSI (Intra-Cytoplasmic Sperm Injection) ile yeni jenerasyona gecebilir
(92,93,96). 1996 yilinda 370 azospermik veya ileri derecede oligospermik olan erkek
DNA’larin1 arastiran Vogt ve ark. Yg// kisminda 5. ve 6. araliga yayilan 3 degisik
bolge buldular. Bu mikrodelesyonlar, olustuklar1 spesifik bdlgeye gore AZFa
(proksimal), AZFb (merkezi) ve AZFc (distal) diye siniflandirilirlar (10,97) (Sekil 3.7).
Baz1 kaynaklarda AZFb ve AZFc bolgeleri arasinda AZFc proksimal bolgesi diye de
bilinen AZFd bolgesi de bulunmustur (82,85,89,98,99) (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. Y kromozomunun yapisi (69).
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AZFa bolgesine komsu endojen retroviriis HERV15’in tespiti ve AZFb ve
AZFc¢ bolgelerini iceren Yq tizerindeki palindromik komplekslerin tanimlanmas ile
azospermik faktoriin organizasyonu daha iyi anlasilmistir. Yapilan calismalar AZFb
ve AZFc bolgelerinin birbiri ile oOrtiistiiglinii gostermistir. Bunun yaninda infertil
erkekteki prevalan mutasyonlarin tipleri veya genlerin kesin sayisiyla alakali bilgilere,
AZF ile alakal1 detaylar bilinmediginden ulasilamaz. Benzer sekilde Y kromozomunda
tekrar eden zincirlerle yakin iligkide olan tekrarlayict DNA’larin ¢ok sayida olmasinin
rolii hala bilinmemektedir. Bu tekrarlayan kisimlarin kayip ve kazanglariyla alakali
sistematik arastirmalar, ilgili kisimlarin infertilite olgularinda biyolojik rollerinin

anlasilmasini saglar. (78,80,84,89,94).
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Sekil 3.8. Y kromozomu haritas1 (98).

Bir¢cok klinik caligmalar Y kromozomu {izerindeki birtakim tekrarlayan
elemanlarin yapisal organizasyonlar1 ve biyolojik rolleri hakkindaki bilgilerimizi
artirmistir. Bu durum, Y kromozomunun AZF’yi de ihtiva eden q kolundaki P1-P8
palindromik komplekslerle alakali giincel tanimlamalarla ortiismektedir (Sekil 3.7).
Spermatogenetik yetmezlik iste bu palindromik zincirlerin delesyonu yoluyla ortaya
cikar (78,80,81,83,84). AZFb ve AZFc bolgelerinin daha once belirtildigi sekilde
bagimli ve uyumlu oldugunu, bu palindromik kompleksler ile gerceklestirilen ¢ok
sayidaki STS analizleri gostermistir (69,80,84). Bunun yaninda AZFb ve AZFc
bolgeleri, yaklagik 0,8 Mb biiyiikliigiindeki 4ZFa boélgesinden bagimsizdir. Buna

26



ragmen hangi genin erkek infertilitesine neden oldugu hala tam olarak
bilinmemektedir. Boyutu kii¢lik olan ve hala gosterilemeyen delesyonlarla alakali
caligmalar insanlarda spermatogenezin diizenlenmesinde gorev alan gen ailelerini ve
bunlarin herbirinin roliinii ortaya ¢ikarmistir. Yapilan analizler, azospermik
erkeklerdeki Y kromozomu iizerinde USP9Y seklinde nokta mutasyonu (de novo)
oldugunu ortaya ¢ikarmistir (69). Parakrin sistemi regiile eden otozomal genlerdeki
veya sinyal transdiiksiyonunda goérev alan protoonkogen(ler)deki bozukluklar da
infertiliteye yol agabilir (78,80,84,89).

Yapisal organizasyonu denetlemesi, evrimsel bir dagilim ile heterokromatini
olusturmasi ve tekrarlanan DNA dizileri ile alakali birtakim siniflara ait olasi rolleri
ile insan Y kromozomu ideal bir yap1 saglamaktadir. Y kromozomu; insan genis Alu
tekrarlar1 (SINE), alfoid tekrarlar, ¢esitli ek uydu zincir ailesinden olusur. Art arda
dizilmis bir durumda, Y kromozomundaki sentromere yakin bir yerde kiimelenen
alfoid zincirler diger kromozomlardakilerden kolayca ayirt edilebilir. insan genis Alu
tekrarlar1 (SINE) ile genomik konsensus sonucu ortaya ¢ikan Alu tekrarlar arasinda
¢ok az benzerlik vardir. Bununla birlikte Y LINE tekrarlar1 farkli kromozomlarda
gortlenlerle aynidir. Bu yiizden Y kromozomu Alu tekrarlar1 ve diger heteromorfik
erkek spesifik zincirler beraber evrime ugramislardir. Ayni olaylar bahse konu
edilmese dahi cinsiyetin belirlenmesi durumunda bu tip iki zincir gosterilmistir

(78,80,84,94,100).

3.8. DYZI ve DYZ2: Y Kromozomuna Ozgii Tekrarlar

Y kromozomu iizerindeki heterokromatik ve sentromerik bolgelerde biraraya
gelen tekrarlarin (alfoid) yaninda, genomik DNA’ya ait Haelll parcasinda belli
blyiikliikte (2.1 ve 3.4 kb) tekrarlayan fragmanlar da goriilmiistiir (74,100). Bu
fragmanlardan 3.4 kb’lik parcacik (DYZ! uydu fraksiyonu), pentamerik “5STTCCA3”
tekrarlara sahip siralar igerir ve Y kromozomu iizerinde bu siralarin yaklasik 800 ile
4.000 arasinda kopyasmin oldugu saptanmistir. Ancak bu kopya sayilarn ile Y
kromozomunun normal fonksiyonlar1 arasinda herhangi bir iligkinin varligi, ayrica
lireme potansiyeli, spermatogenez ve erkek fertilitesinde gorev alip almadiklar1 tam

olarak bilinmemetedir (78,80,84,100).

27



3.9. Erkek Infertilitesi ve Y Kromozomu Uzerindeki Genler

Toplam 107 gen, sitogenetik haritadaki pozisyonlari, sembolleri, takma adlari
ve giris kodlariyla beraber veri tabaninda siralanmislardir. Y kromozomunun MSY
(Y’nin erkek spesifik bolgesi) adiyla bilinen NRY’sinin (non-rekombine bolgesi)
%95’inde en az 156 transkripsiyon iinitesi vardir ve bunlarin yaris1 proteinleri
kodladigi i¢in kusku ile bakilmaktadir (101). MSY’de 11 tanesi sadece testislerde, 12’si
diger dokularda da bulunan toplam 27 ayr1 protein ve protein ailesi saptanmigtir
(69,80,84,89). Testise ait gen tekrarlar1 [otuz bes (TSPY), alti (RBMY), dort (CDY,
DAZ), i¢ (BPY2), iki (VCK, XKRY, HSFY, PRY), bir (TGIF2LY)] Y kromozomu
iizerinde mevcuttur. Sadece Y 'nin tam zincir analizi ile bu kopya sayilar1 bulunmustur
(75). Baska bir Y kromozomunda bu sayilar ayni olmayabilir. Bu tekrarli genlerin
spermatogenetik yetmezlige neden olan masif delesyonlar icerdigi ve AZF bdlgesini
iceren proksimal ve distal palindromik komplekslerde lokalize olduklar1 bulunmustur
(93). Toplamda 23 spesifik testis kopyast (777Y1-23) tanimlanmis, palindromik
kompleksle ilgili olan ve spermatogenetik yetmezlik bulunan 3,4,5,6,9,10,13 ve 14
nolu kopyalarda delesyonlar saptanmistir. Tanimlanan 23 spesifik kopyanin testise ait
oldugu kabul edilse de yakin zamanda yapilan aragtirmalarda 777Y4 testis ve prostatta;
TTTY10 fetal beyin, testis ve prostatta; 777Y14 ise fetal beyin, testis ve bobrekte
salgilandig1 bulunmustur (102). Ayrica spesifik kopyalardan 1,2,6,7,8,18,19,21 ve
22’nin kodlanmamis oldugu da gosterilmistir. Bu kopya tekrarlardan bazilarinin testise
ait oldugu ve fertiliteyi regiile etme rollerinin bulundugu, ancak bazilarinin 6nemli
biyolojik etkilerinin bulunmadig diistiniilmektedir (80,84,89).

Erkeklerin yaklasik %5-10’unda sperm tiretim defektleri vardir. Sperm {iretim
defekti olan erkeklerin ¢ogunda goriilen infertilite, bilinen sebeplere dayandirilamaz.
Germ hiicrelerinin total yokluguna veya ileri derece oligospermiye (sperm sayisi
<1x10%mL) neden olan delesyonlarm c¢ogunlugu gen haritasinda gosterilemez.
Nadiren, ileri derece oligospermiye neden olan delesyonlar erkek ¢ocuklarina aktarilir.
Bunun yaninda, delesyonlarin biiytik bir kism1 kendiliginden (de novo) gelismekte ve
infertil fenotipler herhangi bir NRY alleli ile beraber ortadan kaldirilmaktadir. Son
arastirmalar Y kromozomunun q kolunun bir ya da diger kisimlarindaki delesyonlarin
idiyopatik azospermik infertillerin %10-15’inde ve oligospermik infertillerin ise %5-
10’unda tanindigin1 gostermistir. Azospermik ve ileri derece oligospermik infertillerin
ortalama %060’1 idiyopatiktir. Y delesyonlarmin sikliginin erkek popiilasyonunda

%0,06 oldugu diisiiniilmektedir (78,84,89,94,103).
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3.10. Erkek Ureme Sistemi ile ilgili Genetik Bozukluklar
Azospermiye neden olan pekcok sebep vardir. Bu sebeplerin bazisi genetik

nedenlere bagli iken bazilar1 da hastada sonradan ortaya ¢ikabilir (104).

Tablo 3.5. Erkek infertilitesinin genetik nedenleri.

Kistik fibrozis geni mutasyonu (konjenital bilateral vas deferens

agenezisi, %2)

Usher sendromu

Tek gen defekti ile Primer siliyer diskinezi
Kartagener sendromu

olusan ve sperm

Noonan sendromu ve Myotonik Noonan sendromu
islevini ) o
distrofi Myotonik distrofi
direkt etkileyen
GnRH sentez/salinim bozuklugu
durumlar

Genetik endokrinopatiler FSH ile LH islevsel bozuklugu
Androjen tiretim/islev bozuklugu

Orak hiicreli anemi

Kallman sendromu
Gen anomalileri X kromozomu iizerindekiler ;
Androjen duyarsizlik sendromu

(%10-15)
Y kromozomu iizerindekiler (%8,2) Y kromozom mikrodelesyonlari
__ 46,XX erkek sendromu
Kromozom Seks kromozomu sayisal anomalileri
47,XYY sendromu
anomalileri (%4,3) i
Klinefelter sendromu (47,XXY)
(“05,8)

Otozomal (yapisal) kromozom bozukluklari (%1,5)

3.10.1. Kromozomal bozukluklar

Insan somatik hiicreleri normal olarak 46 kromozomlu diploid hiicrelerdir ve
bunlarin 22 ¢ifti otozomal ve 1 ¢ifti seks kromozomu olarak bilinir. Erkeklerde bu seks
kromozomu ¢ifti X ve Y diye 2 farkli kromozomdur. Sayisal ve yapisal anomaliler
diye kromozom anomalileri iki gruba ayrilir (105). Klinefelter sendromu (KS) en sik
goriilen sayisal kromozom anomalileri arasindadir. 47,XYY sendromu ve 46,XX
erkek sendromu diger sik goriilen sayisal anomalilerdir. infertil erkeklerde goriilen
seks kromozom anomalileri otozomal kromozom anomalilerinden daha sik karsimiza
cikmaktadir. Toplumun geneliyle karsilagtirildiginda kromozomal anomaliler (%0,5)
infertil erkeklerde ortalama 9%5,1 goriiliirken, azospermik erkeklerde %13,7,
oligospermiklerde ise %4,6 rapor edilmistir. Delesyon, inversiyon, duplikasyon ve

translokasyonlar ise yapisal kromozom anomalilerini olusturmaktadir (106).
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3.10.1.1. Seks kromozomu bozukluklar:

Klinefelter sendromu (47,XXY): Obstriiktif olmayan azospermi’nin (NOA) en ¢ok
(%10) goriilen genetik nedenidir (107). Parental gametlerin mayotik fazinda
ayrilmamasi olarak bilinen bu sendrom hastalarin ¢ogunda varken, mitoz sirasinda
ayrilmama diye bilinen mozaik karyotip hastalarin %10’unda gozlemlenir (Sekil 3.9)
(39). Ekstra X kromozomu anne veya babadan gelebilir. XY sperm ve baba yasinin
artmast KS’li c¢ocuk icin risk faktoriidiir. Bu karyotipteki hastalar yogun
spermatogenetik ve androjenik bozukluklar ortaya ¢iksa da ekstra X kromozomunun
subfertilite iizerine etkisi tamamen agiklanamamaktadir. 1942 yilinda Klinefelter,
infertilite, jinekomasti ve hipogonadotropik hipogonadizmden meydana gelen triadi
ilk kez gostermistir (108). Bundan sonra KS’nin pekc¢ok baska ozelligi ortaya
cikmistir. Puberte olmamasi veya gecikmesi, virilizasyonun eksik olmasi ve aniikoid
goriiniim bu anomalinin en yogun formunda goriilmektedir. Morfolojik olarak uzun
zayif viicut yapisi, kisa bir gévde ve uzun bacaklar ile dar omuzlar bu hastalarda
karakteristiktir. Puberte indiiksiyonu maksadiyla testosteron replasmani i¢in addlesan
donemde genellikle doktora giderler. Bu hastalarin disinda, androjen seviyesi puberte
icin yeterli olan ve erigkin doneme gectiginde fertilite taramasi yaptiran diger
hastalarda da KS saptanmaktadir. Bu iki grubun kiiciik boyutlu testise (testis hacmi
<8-10 mL) sahip olmalari, yiiksek gonadotropin seviyesi ve azospermi tespiti seklinde
klinik olarak ortak 6zelliklere sahip olduklar1 goriilmektedir.

Bazi hastalarda yardimci iireme metodlarina ihtiyag olmadan gebelik
olusabilse de KS hastalarinin ¢ogunda azospermi bulunmaktadir. KS’li hastalarda
santrifiije edilmis semenin yogun oligospermi veya kriptospermi bakimindan daha
dikkatlice bakilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Germinal hiicre aplazisi ile beraber
seminifer tiibiil sklerozu bu hastalardaki baskin testikiiler histoloji durumudur.
Bununla birlikte spermatogenez komplet kiiclik alanlarda goriilebilir. KS hastalarinda
%69 civarinda sperm eldesi mikrodiseksiyon gibi yeni teknikler ile basarilmaktadir
(109). Baz1 calismalarda bu hastalarin ¢ocuklarinda da KS genotipi oldugu rapor
edilmistir. Bu yiizden genetik danigma, tiim KS’1i hastalara uygulanacak cerrahi sperm
ekstraksiyonundan once, kendilerinin saglik durumlari ve c¢ocuklarina etkileri
yiiziinden saglanmalidir.

Testikiiler fonksiyonlardaki negatif etkileri yaninda KS’nin ciddi gelisimsel,
neoplastik ve metabolik etkileri de vardir. Normal populasyona goére KS’li hastalarda

meme kanseri riskinin yaklasik olarak elli kat kadar yiikselebilecegi diisiiniilmekte ve
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ekstragonadal mediastinal germ hiicre kanseri ile Non-hodgkin lenfoma riskinin de
arttigr  bildirilmektedir (110). Diabetes mellitus, hiperlipidemi, obezite ve
kardiyovaskiiler hastaliklarla birlikte goriilen metabolik sendrom hipogonadizme
dayali olarak KS’li hastalarda daha yogun goriilmekte ve kardiyovaskiiler
komplikasyonlardan 6liim ihtimali yiikselmektedir (111).

46,XX erkek sendromu: Bu sendrom seks reversal sendrom adiyla bilinir ve canli
dogumda goriilme oranmi 1/20.000-25.000°dir (112). KS ile benzer karakteristik
ozellikler kiiclik testis boyutu, jinekomasti ve azospermi iken boylar1 ortalama
erkekten daha kisadir ve kognitif fonksiyonlar1 normaldir. Hastalarin %80’inde, X
kromozomlarindan birine veya bir otozoma transloke olan Y kromozomunun p
kolunda bulunan testis determinan (SRY) geni bipotent gonadin testis yOniinde
farklilasmasina yol agmaktadir (Sekil 3.9) (39). Bu erkekler KS’li hastalarin aksine
AZFa, AZFb, AZFc bolgelerinden yoksundur ve spermatogenez olmamaktadir. Mikro-

TESE testine ragmen bu hastalarda sperm elde edilemedigi belirtilmistir.

47,XYY sendromu: Saglikli bir endokrin profilin yaninda genotip normaldir ve erkek
dogumlarinin %0,1’inde goriilmektedir. Komplet azospermi ya da oligospermi
sikdyetiyle basvurulmasina ragmen spermatogenezin biraz korundugu goriilmiistiir.
Spontan gebelik, spermatogonialarin sinirli miktarinda anormal genetik yap1 olmasi ya
da ICSI uygulanimi sonras1 dogacak ¢ocuklarda genetik defekt ihtimalinin yiiksek
olmadig1 diisiiniilmektedir. Sperm ekstraksiyonu ya da destekleyici iireme teknikleri

oncesinde bu erkeklerin genetik danismanlik almasi onerilmektedir (113).

3.10.1.2. Otozomal kromozom bozukluklar:

Delesyon, inversiyon, duplikasyon veya translokasyon yapisal kromozom
anomalileri olarak bilinir. Yapisal kromozom bozukluguna neden olan
translokasyonlar, saglikli bireylere gore infertil erkeklerde 8,5 kat, inversiyonlar 8 kat
daha sik goriiliir (114). Tastyicilar normal semen parametrelerine sahip olabilirken

translokasyon olan erkeklerde anormal spermiyogram bulgularina rastlanabilir (115).
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Normal erkek karyotipi (46, XY)

Klinefelter sendromu (46, XXY) 46, XX erkek sendromu (SRY+)
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Sekil 3.9. Infertil erkeklerde karyotip analizi ile saptanabilen cinsiyet kromozom
anomalileri (Kirmizi; Y kromozomunda yer degistiren X’e bagli psddootozomal
bolgeyi gosterir. Mavi; Y kromozomunun heterokromatik bdlgesini gosterir) (39).

3.10.2. Gen Bozukluklari

3.10.2.1. X kromozomu iizerindeki bozukluklar

Kallman sendromu: X’e bagh kalitimsal bozukluklar infertil erkeklerdeki en sik
rastlanan bozukluklardir. X kromozomunun q kolunda bulunan Ka/ (Xp22.3) geninde
goriilecek herhangi bir mutasyon GnRH’nin hipotalamustan sekresyonunu degistirir.
Anosmi, hipogonadotropik hipogonadizm ve erkek infertilitesi bu durumun klinik
yansimasi olarak meydana gelmektedir. Serum FSH ve LH seviyesi, bu bireylerde ¢cok
diisiik veya belirlenemeyecek seviyededir ve bu yiizden testesteron degerleri de yiiksek
degildir. Fenotip olarak uzun boylu olup, renal anomaliler, konjenital sagirlik,
serebellar disfonksiyon, yarik damak ve kriptorsidizm de goriilmektedir. FSH ya da
human koryonik gonadotropin (hCG) ile hormonal muamele sonrasi1 Kallman

sendromlu bir¢ok hasta fertil hale gelebilmektedir (116).

Androjen duyarsizhik sendromu: X kromozomundaki androjen reseptor genindeki
mutasyon sonucu organlar androjene duyarsiz hale gelir. Bu sendrom se¢ilmemis
infertil erkek populasyonunda %2 oranindadir. Androjen duyarsizlifinda cevapsizlik
komplet (testikiiler feminizasyon) ya da kismi olabilir. Karyotipi 46,XY olan
bireylerdeki komplet tip androjen duyarsizligi, intraabdominal testisli ve fenotipik
olarak disi bireylere yol acar. Internal duktal gelisim ve beraberinde eksternal
genitallerin degisken androjenizasyonu sonucunda goriilen genis dagilimdaki fenotip,
kismi duyarsizlikta goriilmektedir. Sik goriilen anomaliler arasinda ambigius genitalia,

mikropenis ve hipospadias yer almaktadir. Puberte evresinde gonadlarda %10-22
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oraninda gonadoblastoma olusma riski sebebiyle gonadektomi tavsiye edilmektedir

(117).

3.10.2.2. Y kromozomu iizerindeki bozukluklar

Y kromozomu mikrodelesyonu: Bu mikrodelesyonun arastirilmasi endikasyonu;
non-obstriiktif ve agir azospermisi (sperm sayisi <5 milyon/mL) olan infertil erkeklere
genetik danismanlik saglamaktir. Normal molekiiler yapisini koruyan Y kromozomu,
sperm iiretimi ve gonadal gelisim bakimindan kritik 6nem tasir. 60 milyon baz ¢ifti ile
Y kromozomu akrosentriktir. Y kromozomu; Yq’nun proksimal parcasi, Yp ve
sentromeri igeren Okromatik kistm ve Yq’nun distal parcasindan olusan
heterokromatik bolge diye iki dnemli bolgeye sahiptir. Okromatik bdlge normal
spermatogenezin olmasi i¢in ¢ok dnemli genetik lokuslara sahip iken distal Yq’nun
transkripsiyonel fonksiyonu yoktur. SRY Yp iizerinde bulunur ve embriyonik sathada

gonadlarin testis yoniinde gelismesini saglar (118).

PAR1 Sentromer PAR2

QI e D -

I g

AZFa AZEb AZEe N AZFd

Sekil 3.10. Y kromozomu ve Azospermi faktor (AZF) bolgesi (39).

Spermatogenezin olmamasi, Y kromozomu iizerindeki kritik bdlgelerdeki
delesyonlar ya da mutasyonlar sebebiyle olabilir. AZF olarak adlandirilan Yp lizerinde
bir bolgenin normal spermatogenezde kritik etkisi oldugu infertil erkekler iizerinde
yapilan ¢alismalarda belirtilmistir (95).

AZFb ve AZFc en sik goriilen delesyon tipleridir. AZF bolgesindeki delesyon
tipleri ile bunlarin gériilme oranlar1 Tablo 3.6’da verilmistir (119).

Y kromozomundaki mikrodelesyonlarin AZFa, AZFb ve AZFc diye 3 bolgede
meydana geldigi kromozomal molekiiler haritalama metotlarinin gelismesi ile ortaya
cikarildi (95). 4.800 infertil erkekte gerceklestirilen bir meta-analizde, Y kromozom
mutasyonlari agisindan tarama yapildi ve erkek infertillerin %8,2’si ile fertil erkeklerin
%0,4’tinlin AZF"nin bir veya daha ¢ok bdlgesinde delesyon igerdigi rapor edilmistir
(120). Bu meta-analizde, Y mikrodelesyonlu vakalarda AZFa+b+c %4, AZFa %S5,
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AZFb+c %8, AZFb %16, AZFc %60 ve AZF dis1 delesyonlar %6 oraninda
saptanmistir. AZFa bolgesinde DBY adiyla bilinen DDX3Y ile USP9Y genlerinin
spermatogenezde kritik rol oynadiklar1 gosterilmistir (121). Testis histolojisinde 4AZFa
mikrodelesyonu nedeniyle germ hiicre aplazisi tespit edildiginden ve mevcut literatiir
bilgisine bakildiginda sperm bulma sansinin ¢ok diisiik olmasi yiiziinden bu olgularda
testisten sperm alma operasyonlari tavsiye edilmemektedir (122). AZFb’de lokalize
olan mikrodelesyonlar 4ZFa bolgesindeki kadar sik goriilmez ve diger lokuslardaki

delesyonlarla beraber saptandiginda testiste sperm bulunamaz (123).

Tablo 3.6. AZF geni mikrodelesyonlarinin siklig1 ile yol agtiklar1 patolojiler.

Delesyon Patolojinin Yeri Oran (%)
AZFa Spermin olgunlasmasindaki protein kodlanmasi 3
AZFb Spermin olgunlagsmasindaki protein kodlanmasi 9
AZFc Spermatogenezdeki mRNA nin kodlanmasi 79
AZFb+c mRNA kodlanmas1 + Olgunlagma bozuklugu 6
AZFa+b+c mRNA kodlanmas1 + Olgunlagma bozuklugu 3

Azospermik vakalarin %13’iinde ve ileri derece oligospermik vakalarin
%6’sinda rastlanan AZFc mikrodelesyonlar1 en ¢ok karsilagilan delesyonlardir. RNA
baglayici proteini kodlayan ve spermatogoniada primer goriillen ‘Deleted in
Azoospermia (DAZ)’ geni AZFc bolgesinde bulunur (124). Yapilan bir arastirmada,
AZFb ile AZFc arasinda AZFd geni oldugu gosterilmistir (98). Bununla birlikte Y
kromozomu mikrodelesyonlarinin ¢alisildigi  bircok arastirmada bu bolge
bulunamamistir  (91). Testisten sperm eldesi bakimindan izole AZFc
mikrodelesyonlari, azospermik hastalarin %50’sinden fazlasinda daha iyi prognoz
gostermektedir (125). Sperm alma yontemi ve ICSI uygulamasi dncesinde ciftlerin
genetik danigmanliga basvurmalari, Y kromozomu mikrodelesyonlar1 infertilite
disinda direkt saglik problemlerine sebep olmasa da tavsiye edilir. Bu ¢iftler normal
fenotipli erkek ¢ocuklara sahip olurlar, ancak Y kromozomu delesyonlu babadan gelen

spermden otiirii yetiskin donemde benzer fertilite problemine sahip olacaklardir.
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3.10.3. Sperm islevlerini direkt etkileyen ve tek gen defekti ile olusan sendromlar
3.10.3.1. Konjenital bilateral vas deferens yoklugu

Konjenital bilateral vas deferens yoklugu (CBAVD), klinikte en agir formu
kistik fibrozis (CF) hastalig1 olan kistik fibrozis transmembran konduktans regiilator
(CFTR) fonksiyon bozuklugunun en hafif formudur. CF otozomal resesif gecis
gosteren konjenital bir hastalik olarak bilinir ve CFTR genindeki mutasyonlara gore
ortaya ¢ikar. Epididimden itibaren spermatik kord ve seminal vezikiillerin olusumu bu
mutasyon ile engellenir. Azospermili erkeklerin %1,4’{inde goriilen spermatik kord
agenezili hastalarin %85’inde CF geninde mutasyon saptanmistir (126).

Tek tarafli veya iki tarafli vas deferens agenezisi, normal vas deferensin
skrotum cildinden palpasyonla ¢ok rahatlikla hissedilmesinden dolay1 sadece skrotal
muayene vasitasiyla anlasilabilir. Azospermi ve beraberinde vezikiilo seminalis
yoklugu, ejakiilatin voliimiinii ¢ok diisiiriir (0,5 mL) ve asidik semenin pH’s1 (6,5) ile
karakterizedir. Bu hastalarda %40 oraninda bobrek anomalisi goriilebildiginden renal
agenezi bakimindan arastirilmalidir. Bu hastalardan sperm elde edilmesi,
spermatogenez ¢cogunlukla normal oldugundan perkiitan veya acgik cerrahi metotlarla

kaput epididimden ya da testisten olabilir (127).

3.10.3.2. Primer siliyer diskinezi
Siliyali hiicrelerdeki aksonem defektlerini kapsayan ¢ok sayida sendrom

saptanmistir. Bu konudaki en iyi bilinenler Kartagener ve Usher sendromlaridir (128).

Kartagener sendromu: Primer siliyer diskinezi, flagellum ve sperm motilitesi
yanisira tiim solunum yollar1 ve siniis ylizeylerini etkileyen ultrastriiktiirel anomalileri
de kapsayan bir sendromdur. Doktora basvuran hastalarda ilk sikayet nadiren
infertilitedir. Bu hastalarin ¢ocukluk donemi boyunca, iist solunum yollar1 ve
siniislerdeki mukus hareketinin bozulmas1 nedeniyle bronsiektazi ve siniizit
infertiliteden daha sik gelismektedir. Kartagener sendromunun ii¢ ana komponenti;
sitiis inversus, diisiik motiliteli veya hareketsiz spermler, bronsiektazi ve kronik bronsit

ile birlikte goriilen infertilitedir (128).

Usher sendromu: Retinadaki fotoreseptorler ile odyovestibiiler organlarin siliyer
defektine bagli gelisen retinitis pigmentosa ve sagirlik ortaya ¢ikar. Sperm

motilitesinin bozulmasi nedeniyle de infertilite gelisir.
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3.10.3.3. Noonan sendromu ile myotonik distrofi

Myotonik distrofi: Otozomal dominant gecislidir. Yetiskinlikte en sik goriilen
goriilen miiskiiler distrofi ile atrofi nedenidir. Endokrinopati ile katarakt birlikte
seyreder. On dokuzuncu kromozomdaki serin-treonin-kinaz proteini genindeki CTG
triniikleotidinin artmasi ile karakterizedir. Erkek infertilitesi, vakalarin %30’unda
seminifer tiibiillerde hasar, sperm kapasitasyon bozuklugu ve akrozom kaybi sonucu

olusurken %80’inde atrofik testis nedeniyle goriiliir (129).

Noonan sendromu: Bir¢ok ortak 6zellik yiliziinden otozomal dominant gegisli olan
Noonan sendromu (NS), erkek Turner sendromu adiyla da bilinir. NS’de disi Turner
sendromunun (71) tersine, normal 46,XY karyotipi goriilir ve kalitim otozomal
dominanttir. En belirgin 6zellikleri yele boyun, kisa yapi, diisiik ense ¢izgisi, kubitus
valgus, pulmoner stenoz, hipertrofik kardiyomyopati ve pitozisdir. Fertilite normal
olsa da bu erkeklerin %77 sinde kriptorsidizm ve bununla baglantili sekilde

spermatogenez bozukluguyla artmis gonadotropin seviyeleri belirlenmektedir (130).

3.10.3.4. Genetik endokrinopatiler

GnRH’nin sentez ya da sekresyon bozukluklar: Idiopatik hipogonadotropik
hipogonadizm (IHH), GnRH’nin normal olmayan sentez ve salinimi ya da GnRH’ nin
salmimi sonrast FSH ve LH’nin anatomik nedene dayanmayan diisiik diizeydeki
salinimui ile gelisen bozukluklar olarak bilinir. Androjen iiretimi ve spermatogenez,
gonadotropinler normal seviyelerde degilse yetersizdir. Bu gruba dahil olan ve IHH
ile karakterize iki hastalik; Kallman ve Prader Willi sendromlari’dir. Prader Willi
sendromunda; kriptorsidizm, obezite, hafif veya orta dereceli mental gerilik goriiliir.
15. kromozom kisa kolunda goriilen mutasyon ya da delesyon (15q11q13) erkege
babasindan aktarilir veya nadirde olsa bu lokusun 2 kromozomal kopyasi erkege
annesinden de gecebilir. Tedavi i¢in hastalara folikiil stimiile edici hormonu (FSH) ve

human koryonik gonadotropini (hCG) vermek gereklidir (4).

FSH ve LH fonksiyon bozukluklari: Hipofizden salgilanan her iki hormondan
LH’nin inaktiflesmesine sebep olan mutasyonlar basta virilizasyon bozukluguna yol
acar. LH  reseptorlerindeki ~ mutasyonlar  psddopuberte  prekoks  ve
psddohermafroditizm seklinde karsimiza ¢ikar. FSH reseptorlerindeki mutasyonlar

daha az goriiliir (128).
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Androjen sentez ve fonksiyon bozukluklari: Androjen iiretiminde rol oynayan
enzimlerdeki mutasyonlar infertiliteye yol acar. Uretimde rol alan toplam 5 enzimin
kolesterolden testosteron sentezi yapilabilmesi ic¢in diizenli olarak islevsel olmasi
gerekir. Sentezde ihtiya¢ duyulan ilk {i¢ enzimin fonksiyon bozukluguna sebep olan
mutasyon konjenital adrenal hiperplazi seklinde goriiliir ve bu olgularda
kortikosteroidler, mineralokortikoidler ve androjenlerin sentezlenmemesi nedeniyle
virilizasyon bozulur ve infertilite goriiliir. Uretimde gorevli son iki enzimdeki
mutasyon ise psddohermafroditizm veya kriptorsidizm (inmemis testis) ile birlikte
feminizan dig genitallere yol agar. Testosteron-dihidrotestosteron doniisiimii igin
gerekli 5-alfa rediiktaz enziminde bozukluklara sebep olan mutasyon dis genital
gelisiminde olumsuz etki yapar. Sperm saliniminda bozukluk mevcuttur. Ayrica
androjen reseptor genindeki mutasyon, virilizasyon bozuklugu ile karsimiza ¢ikan bir
diger infertilite nedenidir. Bu bozukluklar androjen insensitivite (duyarsizlik)

sendromlari olarak adlandirilir (131).

3.10.3.5. Orak hiicreli anemi

Otozomal resesif gecis gosterir ve hemoglobinopatiler icerisinde en sik
goriileni ve en karakteristik olanidir. Hemoglobinler globin zinciri kodlayici genin
mutasyonu sebebiyle orak bigimindedir. 11. kromozomda yer alan gendeki zincirin 6.
pozisyonundaki valin aminoasidinin glutamin ile yer degistirmesi sonucu hastalik
meydana gelir. Hipotalamo-hipofizer bozukluklar, testikiiler fonksiyon bozuklugu ve
fazla miktarda kan transfiizyonu yapilmasi ile demirin gonadlarda birikmesi

sonucunda klinik tablo meydana gelmektedir (132).

3.11. Genetik Damismanhk

Genetik danigsmanlik, bireyin kendisinde veya aile fertlerinden birisinde
olusabilecek genetik hastaliklar ile ilgili problemleri inceleyen iletisim siireci olarak
Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan tanimlanmistir. Genetik hastalig1 olan veya
hastalik gelisme riski altindaki ailelerin veya fertlerin hastalik ile ilgili bilgi
edinebilmesi ve elde ettigi bilgiler dogrultusunda karar verebilmesi egitimsel
danigmanlik hizmeti ile olur. Genetik danigmanlik, ilgili konuda uzmanlagmis
doktorlar tarafindan verilmelidir. Bilinen en yliksek genetik risklere sahip bireyler,
genetik danismanlik alan hastalar icerisinde yardimci ireme metodlar1 uygulanacak

eslerdir. Dolayisiyla genetik danigmanlik hizmeti alma ihtiyaglar1 agiktir.
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Infertil erkeklerde kromozom anomalilerine daha sik rastlanmaktadir. Bundan
dolay1 periferik kan 6rneginde yapilacak kromozom analizi infertil erkeklerde rutin
uygulanmalidir. Genetik danigmanlik kromozom anomalileri ile ilgili verilmeli ve
dogacak bebeklerde ortaya c¢ikabilecek risklerin aileye kesinlikle sOylenmesi
gerekmektedir. Verilen damismanlik hizmeti tarafsiz olmali ve yapilan goriismeler
sonucunda ICSI ya da IVF (in-vitro fertilizasyon) yaptirmaya karar verebilecek
diizeyde bilgilendirilmelidir (133).

Eger erkek dengeli otozomal anomaliye sahip ise, gebe kalma basarisinin
diisebilecegi ve diisiik riskinin ytikselebilecegi ¢iftlere bildirilmelidir. Ayrica fetusta
goriilecek kromozom anomalisinden dolayr mental retardasyon, ¢oklu konjenital
anomali, yasam siiresinde kisalma ile sonuglanabilecegi ya da fetusun tamamen
normal veya babasina benzer kromozom yapisina sahip olabilecegi ihtimali de aileye
sOylenmelidir.

Eger erkek sadece cinsiyet kromozomlarinda yapisal anomaliye sahip ise,
infertilite ile olugabilecek bozukluklar ve malformasyonlarin sonraki nesile aktarilma
olasih@ daha yiiksektir. Infertil erkek kromozomal andploidiye sahip ise, ICSI
uygulamasindaki basariin degisebilecegi, andploidisini ¢ocuklarina aktarabilecegi ve
diisiik yapma riski hakkinda da eslere bilgi verilmelidir. Prenatal tani, intrastoplazmik
sperm injeksiyonu ile olusacak bir gebelikte kesinlikle tavsiye edilmelidir. FISH
metoduyla embriyo taramasi yapildiginda preimplantasyon tanida sanslari oldugu
aileye bildirilmelidir. Ayrica ICSI i¢in donor kullanilarak yapilacak inseminasyon
sans1 da aileye taninabilir.

ICSI uygulanmis fertlerin ¢ocuklarinda erkek infertilitesi sebebiyle cinsiyet
kromozom andploidi insidans1 hafifce (%1) artmaktadir. Bu insidans normal
populasyonda %0,14-0,19 oranindadir. Ikinci trimesterde yapilan amniyosentezle elde
edilecek genel %0,5’lik riske oranla %1’lik bu risk daha yiiksektir. Erkek birey
infertilitesi sonucunda ICSI uygulanmas1 sonucu gelisen gebeliklerde prenatal taniyi
tavsiye etmek akla yatkindir. ICSI, diger bir kromozom anomalisi ya da ailevi bir
genetik faktor yoksa konjenital malformasyonlar bakimindan ekstra risk olusturmaz

(133).
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4. GEREC ve YONTEM
4.1. Calisma Alam

Ocak 2007 ile Aralik 2019 tarihleri arasinda Dicle Universitesi Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali’na infertilite nedeniyle yonlendirilen erkek olgularin sitogenetik analiz
sonuglar1 retrospektif degerlendirildi.

Anabilim Dali’nin genetik tan1 laboratuvarinda, calismaya dahil edilen her olgu
icin aile bilgisini kapsayan pedigriler olusturuldu. Yapilan pedigri analizi ile calismaya
dahil edilen fertlerin cinsiyet, yas, akraba evliligi olup olmadigi, sigara, alkol ve ilag

kullanip kullanmadig1 gibi kriterler degerlendirildi.

4.2. Toplanan Materyaller
Calismanizda Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim
Dali’na bagl sitogenetik laboratuvarina infertilite 6n tanisi ile yonlendirilen erkek

olgularin periferik vendz kanlar1 toplandi ve karyotip analizi yapildi.

4.3. Kullanilan Kimyasallar
1- Colcemide solution (Biological Industries, 816646)
2- F10 nutrient mixture (HAM with L-Glutamine) (Biologicial Industries, 752348)
3- Fetal bovine serumu (Gibco 41G957P)
4- Acetic acid (Glacial) (Riedel-de Haen)
5- Phytohemagglutinin M (PHA-M)
6- Xylol (Merck)
7- Methanol (Riedel-de Haen)
8- Heparin
9- Giemsa stain (Sigma)
10- Ethanol absolute (Riedel-de Haen)
11- Penicillin-Streptomycine solution (Biological Industries, 722867)
12- Trypsin-EDTA solution C (Biological industries, 814619)
13- Izotonik soliisyon
14- Potassium phospate monobasic (KH2PO.)
15- Sodium phosphate dibasic anhydrous (Na2HPO4,H-0)
16- KCI
17- L-Glutamin soliisyonu (Biological Industries, 746245)
18- Steril distile su
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4.4. Kullanilan Soliisyonlar
1- Hipotonik soliisyon (0,075 M KCl) (5,6 gr KCI + 1000 mL steril distile su)
2- Kolsisin (colchicine) soliisyonu (100 mL triple distile su + 40 mg colchicine)
3- Penicilline soltisyonu (10 mL steril distile su + 1.000.000 U Penicilline-G
Potassium)
4- Tespit (Fiksatif) soliisyonu (1 kisim acetic acit glacial + 3 kisim metanol)
5- Fitohemaglutinin soliisyonu (5 mg Phytohemagglutinine M Bacto (Difco) + 5
mL steril distile su)
6- Streptomycine soliisyonu (10 mL steril triple distile su + 1 gr streptomycine
siilfate)
7- Soransan tamponu (a ve b soliisyonlar1 karistirilip pH=6.8’¢ esitlendi):
a- 11,88 g Na-HPO4 + 1000 mL distile su
b- 9,08 g KH2PO4 + 1000 mL disitile su
8- Giemsa boyasi (95 mL distile su + 5 mL Giemsa stok soliisyonu)

9- Serum soliisyonu (30 mL steril distile su + TC fetal calf serum dessicated)

4.5. Kullanilan Cihazlar ile Gerecler
1- Etiuv
2- Santrifiij cihazi
3- Distile su cihazi
4- Kuru hava sterilizatorii
5- Elektronik hassas terazi
6- Mikrofotografi aygiti
7- Degisik ¢apta enjektorler ve pipetler
8- Mikroskop
9- Dikey sale
10- Degisik ebatta steril plastik santrifiij tiipii
11- Lam ve lamel
12- Meziir
13- Vorteks cihazi
14- pH metre
15- Mikropipet
16- Buzdolab1
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Listedekiler haricinde laboratuvarda mevcut malzemeler ile gereglerden

yararlanildi ve gerekli ortam kosullar1 olusturuldu.

4.6. Kiiltiir Vasati
Toplanan periferik vendz kanlarin kiiltiirtinde gerekli soliisyonlar:
1- Fetal calf serum
2- Besiyeri ortami1 (F10 (HAM) nutrient mixture)
3- Penisilin soliisyonu
4- Streptomisin soliisyonu

5- PHA (Phytohemagglutinin)

4.7. Periferik Venoz Kandan Kromozomlarin Ayristirilmasi
Calismamizda kromozomlarin periferik vendz kandan ayristirilmasinda

modifiye edilmis makrokiiltiir teknigi ile lenfosit hiicre kiiltiirli metodu uygulandi.
Calismamizin asamalar1 asagida sunulmustur:

1- Steril sartlarda s1v1 besiyeri vasatinin 5 mL’si steril kiiltiir tiiplerine dolduruldu.

2- Heparinlenmis enjektorle alinan periferik vendz kanlar kiiltiir tliplerine 0,25
mL eklendi.

3- Aynu kiiltiir tliplerine fitohemaglutininden 0,1 mL eklenip tiip agz1 bek alevine
tutularak kapatildiktan sonra 72 saat boyunca etiivde inkiibasyona birakildu.

4- Inkiibasyona basladiktan 70 saat 45 dakika sonra kiiltiir tiiplerine 0,1 mL
colcemid eklendi ve etiive tekrar birakildi.

5- Inkiibasyon tamamlaninca (toplam 72 saat) etiivden alman kiiltiir tiipleri
vorteksle karistirildiktan sonra 10 dakika siiresince 1400 rpm’de santrifiij edildi.

6- Ustte kalan supernatant at1lda.

7- Geriye kalan pellet vortekslenerek hipotonik soliisyondan 10 mL tiiplere
eklenip 10 dakika boyunca etiivde yine inkiibe edildi.

8- Inkiibasyon sonras1 etiivden cikarilan tiipler 10 dakika boyunca 1200 rpm’de
santrifiij edildi.

9- Ustteki siipernatant atildi.

10- Geriye kalan pellet yine vortekslenerek yikama islemi i¢in fiksatiften tiiplere
10 mL eklendi.

11- Fiksatif kullanilarak yapilan yikama arka arkaya 3 kez tekrarlandi. Her

yikamayi takiben yapilan santrifiij sonrasi Ustteki siipernatant atildi.
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12- Son santrifiij isleminden sonra tiiplerin iist kisminda kalan supernatant
atildiktan sonra geriye yaklasik 0,5 mL pellet birakildi.

13- Dipteki pellet iyice karistirildi. Alkol icinde bekletilerek temizlenen lamlarin
izerine 30 cm yiiksekten 2-3 damla birakilarak yayma preparat hazirlandu.

14- Hazirlanan preparatlar 3 giin boyunca etiivde 37°C’de bekletilerek hem
kurutuldu hem de yaslandirildi.

4.8. Preperatlarin Boyanmasi

Preparatlar kurutulup yaslandirildiktan sonra 15-30 saniye siiresince tripsin
cozeltisinde bekletildi. Preparatlar 2 kez distile su dokiilerek yikandiktan sonra %5
Giemsa boyasinda 5 dak. boyunca tutuldu. Ardindan iki kez daha distile su ile

calkalanarak kurutuldu.

4.9. Preperatlarin Degerlendirilmesi

Hazirlanan boyali preparatlarin degerlendirilmesi mikroskop altinda inceleme
seklinde yapildi. Once 10X biiyiitmeli objektif kullanilarak boyamasi ve goriintiisii
uygun olan preparatlar belirlendi. Sonra 100X immersiyon objektifi kullanilarak
mikroskop bakis1 tamamlandi ve uygun metefaz preparatlar1 saptandi.

International System For Human Cytogenetic Nomenculature (ISCN) 1999-
2020 kullanilarak yapilan analiz sonuglar1 rapor edildi. Her bir hasta 6rnegi igin

kromozom analizi amaciyla 20 metafaz plagi incelendi.

4.10. PCR Analizi
4.10.1. Multipleks PCR c¢alisma dongiileri

1. 94°C 5 dakika 1 dongii
2. 94°C 40 saniye 40 dongl
3. 72°C 40 saniye 40 dongii
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Tablo 4.1. Multipleks PCR III karigima.

Kimyasal madde
PCR buffer (10X)
|[INTPs (2 mM)
MgClL (25 mM)
sY 127 Sol
sY127 Sag
sY81 Sol
sY81 Sag
sY 145 Sol
sY 145 Sag
Taq DNA polimeraz
Template DNA
Sd H,O

Final hacim

Hacim (nL)

5
5
4

0,3

26,7
50

Tablo 4.2. Multipleks PCR 1V karigimi.

Kimyasal madde
PCR buffer (10X)
|[INTPs (2 mM)
MgClL (25 mM)
sY 84 Sol
sY 84 Sag
BPY2 Sol
BPY2 Sag
sY255 Sol
sY255 Sag
Taq DNA polymerase
Template DNA
Sd H>O

Final hacim

Hacim (nL)
5
5
4

0,3

26,7
50

43




Tablo 4.3. Multipleks PCR V karisimi.

Kimyasal madde Hacim (nL)

PCR buffer (10X) 5
|[dNTPs (2 mM) 5
MgCl (25 mM) 4
sY 84 Sol 1
sY 84 Sag 1
Taq DNA polimeraz 0,3
Template DNA 3
Sd H.O 30,7

Final hacim 50

4.11. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR c¢alismasi tamamlaninca elde edilen spesifik amplifikasyonlar ve PCR
artefaktlarinin kontrolii i¢in agaroz jel elektroforezi uygulandi. Amplifikasyonlar i¢in
%1°lik agaroz jel hazirlanarak 6rnekler elektroforez islemine alindi. %1°lik agaroz jel
elde etmek icin beherdeki 100 mL H>O igerisine 1 gram agaroz jel karigtirildi.
Hazirlanan karisitm manyetik karistirici tagiyan 1sitict  kullanilarak kaynatildi.
Kaynatilan H,O ve agaroz jel karigiminin sicakligi 50-55°C’ye diistirtiliip igerisine 1
mg/uL konsantrasyonda etidyum bromid eklendi. Soguyan agaroz jel, 6zel jel tabagina
dokiildii. Elektroforez oncesi elektroforez tanki, taraklar ve yatak iyice temizlendi.
Beng iizerinde elektroforez tankinin denge ayarlamasi yapildi. Dondurulan jel
elektroforez tanki icine birakildi. Elektroforez tankinin icerisine elektroforez
tamponundan (1X TBE) bosaltildi. Hazirlanan PCR fiirtinleri (8 pL) ylikleme
tamponuyla (2 uL) karistirilip jel lizerindeki kuyucuklara birakildi. Hazirlanan her
jelin kuyucuklarindan birine 100 b¢ size marker kontrol amacli yiiklendi. Boylece
yiikkleme islemi tamamlanmis oldu. Elektroforez tanki {izerine elektrotlar yerlestirilip
ornekler 30-45 dakika 80-100 Volt elektrige maruz birakilarak jel tizerinde yiiriitiildii.
Yiirlitme sonrasi agaroz jel UV transilluminator ile incelenip amplifikasyon basarisi

kontrol edildi ve jel fotograflandi.
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Tablo 4.4. Kullanilan PCR primerlerine ait diziler.

Primer Ad1 Primer dizisi Baz ¢ifti
Bolge
(Lokus/STS) Sol Sag (bp)
5’ TCA TAC AAT CCA ATT GTA 5’ TTC TAT CCC TCG GGC
CDY 132 AZFc
CTG G-3’ TGA GCT C-3°
5’ CAG CGT ATC ATA GAA AAT 5 AGT ACTTTATTT GCA
BPY2 142 AZFc
GT-3’ GGT TCT G-3’
5’ ATG CACTTC AGA GAT ACG 5’ CCT CTCTCC ACA AAA
RBM1 800 AZFb
G-3’ CCA ACA-3
5 AGG CAC TGG TCA GAATGA 5 AAT GGA AAATAC AGC
sY81 200 AZFa
AG-3’ TCC CC-3°
5’ ATC CTG CCC TTC TGA ATC 5’ CAG TGT CCA CTG ATG
sY82 280 AZFa
TC-3’ GAT GA-3’
5" AGA AGG GTC TGA AAG CAG 5 GCCTACTACCTG GAG
sY 84 295 AZFa
GT-3° GCT TC-3°
5’ GGC TCA CAA ACG AAA AGA 5°CTG CAG GCA GTA ATA
sY127 282 AZFb
AA-3’ AGG GA-3°
5> AGC TTC TAT TCG AGG GCT 5’ CTC TCT GCA ATC CCT
sY 142 182 AZFb
TC-3 GAC AT-3’
5" AAT GTG CCC ACA CAG AGT 5 TGG AAG ACC AGG ATT
sY164 590 AZFb
TC-3 TCA TG-3
5’ CAA CAC AAA AAC ACT CAT 5 TTG AGA ATA ATT GTA
sY 145 125 AZFd
ATA CTC G-3° TGT TAC GGG-3
5’ AAG ACA GTC TGC CAT GTT 5’ ACA GGA GGG TACTTA
sY152 120 AZFd
TCA-3’ GCA GT-3’
5’ GCATCC TCATTT TAT GTC 5’ CAA CCC AAA AGC ACT
sY153 135 AZFd
CA-3 GAG TA-3’
V254 5’ GGG TGT TAC CAG AAG GCA 5 GAACCGTAT CTA CCA 350 AZFc
s
AA-3’ AAG CAGC-3° 380 DAZ1
V55 5’ GTT ACA GGA TTC GGC GTG 5’ CTC GTC ATG TGC AGC 190 AZFc
s
AT-3’ CAC-3’ DAZ2
V277 5’ GGG TTT TGC CTG CAT ACG 5’CCT AAA AGC AAT TCT 275 AZFc
s
TAA TTA-3’ AAA CCT CCA G-3° DAZ3
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5. BULGULAR

Calismamiz kapsaminda Ocak 2007-Aralik 2019 tarihleri arasinda primer
infertilite 6n tanis1 alan 309 erkek olguya ait dosya kayitlar1 geriye doniik olarak
incelenmistir. Calismaya dahil edilen olgular, Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi
Arastirma Hastanesi ile Diyarbakir il merkezi ve ¢evre illerdeki hastanelerden Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali’na sevk edilen hastalardir.

Erkek infertil olgularin degerlendirilmesinde sitogenetik incelemeler yapildi.
Hastalarin karyotip analizi, periferik vendz kan 6rneklerinden lenfosit kiiltiir inceleme
yontemleri  kullanilarak  incelendi. Y  kromozomu  {izerinde  bulunan
mikrodelesyonlarin saptanmasinda kan numunelerinden DNA ayristirilmis olup
multipleks PCR metodu calisildi. Bu sonuglar anamnez ve pedigri sonuglari goz

Oniinde bulundurularak incelendi.

5.1. Molekiiler ve Sitogenetik Bulgular

Calismamizdaki 309 olgudan 229’unun (%74,1) normal karyotipe (46,XY)
sahip oldugu gozlenirken, 80’inde (%25,9) ise sayisal ve yapisal anomaliye sahip
oldugu saptanmistir. Calismamizdaki kromozomal bozulukluklar Tablo 5.1 ve Tablo
5.2’de Ozetlenmistir. Kromozomal anmalisi olan 80 olgudan 46’sinda Klinefelter
sendromu, ikisinde 46,XX (male) erkek sendrom, bir tanesinde 45,X (aspermi)
saptanirken 31 olgunun translokasyon tasiyicisi oldugu belirlendi. KS tanisi olan
olgularin tamaminda azospermi saptanmis olup, yapisal anomalili olgularda ise

azospermi, oligospermi veya oligoastenospermi tespit edilmistir.

Tablo 5.1. Anormal karyotip saptanan 49 sayisal anomalili infertil bireylerdeki
kromozom diizensizlikleri.

n Karyotip

2 46, XX (male)

1 45, X
43 47, XXY

1 47, XXY (mozaik)

1 47, XXY 9gh+, 22ps+
1 47, XXY INV(9)(pl1ql3)
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Tablo 5.2. Yapisal kromozomal anomali saptanan 31 olgunun karyotip dagilima.

n Karyotip
1 46, XY 9inv

1 46, XY 1gh+, 9gh+
1 46, XY, 9gh+(X2)

1 46, XY 15ps+

1 46, XY 9gh+, 15ps+
1 46, XY 13ps+

1 46, XY del(1)

4 46, XY 1gh+

2 46, XY 13ps+

1 46, XY 1gh+, 9ps+
4 46, XY 1gh+, 9gh+
1

1

1

1

1

1

1

2

1

1

1

46, XY 22pst
46, XY inv(9)(p12ql2)
46, XY inv(9)(q21p21)
46, XY (9gh+), (X2)
46, XY inv(9)(p13ql3)
46, X del(y)(pter-q12:)
46, XY 14pst, 16gh+
46, XY inv(9)(p13ql3)
46, XY 22ps+
46, XY 15ps+
46, XY lgh+, inv(9)(p13q13)
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Sekil 5.1. Klinefelter sendromunun karyotipi.
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Seks kromozomlarinda anomalisi olan hastalarin tamaminda azospermi
saptanirken, yapisal otozomal anomali bulunan hastalarda oligospermi ve
oligoastenospermi tespit edilmistir.

Bu ¢aligmadaki 309 hastalarin spermiyogram incelemesinde; 275 (%89)
azospermi, 21 (%6,8) oligospermi ve 13 (%4,2) oligoastenospermi saptanmistir (Tablo
5.3). Azospermik olgularin 15’inde (%4,9), oligoasteonospermik olgularin ise sadece
%1’inde (%0,3) Y kromozom mikrodelesyonu tespit edilmistir. Azospermi olan
hastalarda Y kromozom mikrodelesyonu %5,5 oraninda, toplam hastalarda ise %4,9
oraninda saptanmistir. Azospermi olan 275 hastanin 15’inde (%S5,5) ve 13
oligoastenospermik hastanin 1’inde (%7,7) Y kromozom anomalisi tespit edilirken,
oligospermik hastalarda ise bulunamamistir. Y kromozom delesyonu ve sayisal
anomali birlikteligi ise tespit edilmemistir.

275 azospermik olgunun 15’inde (%S5,5) ve 13 oligoastenospermik olgunun
I’inde (%7,7) Y kromozom mikrodelesyonu ve karyotip gozlenmisken, 21
oligospermik olgunun hicbirinde Y kromozom delesyonu ve karyotip analiz

incelemesi bakimindan bir genetik defekt saptanmamugtir (Tablo 5.3).

Tablo 5.3. Sperm sayisina gore hastalarda saptanan Y kromozom delesyonu ve sayisal
kromozomal anomalilerinin oranlari.

Spermiyogram n (%) Y kromozom Sayisal Toplam
sonucu delesyonun (%) kromozomal n (%)
anomali n (%)
Azospermi 275 (89) 15 (4,9) 47 (15,2) 78 (25,2)
Oligospermi 21 (6,8) - 2 (0,6) 2(0,7)
Oligoastenospermi 13 (4,2) 1(0,3) - -
Toplam 309 16 (5,2) 49 (15,8) 80 (25,9)

Calismamizdaki tiim olgularin yas ortalamalart 30,93 + 5,87 yil (18-58 yas
aralig1) olarak bulunmustur. Hastalarin ortalama infertilite siiresi 5,58 + 5,08 y1l olarak

saptanmistir (Tablo 5.4).

Tablo 5.4. Hastalarin infertilite siiresi ve ortalama yas degerleri.

Ortalama Standart Minimum Maksimum
Yas (yil) 30,93 5,87 18 58
Infertilite siiresi 5,58 5,08 2 25
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Tablo 5.5. Akraba evliligi ile
(Ki-kare testi).

anormal karyotip arasinda iliskinin degerlendirilmesi

Anormal karyotip

Akraba Evliligi p degeri
Var Yok
Var 20 69
0,845
Yok 47 172

Calismamizda akraba evliligi ile anormal karyotip arasinda anlamli bir iligki

saptanmamustir (p=0,845).

Olgularm infertilite etiyolojilerine gore dagilimi Tablo 5.6’da gdsterilmistir.

Tablo 5.6. Hastalarin infertilite etiyolojileri.

Etiyoloji n (%)
Idiyopatik 273 88,4
Varikosel 35 11,3
Enfeksiyon 1 0,3

Toplam 309 100

Yapilan PCR analizi neticesinde 309 primer infertilite tanis1 konulan hastalarin
16’sinda Y kromozom mikrodelesyonu saptanmistir. Mikrodelesyon tespit edilen

olgularin pedigri tablosunda ailesel gecis bulunamamaistir.

5.2. AZFb, AZFc ve AZFd Bolgelerine Ozgiil sY142,sY164,sY254 (DAZ3),sY153
Primerleri Multipleks PCR Bulgular1

Toplam 309 hastada AZFd, AZFc, AZFb bolgelerine 6zgii sY142, sY164,
sY277, sY153 primerleri ile normal fertil erkek ve kontrol (negatif) primerleri
kullanildi. Yalnizca bir hastada sY254 (DAZ3, AZFc¢) ile sY 142 (AZFd) primerlerinde
amplifikasyon yokluguyla delesyon tespit edildi.

5.3. AZFa, AZFb, AZFc ve AZFd Bolgelerine Ozgiil sY82, RBM1, sY254, sY152
Primerleri Multipleks PCR Bulgular1

AZFa, AZFb, AZFc ve AZFd bolgeleri icin 6zgiil olan sY82, RBMI, sY254,
sY 152 primerleri ile normal fertil erkek ve kontrol (negatif) primerleri kullanilarak
toplam 309 hastada multipleks PCR analizi yapildi. Yalnizca bir hastada delesyon

saptandi.
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5.4. AZFa, AZFb ve AZFd Bolgelerine Ozgﬁl sY81, sY127, sY145 Primerleri
Multipleks PCR ile Amplifiye Edilmis Bulgular

Tiim hastalarda AZFa, AZFb ve AZFd boélgeleri i¢in 6zgiil olan sY81, sY127
ve sY 145 primerleri ile multipleks PCR analizi yapildi. Yalnizca iki hastada delesyon

saptandi.

5.5. AZFa ve AZFc Bélgelerine Ozgiil sY84, BPY2, sY255 Primerleri Multipleks
PCR ile Amplifiye Edilmis Bulgular

Hastalarin tamaminda 4ZFa ve AZFc bolgeleri i¢in 6zgiil olan sY84, BPY2,
sY255 ile normal fertil erkek ve kontrol (negatif) primerleri kullanilarak multipleks

PCR calisildi. Alt1 hastada delesyon saptandi.

5.6. AZFc Bélgesine Ozgiil CDY Primeri Multipleks PCR ile Amplifiye Edilmis
Bulgular

AZFc bolgesi i¢in o6zgiil olan CDY primeri kullanilip hedeflenen gen
bolgesinin, PCR metodu ile amplifikasyonu yapildi. Alt1 hastada delesyon saptandi.

Sekil 5.2. PCR teknigi ile elde edilen elektroforez goriintiisii.
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6. TARTISMA

Primer infertilite ile 1ilgili yapilan arastirmalar erkek infertilitesi ile
kromozomal analiz arasindaki iliskiyi net bir sekilde gostermektedir. Ciftler arasinda
erkek kaynakli infertilite, olgularin yaklasik yarisma karsilik gelmektedir. Bu
olgulardaki kromozomal bozukluklar sitogenetik metodlar, genetik bozukluklar ise

molekiiler teknikler ile saptanmaktadir (134).

6.1. Erkek Infertilitesindeki Kromozomal Anomali Sikhg

Infertil erkeklerdeki genetik defektlere birgok faktdr neden olabilmektedir.
Erkek infertilitesinde kromozomal etkenler biiyiik 6l¢lide rol oynadigi yapilan
calismalar ile gosterilmistir. Kromozomal anomalilerin erkek infertilitesine neden
oldugu son yillarda yapilan ¢ok sayida caligmada gozlemlenmistir (99,135,136).
Kromozom kaynakli bozukluklar ile ilgili en kapsamli arastirma 6.982 hastayi
degerlendirmis, kromozomal bozukluklar %5,3 oraninda iken, tiim populasyondaki
oran %0,6 olarak bulunmustur.

Boyle hastalara uygulanan operasyon ve yeni lireme metodlar: 6nerilmektedir.
Bu nedenle IVF 0Oncesi olgu ve partnerine dogum oncesi ¢ocuk hakkinda genetik
danisma hizmeti veren genetikcilerin ve hekimlerinde erkek bireylerde reprodiiktif
yetmezligin genetik altyapist hakkinda detayli bilgi sahibi olmalar1 gerekir (91,137-
140).

Literatiir incelendiginde infertil erkeklerde kromozomal bozukluk siklig1 %1,6
ile %22,2 oraninda degistigi gorilmektedir (72,89,99,141-146). Yaptigimiz
arastirmada ise sayisal ve yapisal kromozom anomalisi olan erkek infertil orant %15,9
(80/309) olarak saptanmis ve bu sonug literatiir ile uyum i¢inde bulunmustur.

Literatiir incelendiginde infertil erkek bireylerdeki kromozomal defekt
sikliginin azospermi vakalarinda %12,5-31 oldugu ve oligospermi olanlarda daha
diisik gorildigi (%1,76-5,8) gozlemlenmistir (80,106,144). Bizim arastirmada
gozlemlenen 309 vakada kromozomal bozukluk siklig1 azospermi olanlarda %26,54
(73/275) oligospermi olanlarda %19,04 (4/21), ve oligoastenospermi olan vakalarda
%23,07 (3/13) saptanmustir. Yiiksek orandaki oligospermi sikliginin diisiik olgu
sayisindan (n=25) kaynaklandigini diisiinmekteyiz.

Genetik defekt sikliginin erkek idiyopatik bireylerde, olmayanlara gore daha
fazla oldugu goriilmiistiir (99,101,102,134,135,147-149). Bizim c¢alismada vakalarin
infertilite etiyolojisini inceledigimizde 309 vakadan 229’unun idiyopatik oldugu
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(%74,1), 80’inin (%25,9) idiyopatik olmadigi ve biitiin kromozom defektlerinin
idiyopatik vakalar i¢erisinde oldugu saptanmustir.

Infertilite sebeplerinden en ¢ok gériilen, seks kromozomu anomalileridir.
Literatiire gore seks kromozom defekti sikli§i azospermi olan erkeklerde, diger
otozomal kaynakli anomaliler ise oligospermi olan erkeklerde daha fazla
gozlemlenmistir (80,91,106).

Bizim ¢alismada infertil erkeklere uygulanan sitogenetik analizde 49 hastada
tespit edilen seks kromozomu anomalilerinin tamami azospermik bireylerde, 31
hastada tespit edilen otozomal anomalilerin ise oligospermik ve oligoastenospermik
bireylerde saptanmaistir.

Azospermide en fazla gbzlenen infertilite sebebi Klinefelter sendromu (KS)
olarak bilinmektedir (80,103,149,150). KS tespit edilen yeni dogmus erkek olgular
icindeki siklig1 ortalama %0,2’dir (1/500) (80,151). Kromozomal c¢alismalar sonucu;
azospermi tanili erkek bireylerin %11’inde ve oligospermi tanili erkek bireylerin
%0,7’sinde KS saptanmustir (13). Van Assche ve ark. (106) inceledikleri 10.728 erkek
bireyin karyotip analizi ¢alismalarinda 47,XXY (KS) oraninin %3,5 oldugunu tespit
etmislerdir. Ayn1 deger Kleiman ve ark. (141) tarafindan yapilan arastirmada %5,5
olarak saptanmustir. Yaptigimiz arastirmada ise azospermik idiyopatik erkeklerde
tespit ettigimiz kromozom anomalilerinin KS (47,XXY), aspermi (45,X) ve 46, XX
(male) olduklar1 goriilmiistiir.

KS’li erkek bireyler steril oldugu halde, mozaik veya mozaik olmayan KS’ye
sahip erkek bireylerin sperm meydana getirebildigi ve bu nedenle iireyip ¢ogaldig
azda olsa saptanmigtir (152-154). Son zamanlarda uygulanan yontemlerle boyle
olgularin bazilarinda baba olma durumu 6ngoriilebilmektedir (109,150,152-154).

Infertil olan erkeklerde, seks kromozomu bozukluklar1 disinda, Robertsian
translokasyon, dengeli translokasyon, inversiyon, marker kromozomlar vb. yapisal
anomaliler de tespit edilmistir (155). Infertil erkeklerdeki translokasyonlarin genel
popiilasyona oranla goriilme siklig1 oligospermik erkeklere gore daha fazladir. Bu oran
toplam popiilasyonda %0,012 ¢ikarken, oligospermik tanili olgularda %1,9-3,1 arasi
degerlerde goriilmektedir (106). Literatiire gore infertil erkeklerin kromozom anomali

durumlar1 Tablo 6.1°de gdsterilmistir.
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Tablo 6.1. Infertil erkek olgularda gdzlenen kromozom anomali tiirlerinin literatiir
Ozeti.

Hasta Seks kromozomu Otozomal kromozom Toplam n (%) Referans n

sayistn anomalisi n (%) anomalisi n (%)

1000 27(2,7) 6 (0,6) 33(3.3) 100
2372 33(14) 18 (0,7) 51(2,1) 80
2542 176 (6.9) 40 (1,6) 216 (8,6) 101
164 3(1,8) 1 (0,6) 4(2,4) 103
50 3 (6) 1(2) 4 (8) 104
72 9 (12,5) 3(4,1) 12 (16,6) 11
220 24 (11) 12 (5,4) 36 (16,4) 105
2196 82 (3,7) 52 (2,4) 134(6,1) 106
208 2(5,1) 5(2,4) 7 (3,4) 2
373 3 (1,8) 9 (2,4) 12 (3,2) 58
139 4(2,9) 2 (1,4) 6 (4,3) 107
103 6 (5,8) 4(3,9) 10 (9,7) 37
819 50 (6,1) 17 2,1) 67 (8,2) 71
309 49 (15,96) 31 (10,09) 80 (26,05)  Bizim

6.2. Infertil Erkeklerdeki Y Kromozomu Mikrodelesyonu Oranlari

Y kromozomu anomalilerinin erkek infetilitesindeki etkisi ilk defa 1976 yilinda
Tiepolo ve Zuffardi’nin 1.170 infertil erkek bireyde yapmis olduklar1 karyotipleme
incelemesinde tespit edilmis ve azospermik olgularin 6’sinin Y kromozomundaki uzun
kolda (Yq) delesyon goriilmiistiir (95). Bu calisma sonrasinda arastirmacilar karyotip
incelemelerinin yaninda baska molekiiler teknikleri uygulayarak infertil erkek
vakalarda Y kromozom yapisint incelemeye O6zen gostermislerdir. Daha sonraki
arastirmalarda ise Y kromozomu PCR yardimiyla klonlanmistir. Boylece total Y
kromozomu igeren PCR belirteclerini igeren bir harita meydana getirilmistir (90,156-
158). Infertil erkek bireylerden elde edilen DNA ile PCR belirtegleri kullanilarak
mikrodelesyonlarla ilgili arastirmalar yapilmigtir (158,159). Sonrasinda binlerce erkek
olgudan alinan DNA 6rnekleriyle mikrodelesyon i¢in analizler yapilmstir.

Van Golde ve ark. (160), 1 milyondan az sayida spermi olan ve spermlerin
hareketsiz oldugu 300 erkek bireyin Y kromozomunda delesyon yilizdesinin %2,7
oldugunu tespit etmislerdir. AZFc bolgesinde mikrodelesyon tespit edilirken diger
AZF bolgesinde delesyon tespit edilmemistir.
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Kim ve ark. (161), infertil erkek 40 olguda AZFa, AZFb ve AZFc bolgelerinde
37 STS kullanmiglar ve Y kromozomu mikrodelesyonu analizi sonucunda toplam 8
(%20) olguda mikrodelesyon tespit etmisler, 8 tane olgunun tiimiinde AZFc
mikrodelesyonu gozlemlenirken, AZFb mikrodelesyonu ise 5 olguda goriilmiistiir.

Quilter ve ark. (99), 98 tane erkek azospermik olguda yapilmis PCR
incelemesinde, 3 vakada (%3) AZFb ile AZFc bolgesinde Yq mikrodelesyonu
gozlemlemislerdir.

Thangaraj ve ark. (85), 340 erkek olgudaki PCR sonucunda 29 olguda %8,5 Y
kromozom mikrodelesyonu tespit etmislerdir. En fazla mikrodelesyon AZFc
bolgelerinde (%82,8) cikmistir. Digerleri ise AZFb (%55.,2) ile AZFa bolgesinde
(%24,1) bulunmustur.

Sargin ve ark. (91) 48’1 azospermili erkek hasta ve 13’1 oligospermili erkek
hasta toplamda 61 infertilite tanili erkek birey icinden 2 olguda Y kromozomu
delesyonu (%3,3), AZFa, AZFb ve AZFc bdlgelerinde mikrodelesyon tespit
etmislerdir. Tiirkiye igerisinde bagka bir calismada 71 azospermi tanili erkek hastada
yapilmis Y kromozomu delesyon incelemesinde AZF bolgesi PCR yardimiyla
incelenip 4 hastada (%5,6) mikrodelesyon tespit edilmistir. Mikrodelesyonlar 1 olguda
AZFb bolgesinde, diger 3 olguda ¢ok sayida bolgede (4ZFb+c+d ve AZFa+b+c+d)
saptanmistir.

Zhou-Cun ve ark. (149) 256 azospermi tanili ve 102 oligospermi tanili
toplamda 319 normal karyotipli infertil erkek bireyde PCR kullanilarak yapilan Y
kromozomu delesyon incelemesinde; hastalarin 46’s1 (%14,4) AZF bolgelerinde
delesyon goézlemlenmistir. Delesyon orani, azospermi tanilt olgularda %15 ve
oligospermi tanili olgularda %13,1 oldugu goriilmiistiir. AZFc en ¢ok mikrodelesyon
tespit edilen bolge olmustur. AZFa mikrodelesyonlar1 ise yalnizca azospermi tanili
olgularda goriilmiistiir.

Bizim ¢alismamizda 275’1 azospermi (%88.9), 21°1 (%6,8) oligospermi ve 13’1
(%4,2) de oligoastenospermi olmak iizere toplamda 309 infertilite tanili erkek bireyde
multipleks PCR analiz yontemiyle Y kromozomu mikrodelesyonu ve sitogenetik
metodlarla kromozom anomalileri incelendi. Olgularin etiyolojilerine bakildiginda
%74,1’1 (229/309) idiyopatik, %25,9’u (80/309) anidiyopatik ¢ikti. Bizim
calismamizda 6 olguda sadece AZFb bolgesinde, 7 olguda sadece AZFc bolgesinde, 1
olguda sadece AZFd bolgesinde, 1 olguda AZFa, AZFb ve AZFc bolgelerinde, 1 olguda
ise AZFc ve AZFd bolgelerinde mikrodelesyon saptanmaistir.

54



Azospermik 15 olgu ve oligoastenospermik 1 olguda Y kromozom
delesyonuna rastlandi. Oligospermik olgularda delesyon goriilmedi. Y q delesyon orani
azospermiklerde %5,45 (15/275), oligoastenospermiklerde %7,7 (1/13) toplamda bu
oranin %5,18 (16/309) oldugu tespit edildi. Bizim c¢aligmamizda kromozomal
bozukluklarin yiizde %25,9 (80/309) oldugu goriildii.

Farkli iilkelerde yapilmis olan arastirmalarda; AZFa, AZFb, AZFc ve AZFd
mikrodelesyonlarina dair degisik oranlar goriilmiistiir (Tablo 6.2). Azospermi tanil
olan erkek olgularda mikrodelesyon orani, oligospermik olanlardan daha ¢oktur. Y
mikrodelesyonlu azospermik bireylerin %7,6’s1 kadart AZFc bolgesine aittir,
digerlerinde ise AZFb bolgesinde goriilmiistiir.

Literatiirdeki caligsmalarin bazilarinda kromozomal anomalilerle birlikte Yq
mikrodelesyonlarini bir arada bulunduran olgularda bulunmaktadir (89,144). Fakat
bizim yaptigimiz ¢alismada bu olgularla karsilagilmamaistir.

Onceleri Y kromozom mikrodelesyonlarmin de novo oldugu ve paternal
gecmeyecegi kabul gorse de, yeni caligmalar ile birlikte paternal gecisin olacagr ile
alakali fazla miktarda olgu kayitlara girmistir. Bununla alakali olarak Chang ve ark.
tarafindan 1999 yilinda yapilan ¢alisma mevcuttur (162). Azospermili baba tarafindan
4 infertil ogluna DAZ mikrodelesyonu gecisi saptanmistir. Daha sonra yapilan
arastirmalarda paternal dikey gegisler tespit edilmistir (101,138-140,156).

Erkek infertilitesi tedavileri arasinda ICSI iyi bir yontemdir. Y kromozom
kalitim1 daima paternal geger, bundan dolay1 kismi Y kromozom mikrodelesyonu olan
erkek bireyler yardimci lireme yontemleri yardimiyla benzer genetik hasar tasiyicisi
olan erkek c¢ocuk sahibi olabilirler. Bu sebeple normalde yeni doéle aktarilmayan
delesyonlar, ICSI yontemiyle yeni dole gegebilir. Delesyonu paternal olarak alan erkek
cocuklar ayni infertilite sorununu yasayabilecektir (101,137-139,163). Ciftlere verilen
genetik  danigsmayla delesyon tastyicist  eslerin - bircogu (%21) ICSI’den
vazgeemektedir (160).

Yaptigimiz ¢alismada Y kromozomu mikrodelesyonu tespit ettigimiz 16
olgunun babasiin Y delesyonu incelemesinde herhangi bir sekilde mikrodelesyona

rastlanilmamis ve mikrodelesyonun de novo oldugu goriilmiistiir.

55



Tablo 6.2. Literatlirdeki Y kromozomu mikrodelesyon ylizdeleri.
Olgu  Spermiyograma Mikrodelesyon siklig n(%) Toplam n Referans

sayist  gore olgu sayisi n (%) n

i A o A (%) O (%)

89 89 - 12 (13,5) - 12 (13,5) 112
60 50 10 10 (15,3) 1 (10) 11(18,3) 85
98 51 47 1(2) 3(6,4) 4(4,1) 69
33 19 14 4 (21) 2 (14,3) 6(18,2) 126
38 16 22 6 (37,5) 5(22,7) 11(29) 10
148 106 142 4 (3,8) 3(7,1) 7 (4,7) 72
168 74 94 2(2,7) 33,2 5(2,9) 129
81 51 30 10 (19,6) 4 (13,3) 14 (17,3) 130
180 55 135 19 (34,5) 21(15,6) 40 (22,2) &4
153 128 28 7(5,4) 1(3,6) 8(6) 11
134 66 53 3@4,7) - 3(2,2) 131
128 57 71 5(8,8) 4 (5,6) (7) 116
373 49 324 1(2) 2 (0,6) 3 (0,8) 58
139 25 84 4 (16) 1(1,2) 5(3.6) 107
103 60 43 3(5 2 (4,7) 5(4,9) 133
60 29 31 2 (6,9) 2 (6,5) 4 (6,7) 63
340 340 - 28 ((,5) - 28 ((,5) 24
272 134 138 26 (19,4) 21(15,2) 47(17,4) 87
334 218 116 18 (8,3) 12 (10,3) 30(9,0) 83
180 54 126 6 (11,1) 2 (1,6) 8(4,4) 20
98 45 43 29 30,5 16 138
177 71 106 6 (8,5) - 6 (3,4) 19
143 63 80 14 (22,2) 7 (8,75) 21 (14,7) 139
358 256 102 15 13,1 5,25 91
309 236 21 15 (6,3) 1(4,7) 16 (6,7)  Bucalisma

A: azospermik; O: oligospermik.

Arastirmalarda ICSI yontemiyle sahip olunan erkek c¢ocuklarda %9,4
sikliginda Y kromozomu mikrodelesyonlar1 saptanmistir. Bundan dolayr yliksek
seviyede oligospermi ve azospermi tanili erkek bireylerin yardimci ¢ogalma

metodlarin1 diistinmeden 6nce Y mikrodelesyonu analizleri yaptirmalar1 yararh
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olacaktir (101,137,139,140). ICSI uygulamasi yapilan kontrol grubuyla (n=239) Y
delesyonlu grup (n=19) karsilikli degerlendirildiginde Y delesyonlu erkek grubunda
dollenmedeki sikligin ve kaliteli embriyo gelisiminin ciddi oranlarda az oldugu
gozlemlenmistir (160).

Literatiir arastirmasinda Yq mikrodelesyonu siklig1 %0,6-55 aras1 degisen
oranlarda goriilmiistiir (78). Buradaki farkin sebepleri; etnisite, vaka se¢imindeki
kriterler ve metot Ozelliklerinin farkli olmasidir (164). Mikrodelesyon oranini
belirleyen baska etkenler ise kullanilmakta olan primerin uygunlugu ile ¢alismaya
dahil edilen olgu sayidir (165). Calismalarda infertil erkek vakalarda Y q delesyonlarini
ve degisik sayida aday genlerdeki mikrodelesyonu saptamak i¢in degisik sayilarda
primerler kullanilmistir (101). Kleiman ve ark. (141) azospermi ve oligospermi tanilt
vakalarda kan hiicrelerinde DNA, semen ve yanak hiicrelerinde Y kromozomu
mikrodelesyonlarini ¢galismiglardir. Baska dokulardaki DNA’nin delesyon oranlarinin

RO

da degistigi tespit edilmistir.
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7. SONUC

Bu ¢alisma Ocak 2007-Aralik 2019 tarihleri arasinda en az bir yil evli olup
diizenli cinsel birlikteligin olmasina kargin cocugu olmamis ve azospermi, oligospermi
ve oligoastenospermi 6n tanili 309 infertil erkek bireyi incelemektedir. Arastirma
gurubumuzdaki 309 infertilite &n tanil1 erkek bireyler Dicle Universitesi T1ip Fakiiltesi
Egitim ve Arastirma Hastaneleri ve c¢evre hastanelerden anabilim dalimiza
yonlendirilmistir. Hastalara ilk Once sitogenetik analizleri daha sonra periferik
kanlarindan lenf kiiltiirii yontemiyle karyotipleme analizleri yapilmis olup sonuglari
degerlendirilmistir. Y kromozomu mikrodelesyon analizleri i¢in hastalardan alinan
periferik vendz kanlardan genomik DNA izolasyonlar1 yapilmis ve hedef primerler
aracilig1 ile multipleks PCR yontemi uygulanarak bulunan amplifikasyon sonuglari da
birlikte incelenmistir. Bunun yaninda pedigrideki bilgiler ve anamnez bilgileri de bir
arada incelenmistir. Elde edilen veriler literatiirlerle karsilastirilmistir. Calismamiza
dahil edilen 309 olguda, %74 (n=229) oraninda normal kromozom dizilisi ve %16
(n=80) oraninda kromozomal anomali gbézlemlenmistir. Toplamda 80 kromozom
anomalisi bulunan hastalarin %39’u (n=31) otozom kaynakli iken %61°1 (n=49) seks
kromozomu anomalilerinden olusmaktadir.

Karyotip analizi 1s181inda, otozomal kaynakli anomali vakalarinda en cok
translokasyon kaynakli anomali ¢esitleri gozlemlenmis (n=31), seks kromozomu
anomalisi c¢esitlerinde ise en fazla 47,XXY (n=46) gozlemlenmistir. Karyotipleme
analiz sonucunda en fazla KS anomalisi gozlemlenmistir. Bu retrospektif
calismamizda tespit edilen anomaliler ve sikliginin literatiir verileri ile uyumlu oldugu
gorilmistir.

Sitogenetik analiz sonucu infertil hastalarda yapilan bu tespitler, erken tani ve
tedavi ile bu olgularin hayat standartlarii artiracaktir. Bu nedenle erken (¢ocukluk
veya addlesan) donemde hastalarin kromozom analizine yonlendirilmeleri 6nemlidir.
Sitogenetik analiz infertil olan bireylerde klinik taniyr dogrulamak i¢in en yararl
yaklagimlardan biridir. Bu ¢alismamizda sayisal ve yapisal kromozom anomalisine
sahip bireylerin sayilarnin birbirine yakin oldugu tespit edilmistir.

Bu retrospektif calismamizdan elde edilen bulgular, erkek infertilitesi tanisi
alan olgular bakimindan Diyarbakir ve cevresinde sitogenetik veri kiitliphanesi

olusturmak i¢in 6nemli bir veri kaynagi olusturacaktir.
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