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Azospermi Ve Oligospermi Hastalarda Kromozom Analizi Ve Y-Mikrodelesyonu

Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Ogrencinin Adi ve Soyadi: Cihan DURMUS
Damisman: Prof. Dr. Selehattin TEKES

Anabilim Dah: Tibbi Biyoloji

1. OZETLER

1.1. Turkge Ozet

Amag: Bu calisma Tibbi Biyoloji ve Genetik Boliimiine azospermi ve oligospermi
tanistyla gelen idiyopatik infertil hastalarda, RT-PCR ile Y-mikrodelesyon ve
sitogenetik yontemlerle karyotip incelemeler yaparak, idiyopatik erkek infertilitesinde

genetik faktorlerin etkisini ve sikligini arastirmay1 amaglamastir.

Gerec ve Yontem: Tibbi biyoloji ve Genetik Bolimine 2021 ve 2023 yillar1 arasinda
basgvuran 410 azospermik birey ve 140 oligospermik bireye karyotip analizi ve Y-
mikrodelesyon analizi yapildi. Hastalarin yas, infertilite siiresi, biyokimya sonuglar1

ve pedigrileri kaydedildi.

Bulgular: Calismamizda toplam 550 infertil hasta incelendi 27(%4,9)’sinde Y-
mikrodelesyonu saptandi. Y-mikrodelesyon saptanan vakalarin tamami azospermikti.
Vakalardan 5’inde AZFb+c delesyonu, 1 vakada AZFa+b delesyonu, 1 vakada
AZFa+c ve 1 vakada AZFat+b+c delesyonu saptandi. Calismamizda 27 Y-
mikrodelesyonu pozitif hastalardan en az gorilen delesyon 6(%21,09) vakada
AZFa(sY86)’yd1. En sik goriilen delesyon 14(%2,54) vakada AZFb(sY127)’ydi.
Vakalardan 4’iinde sadece AZFc delesyonu, 8’sinde sadece AZFa ve 7’sinde sadece
AZFb delesyonu saptandi. Caligmamizda 421 vakada sitogenetik inceleme yapildi,
14(%3,33) hastada yapisal kromozomal anomali saptandi, bunlardan 3’ii oligospermi
vakasiydi, 58(%13,77) hastada sayisal kromozomal anomali tespit edildi. Klinefelter
sendromu 53(12,5) vakada tespit edildi. Oligospermi vakalarin higbirinde sayisal

kromozomal anomali goriilmedi. Calismamizda 72(%17,1) bireyde karyotip anomalisi



saptandi. Calismamizda heterokromatin varyant1 421 infertil bireyden 100(%23,75)
bireyde saptanmistir. En sik heterokromatin varyanti 36(%38,55) vakada 46,XY,9gh+

karyotipi olarak goruldu.

Sonug: Infertil erkeklerdeki bulgular, iireme saghg: tedavilerinde genetik profilin
onemini vurgulamakta ve klinik uygulamalarda genetik testlerin daha yaygin
kullanimin1 ve bu testlerin infertilite degerlendirmeleri i¢in standart bir uygulama
haline getirilmesini tesvik etmektedir. Sitogenetigin ve Y-mikrodelesyonlarmin erkek

infertilitesindeki rolii, daha 1y1 bir danigmanlik ve tedavi olanag sunabilir.

Anahtar Kelimeler: Azospermi, Oligospermi, Y-Mikrodelesyon, Heterokromatin
Varyanti, Sitogenetik



Evaluation Of Chromosome Analysis And Y-Microdeletions Results in Patients

With Azospermia And Oligospermia

Student’s Surname and Name: DURMUS Cihan
Adviser of Thesis: Prof. Dr. TEKES Selehattin
Department: Medical Biology

1.2. Abstract

Aim: The aim of this study was to investigate the effect and frequency of genetic
factors in idiopathic male infertility in idiopathic infertile patients with azoospermia
and oligospermia in the Department of Medical Biology and Genetics by performing
Y-microdeletion analyses using RT-PCR and cartyotype analyses using cytogenetic
methods.

Metarials and Methods: Karyotype analysis and y-microdeletion analysis were
performed in 410 azoospermic individuals and 140 oligospermic individuals admitted
to the Department of Medical Biology and Genetics between 2021 and 2023. Age,

duration of infertility, biochemistry results and pedigrees of the patients were recorded.

Result: In our study, a total of 550 infertile patients were analysed and Y-
microdeletion was detected in 27 (4.9%) of them. All cases with Y-microdeletion
were azoospermic. AZFb+c deletion was found in 5 cases, AZFa+b deletion in 1 case,
AZFa+c in 1 case and AZFa+b+c deletion in 1 case. Among the 27 Y-microdeletion
positive patients in our study, the least common deletion was AZFa(sY86) in
6(1.09%) cases. The most common deletion was AZFb(sY127) in 14(2.54%) cases.
Only AZFc deletion was found in 4 cases, only AZFa deletion was found in 8 cases
and only AZFb deletion was found in 7 cases. In our study, cytogenetic examination
was performed in 421 cases, structural chromosomal abnormalities were detected in
14 (3.33%) patients, 3 of which were oligospermia cases, and numerical chromosomal
abnormalities were detected in 58 (13.77%) patients. Klinefelter syndrome was
detected in 53(12,5) cases. No numerical chromosomal abnormality was observed in
any of the oligospermia cases. In our study, karyotype abnormalities were detected in
72(17,1%) individuals. In our study, heterochromatin variant was found in
100(23,75%) of 421 infertile individuals. The most common heterochromatin variant
was 46,XY,9gh+ karyotype in 36(8,55%) cases.



Conclution: The findings in infertile men emphasise the importance of genetic
profiling in reproductive health treatments and encourage more widespread use of
genetic testing in clinical practice and the standardisation of such testing for infertility
evaluations. The role of cytogenetics and Y-microdeletions in male infertility may lead

to better counselling and treatment.

Key Words: Azoospermia, Oligospermia, Y-Microdeletion, Heterochromatin

Variants, Cytogenetics



2. GIRIS ve AMAC

Infertilite 12 aydan daha uzun siire diizenli ve korunmasiz iliskide gebe
kalinmamast olarak tanimlanmaktadir (1-5). Infertilite dogurganlik ¢cagindaki tiim
ciftlerin %9-15’ni etkileyen yaygin bir durumdur(3,4). Erkek infertilitesi infertil
ciftlerinin %50 sinde gorulmektedir(2). Tek basina ise infertil ¢iftlerin %20’sinin
nedenidir(1). Erkek infertilitesinin pek ¢ok nedeni soz konusudur(varikosel, orsit,
epididimit, prostat, testis tiimorleri, inmemis testis vb.)(6). Ancak genel olarak

erkek infertilitisenin %40’ 1nin idiyopatik oldugu rapor edilmistir (7,8).

Erkek infertilitesinde USG, radyolojik goruntulemeler, biyokimya, genetik
ve semen analizi gibi yontemler standart tan1 koyma araglaridir. Diinya Saglik
Orgiitii (WHO), 2010 yilinda yayimladig1 verilere gore, bir insanin sperm testinde
ideal kosullarda spermlerin total sayisi 6rnekte 39 milyon (mililitrede 15 milyon
olmalidir), ileri dogru hareketliligi %32 veya daha fazla olmalidir, pH'1 7,2'den biiyiik
olmalidir, hacmi en az 2 ml olmalidir ve normal sekilli sperm orani (morfoloji) %4'ten
yiiksek olmalidir(9). Bazi veriler normal sperm sayisi orani ile hamilelik arasinda bir

iliski oldugunu gostermektedir(10).

Normal dollenme ve gebelik i¢in, ister erkek ister kadin olsun, anatomik,
fizyolojik, genetik ve gevresel faktorlerin bireysel ve genel norm ve islevlere uygun

olmasi gerekir (11).

Infertil erkeklerde kromozomal anormalliklerin gériilme siklig1 genel erkek

popiilasyonuna kiyasla 10-20 kat daha fazladir (%0,7-1); goriilme siklig1 %2,2 ile
%14,3 arasinda degisir ve genel goriilme siklig1 %7,1'dir(12). Siddetli erkek faktorli

kisirlik, 6zellikle azospermi veya siddetli oligospermi iceren vakalarin yaklagik %15-

20'si, teshise dayali olarak genetik faktorlere baglanmaktadir(13-15).

Bu arastirma, en az iki yildir evli olmalarina ragmen ¢ocuk sahibi olamayan
ve azospermi veya oligospermi On tanist konmus erkek bireylerde genetik
nedenlerin belirlenmesi amactyla yapilmistir. 2021-2023 yillarinda Tibbi Biyoloji
ve Genetik Laboratuvarina bagvuran idiyopatik 550 olguda (410 azospermik, 140



oligospermik) infertil erkek igin periferik kan 6rnegi alinarak hem molekuler
genetik hem de sitogenetik agisindan ¢alisma yapildi. Calismanin amaci infertil
bireylere uygun tedavi ve genetik danismanlik verilebilmesi icin azospermi ve
oligospermi etiyolojisine yonelik standart sitogenetik yontemler ile kromozom
anamolalilerinin ve molekdler genetik yontemler ile Y-kromozom mikrodelesyon

analizleri yapilarak anomalilerin siklig1 ve tiplerini arastirmaktir.

Idiyopatik erkek infertilitesinin nedenlerinden biri olan Y-kromozom
mikrodelesyonlar1 polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile tespit edilmesine ragmen
tespit edilen delesyonlarin diizeltilmesine ve tedavisine dair bir yontem heniiz
bulunmamaktadir. Analizlerde tespit edilen mikrodelesyonlar azospermi ve
oligospermi olgularimin tanisim1  kolaylastirmakta ve prognozun seyrini
netlestirmeye yardimci olmaktadir. AZFa ve AZFb mikrodelesyonlu hastalarda
ICSI i¢in TESE islemi ile sperm eldesine aciklik getirmektedir. Ayrica Y-
kromozom mikrodelesyonu olan hastalarin eslerinde habitual abortus sayisini
artirdifn ve dogacak kusaklarda mental motor reterdasyon insidansimi artirdigi
calismalarca ortaya konmustur(16). Tiim bu ¢alismalara dayanarak azospermi
veya oligospermi olan hastalarda ICSI 6ncesi Y-kromozom mikrodelesyonu ve

sitogenetik analizlerinin yapilmasi 6nem arzetmektedir.

Calisma sonunda yapilacak analiz ve istatistiklerle azospermi ve oligospermi
hastalarinin gruplandirilmasi, bu hastaliga sebep olan kromozomal anomaliler
veya Y-kromozom mikrodelesyonlarin orant ve sikliginin hesaplanmasi, bu
hesaplarin biyokimya sonuglariyla ve kendi aralarinda degerlendirilmesiyle hem
infertil erkeklerin dogru tedaviye yonlendirilmesi Ve yardime1 tireme tekniklerine
basvuracak c¢iftlerin, gelecekte olusabilecek sorunlara karsi bilgilendirilmeleri

hemde literatiire kaynak olmasi hedeflenmistir.



3. GENEL BIiLGILER

3.1. Erkek Ureme Sistemi

Insan embriyosunda, varsayilan cinsel farklilasma disi yonelimlidir. Ancak, Y
kromozomunun varligi, erkek fenotipine ve erkek iireme sistemine farklilagsmay1
saglar. Y kromozomu, insanlarda cinsiyet belirleyici bir bolge olan, SRY genini igerir.
Bu bolge testisin gelisimini kodlayan bilgiye sahiptir. Testisler, gelisim siirecinde
karin arka duvarindan asagi inerek olgunlasir ve skrotuma yerlesir. Bununla beraber,
testisler, disi tireme sistemi olan Miillerian kanallarmi geriletici etkiye sahip olan, MIS
uretimi yapan Sertoli hlicrelerinide olusturur. Testisler, erkek lireme gelisiminin temel

faktori olan testosteronu iireten Leydig hiicrelerini de gelistirirler(17).

Tablo 1. Insan Cinsiyet Farklilasmasmin Kronolojisi(18,19)

Gebelikten CR uzunlugu Etkinlik
itibaren yas (mm)
22 gln 2-3 Ara mezoderm goriindr hale gelir

Yolk kesesindeki Primordial germ hiicreleri

24 gln 2,5-45 Kat1 Wolffian kanallarinin olusumu
Ilkel germ hiicreleri arka bagirsaga go¢ eder

26 gln 3-5 Wolffian kanallari

arka bagirsakta bir limen Primordial germ
hicreleri gelistirir

28 glin 4-6 Primordiyal germ hiicreleri trogenital ¢ikintilara
go¢ eder
32 gln 5-7 Gonadal primordia

Wolffian kanallarinin biylmesini gelistirir

33-37 glin 7-11 Primordial germ hicreleri gonadal ¢ikintiya
ulasirUrogenital siniis ayirt edilebilir
Mullerian kanallarin farklilasmasi
Genital tuberkil ve dretral kivrimlar gordilebilir

41-44 gin 11-17 Seminifer kord farklilasmasi

Urogenital siniisiin pelvik ve fallik kisimlar
arasindaki farklilasma

44-50 gin 15-20 Germ hticreli seminifer kordonlar

50-60 gln 30 AMH sekresyonunun baslamasileydig hiicre
farklilasmasi
Muillerian kanallarin kranial kismi gerilemeye
baslar



9 hafta 40 Leydig hicreleri testosteron uretir

Urogenital siniis ve dis genital bélgede
erkeklesmenin baglamasi

10 hafta 45-50 Oositlerin medullaya mayotik girisi
Disi Wolffian kanallarinda dejenerasyonun
baglangiciErkek Millerian kanallari
kaybolmustur

Prostat tomurcuklar1 ortaya cikar
12 hafta 55-60 Vajinal kord olusur Primordiyal folikuller belirir

Seminal vezikiller gelisir
I¢ kasik halkasinda testisler olusur

14 hafta 70 Erkek Uretral organogenezinin tamamlanmasi
16 hafta 100 Birincil folikuller ortaya ¢ikiyor
20 hafta 150 Testosteron serum seviyesi diisiikProstatik

utrikdl olusumu

22 hafta 180 Vajina perineye ulasir

24 hafta 200 Graaf folikulleri ortaya gikiyorPenis
blyiumesinin baslangici

27-30 hafta 230-265 Testisin inguino-skrotal inisi

36 hafta 300 Ikincil ve tiguincul folikuller AMH uretir

Erkek Ureme sistemi i¢ yapilardan olusur: testisler, epididim, vas deferens,
prostat ve dis yapilar: skrotum ve penis. Bu yapilar, dollenme ve erkek gelisimi igin
onemli olan androjenlerin Gretimi icin spermi destekleyen, depolayan ve serbest

birakan bircok kas, ¢cok sayida bez ve kanal icerir (17).

3.1.1.Erkek Ureme Organlan

3.1.1.1. Testis

Erkek cinsiyet bezleri olan testisler, hem endokrin hem de ekzokrin islevlere
sahiptir. Oval sekilli iireme yapilari, skrotumda bulunur ve skrotal septum ile ayrilirlar.
Testislerin formu fasulye seklinde olup, 3 cm x 5 cm boyutlarindadir ve 2 cm ila 3 cm
genisligindedir. Elle muayene edildiginde testisler piiriizsiiz ve yumusaktir. Spermatik

kord testisin iist kismin1 askiya alirken, alt ugta testisler skrotuma skrotal ligaman



araciligiyla baglanir. Genellikle sol testis, sag testise gore biraz daha asagiya

yerlestirilir(17,20,21).

Cift katmanli tunika vajinalis, epididim ve spermatik kordonun posterior ve {ist
smirlarini sarmakla birlikte testisleri sarar. Tunika vajinalisin visseral veya i¢ tabakasi
epididim, testisler ve vas deferens'e yakindir. Testislerin posterior lateral yilizeyinde,
testisler ve epididimin govdesi arasinda kiiclik bir bosluk olan epididimin siniisii
bulunmaktadir. Tunica vaginalis'in derinliklerinde, testislerin dayanikli lifli bir
kaplamasi olan tunica albuginea bulunmaktadir. Testis, erkek tireme sisteminde sperm
uretimi ve androjen tretimiyle sorumlu olan bir bez olarak gorev yapar. Testosteron
seviyeleri, 6n hipofizden salgilanan Luteinize Hormon (LH) tarafindan diizenlenirken;
Folikil stimule edici Hormon (FSH) seviyeleri ise sperm dretimini kontrol
etmektedir(17,21-25).

Meni kesecigi
(Vezikuloz seminalis)

Sperm tasiyici kanal
(Vaz deferens)

Prostat
Epididim

Testis

Sekil 1. Erkek tGreme sisteminin bir semasi

3.1.1.2. Epididim

Testis’in tlist-arka kenarinda bulunan epididimde sperm’ler fonksiyonel
olgunluga dogru gitmekte ve bir boliimii burada depolanmaktadir. Epididim, yaklasik
olarak 4 cm uzunlugunda tek bir kanalcik yumagidir. Daha sonra kanalciklar birleserek
tek bir kanal duktus epididim meydana getirir. Kanalcik yumagi agildiginda uzunlugu
6 metreyi asar. Epididimin kaput epididim, korpus epididim ve kauda epididim olarak



i¢c boliimii bulunmaktadir. Kauda epididim, testis’in alt ucunda yer almakta ve duktus
deferens olarak devam etmektedir. Testisten sperm hareketi ile birlikte epididime
biiyiime ve yerlesme gosteren sperm epididimin i¢ farkli bolgesine yerlesir.
Testislerinde olgunlagsmaya ulasan spermler alt faringeal epididim’de korunur ve
burada olgunlasmanin son asamasma ulasirlar. Testisler olgunlasmamis
spermatogonyum Uretir ve sperm hareketi bu evrede yoktur. Bu nedenle
smiflandirilmak adma ovum’u dolleme yetenegi yoktur. Epididim’de hareket
yetenegini kazandirir. Prostat salgismin eklenmesi ile hareketlilik son seklini alir.

Ovumu dolleyebilecek duruma gelmesine kapasitasyon denir(21,26).

3.1.1.3. Ejakilat

Epididim, duktus deferens, vesikula seminalis, prostat ve gl. bulbouretralis
salgilarmin karigimi ile olusan ve iginde spermleri bulunduran sividir. Bu sivi 6zel
kokulu ve yapiskandir. Genellikle 3-4 ml hacminde olup, 300-400 milyon araliginda
sperm bulunur. Totalde sperm hicleri, yaklasik olarak ejakilatin %10'u kadardir; diger
kisimlar ise bezlerin salgilarindan kaynaklanir. Glandula vesikulosa salgisi, ejakiilatin
en biiylik bolimiinii (%60'1) olustururken, %30'u prostat, %10'u duktus deferens,
glandula bulbouretralis ve diger bezlerin salgilarindan olusur. Ejakiilatin %90'idan
fazlas1 sudur. Bununla birlikte, birgok madde icermektedir; 6zellikle fruktoz yogun bir
sekilde bulunmaktadir. Ayrica C vitamini ve inositol gibi iki adet vitamin igerir.
Ejakiilat i¢inde kalsiyum, ¢inko, magnezyum, bakir ve siilfiir gibi elementler de
bulunur(26).

3.1.1.4. Ductus Deferens(Vas Deferens)

Erkek tireme sisteminde Duktus epididimi kuyruk kisminda kalinlagarak duktus
deferens adin1 alir. Yukariya dogru yonelir ve funikulus spermatikus i¢inde inguinal
kanaldan salmarak karin bosluguna girer. vesikula seminalis’in kanal ile birleserek

duktus ejakulatorius adin1 alir ve prostat’n i¢inden gecip pars prostatik iiretraya agilir
(26).
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Sekil 2. Vas deferens ve erkek lireme sisteminin diger nemli bilesenlerini gosteren 3
boyutlu tibbi illiistrasyon(27)

3.1.1.5. Prostat

Prostatin temel gorevi, seminal sivinin biiylik kismini olusturan proteinleri ve
iyonlar1 saglamaktir. Yetigkin insan prostati, psddostratifiye kolumnar epitel ile kaph
kanallardan olusan tubuloalveolar bir bezdir. Bu kanallar1 kaplayan hiicreler uzun
kolumnar sekillidir ve bazal ¢ekirdekli sekretuar yapidadirlar. Neredeyse siirekli bir
tabaka halinde olan bazal epitel hiicreleri, epitelyal bazal membrana dayanir. Prostatik

epiteli yogun bir fibromuskiiler stroma ile ¢evrilidir(22,28).

3.1.1.6. Seminal Vezikil

Seminal vezikuller, uzunlugu 2-4 cm ve ¢apt 1-2 cm olan, mesanenin arkasinda
bulunan yapilar olarak bilinir. Bu vezikiiller, epitelyal tiibiiler alveollerden, elastik
fibril tabakalardan ve diiz kas hiicrelerinden olusur. Seminal vezikiiller, fruktoz
bakimindan zengin bir sivi lreterek ejakilator hacminin %50-80'ine katkida
bulunurlar. Vezikullerde, sempatik ve parasempatik lifler bulunur ve diz kas
tabakalar1 adrenerjik innervasyona sahiptir. Bununla birlikte, kolinerjik sinir

sonlanmalar1 glandiiler epitelin seviyesinde bulunur. Seminal vezikillerde NANC
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lifleri de mevcuttur ve bu lifler, seminal vezikiillere ek innervasyon saglarlar. Seminal
stv1, ejakiilasyon siirecinin emisyon asamasia kadar vezikiillerde depolanabilir ve
ardindan diiz kaslar tarafindan ejakiilator kanallara enjekte edilir. Ejakiilator kanallars,

prostattan geger ve prostatik tiretraya agilir(23).

3.1.1.7. Penis ve Skrotum

Penis, ereksiyon dokusunu iceren ii¢ silindirik siingerimsi yapidan meydana
gelir: eslesmis corpora cavernosa ve corpus spongiosum. Bu yapilar, penisin ventral
tarafinda yer alan iretra ile ¢evrilidir (sekil 2). Corpora cavernosa, penisin koklerini
olustururken, corpus spongiosum ise glansi olusturmak i¢in kavernoza korpusunun
distal kisminda genisler. Siniislerden olusan bu siingerimsi dokular, trabekiiller
tarafindan endotel ile kaplanmistir. Corpora cavernosa ve corpus spongiosum, tunika
albuginea adi verilen bir bag dokusu septasiyla ayrilmistir. Penisin bu yapisal
diizenlemesi, onun siingerimsi bir gériiniim kazanmasini saglar. Penis, ¢ok katmanli i¢

dairesel bir yapiya sahiptir ve cavernosalari tunika albuginea ile sarilidir(23).

Skrotum, penisin altinda yer alan ve cilt ile diiz kas dokusundan olusan ince bir
dis kese olarak bilinir. Bu kese, skrotal septum tarafindan iki boliime ayrilmistir.
Skrotumun ortalama duvar kalinlig1 yaklasik 8 mm'dir ve parietal ile visceral olmak
Uzere iki tabakadan olusur. Parietal tabaka, skrotal duvarn i¢ yiizeyini kaplar ve
visceral tabaka testis ve epididim tizerine katlanir. Skrotal kese icerisinde yer alan
bilesenler arasinda dis spermatik fasya, epididim, testisler, ve ayrica spermatik kord
bulunmaktadir. Skrotum, testislerin korunmasmdan sorumlu olup, testislerin
termoregiilasyonuna yardimer olur. Ozellikle sperm iiretimi i¢in énemli olan testis

sicakligini, ortalama viicut sicakliginin birka¢ derece altinda tutar(21,22,29).

3.1.2. Spermatogenez

Erkek Ureme sisteminin temelde gorevi diploit germ hicrelerinden haploit
hiicreler(sperm) iiretmek, tasinmasini ve depolanmasini saglamaktir. Bu siire¢ oldukca
karmagiktir. Bir dizi olay sonucunda gergeklesir. Erkek infertilitesini anlamak i¢in
spermatogenez sirecinin iyi bilinmesi gerekmektedir. Spermatogenez sureci, turden

tiire degisiklik gosterebilir. Aragtirmalar, insanlarda spermatogenezin tamamlanmasi
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icin ortalama olarak 42 ila 76 giin arasinda bir siire gerektigini gostermektedir. Bu siire,
spermatogenezin farkli agamalar1 arasinda degisebilir ve bu degiskenlik kisinin yasiyla
beraber, kisinin saglik durumuna ve diger nedenlere bagli olarak degiskenlik
gosterebilir. Bu bilgi, erkek tireme sagligiyla ilgili arastirmalarda ve tedavi planlarmin
olusturulmasida 6nemli bir rol oynar(3,30-32). Spermatogenez, hormonal kontrolle

baslatilir ve bu siirecin baglatilmas1 hipotalamus tarafindan diizenlenir (Sekil 3.).

Hipotalamus, gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) salgilar, bu da liiteinizan
hormon (LH) ve folikiil uyarict hormon (FSH) salinimini tetikler. LH, erkek {ireme
organi olan Leydig hiicrelerini uyararak steroid iiretimine yardimci olurken, FSH
Sertoli hiicrelerini uyararak spermatogenezin cesitli asamalarinda proliferatif ve
gelisimsel siireclere katkida bulunur. Bunlarin yani sira, adenohipofiz veya anterior
hipofiz lobu, LH ve FSH'nin yani sira adrenokortikotropik hormon, prolaktin, biiylime
hormonu ve tiroid uyaricit hormon salgilar. Bu hormonlar, spermatogenez siirecinde
onemli bir rol oynar. Temel hormonlar, tireme ekseni merkezi organi olan testislerde
spermatogenezi baglatir. GnRH uyarilari, {i¢ tiir ritmiklik aracilifiyla diizenlenir.
Mevsimsel; en yliksek GnRH iiretimi ilkbaharda gergeklesir. Sirkadiyen; en yliksek
giinliik regiilator sabahm erken saatlerinde ortaya c¢ikar ve pulsatil en yliksek ¢ikt1

ortalama olarak her 90-120 dakikada bir gerceklesir(3,32).

Brain
- Hypothalamus
- Cortex

Inhibin 9

Vs Estrad/ol

* k: GnRH
A\

Pituitary

Seminiferous Tubules

N\ Estradiol Testosterone

\
~
~
\
'@. ., ~
-~ Tesrosterone

Leydig Cells

Sekil 3. Hipotalamik hipofiz ekseninin ve hormonal geri bildirim sisteminin sematik
gosterimi(2).



Spermatogenez, erkek tireme hiicrelerinin, yani spermlerin tiretim surecidir(32).

Bu siireg, karmasik bir dizi olayi igerir ve temel olarak {ic agamada gergeklesir.

Cogalma ve Spermatogonia Farkhlasmasi: Bu agamada, spermatogonia adi
verilen kok hiicreler cogalir ve farklilasir. Spermatogonia, testislerin bazal bolgesinde
yer alir ve bazal membrana dogrudan temas eder. Bu hiicreler, aktif bir mitotik

replikasyon siireciyle embriyonik gelisim sirasinda farklilagsmaya baglarlar.

Mayoz bolinme: Spermatogonia, mayoz bélinme yoluyla spermatositlere
dontisiir. Bu asamada, birincil spermatositler ikincil spermatositlere ve daha sonra
spermatidlere doniisiir. Mayoz boliinme, kromozom sayisinin yariya indirilmesini

saglar ve genetik cesitliligi artirir.

Spermiyogenez: Bu asama, mayoz bolinmenin ardindan gergeklesir.
Spermatidler, kompleks bir siire¢ olan spermiyogenezle spermatozoon adi verilen
karmagik yapiya doniisiirler. Bu stiregte, hiicrelerin sekli ve yapilar1 biliyiik olctide

degisir ve olgunlasan spermatozoonlar olusur.

Seminifer tiibiil i¢inde, germ hiicreleri ¢ok diizenli bir swrayla yerlesmistir.
Spermatogonia, dogrudan bazal membrana temas eder ve zamanla spermatositler ve
spermatidler seklinde ilerlerken tubiil liimenine dogru harecket eder(sekil 4). Bu slrecte
sik1 baglant1 bariyeri, spermatogonia ve erken spermatositlerin bazal bdlgede
kalmasini saglar ve daha olgun germ hiicrelerinin adluminal kompartimana dogru
ilerlemesini destekler. Bu dizenli dizenleme, etkili bir spermatogenez surecini
saglar(31-33).
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Sekil 4. Seminifer tibuldeki germinal epitelin kesiti(31).

3.2. Erkek infertilitesi ve Nedenleri

Spermatogenez siirecindeki aksakliklar veya bu siirecin baglamasi i¢in gereken

On kosullardaki herhangi bir defekt erkek infertilitesine neden olur. Spermin varhgi,

sayis1, morfolojisi infertilite i¢in dnemli parametrelerdir. Erkek infertilitesinin pek ¢cok
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nedeni vardir. Bu nedenler yas, obezite, radyasyon, besleme aliskanligi, alkol ve sigara
tuketimi, varikosel, yaralanma olabilecegi gibi tamamen genetik nedenlerden de

kaynaklanabilir.

3.2.1. Kromozomal Bozukluklar

Normal insan somatik hiicreleri, toplamda 46 kromozom tasiyan, bu
kromozomlarin bir ¢iftinin cinsiyet kromozomlar1 ve 22 c¢iftinin ise otozomal
kromozomlar oldugu diploid(2n) hiicrelerdir. Genellikle kromozomal anomalilerin
normal popiilasyonda %0,5 oraninda goriilir ancak infertil erkek bireylerde bu oran
yaklasik %35,1'dir. Azoospermik erkek hastalarda kromozom anomalileri %13,7 ve
oligozoospermik erkek bireylerde ise %4,6 oraninda gortlmektedir. infertil bireylerde
cinsiyet kromozomu anomalilerinin, otozomal kromozom anomalilerine gore dahada
sik gozlendigi belirlenmistir. Kromozom anomalileri sayisal ya da yapisal olmak tizere

iki ana kategoriye ayrilir(15,34,35).

3.2.1.1. Yapisal Bozukluklar
Yapisal kromozom anomalileri, inversiyon, delesyon, duplikasyon ve
translokasyon gibi ¢esitli tiirlerde olabilir. Ozellikle translokasyonlar gibi yapisal

kromozom bozukluklari, infertil erkeklerde normal popiilasyona gore 8,5 kat daha sik

gordlirken, inversiyonlarda normal popilasyondan 8 kat daha sik goriiliir(34).

3.2.1.2. Sayisal Bozukluklar

En sik goriilen sayisal kromozomal anomaliler, Klinefelter Sendromu olmakla
beraber, XYY erkek, XX erkek birey ve Miks Gonadal Disgenezi (MGD)’dir

3.2.1.2.1. Klinefelter Sendromu
Klinefelter sendromu (XXY andploidisi), sayisal kromozomal anomalilerden,

insanlarda en sik goriilen cinsiyet kromozomu bozuklugudur ve prevalansi 500 erkekte

birdir. Klinefelter sendromlu bireylerin klasik karyotipi, %90"'nda 47XXY, %210'unda
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da 46XY/47XXY (mozaik) seklindedir. Infertil olgularda bu sendroma, oldukca sik
rastlanir (%14) ve fenotiplerinde uzun boy, asir1 vicut kitle indeksi (BMI), 1Q
degerinde disiikliik. Baz1 olgularda diyabet ve l6semiyle birliktelik gosterir(34—39).
Testislerde atrofi ve tlbuler skleroz nedeniyle hipergonadotropik hipogonadizm ve
buna bagl infertilite goriiliir. Hastalarin %60'inda, yasa bagli olarak testosteron
seviyelerinde azalma gOrulir ve bu durumda androjen replasman tedavisi
gerekebilir(35,40).

3.2.1.2.2. XYY sendromu
Genel popiilasyonda binde 1 goriilen bu durum, fenotipleri normal erkektir.
Ancak bu hastalardan alinan semen orneklerinde, agir maturasyon defektleri, Sertoli

Hiicreleri Tek Basina Sendromu (SCOS) ve sperm sayisiin normalden az olmasi gibi

durumlarla beraber mental retardasyon g6zlemlenir(35).

3.2.1.2.3. XX sendromu
Toplumda 1/20.000 sikliginda goriilen XX erkekler, erkek fenotipine sahiptirler

ve Y(SRY)>X translokasyonu tasirlar. Bu vakalarda ambigius genitale, jinekomasti ve

hipospadias gibi durumlar gézlemlenebilir ve binde 9°u azoospermiktir(35,41).

3.2.1.2.4. Miks Gonodal Disgenezi
Her canli dogumda 1/5000 oraninda gorilen Miks Gonadal Displazi'de, 45 X/46
XY mozaikligi siklikla gdzlenir ve bu hastalarin yaklasik %33'lU kadarinda normal bir

karyotip bulunur.45X/47XYY seklinde goriilen vakalarda vardir(42). Bu durumda

germ hiicre aplazisi ve ambigius genital bulgular1 patogonomiktir(35,43).

3.2.2. Gen Dizeyinde Mutasyonlar

Gen dizeyinde bozukluklar, iki ana sinifa ayrilir: cinsiyet kromozomlar1
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uzerindeki genlerdeki bozukluklar ve tek gen bozukluguna bagli ve dogrudan spermin
islevini etkileyen otozomal kromozom bozukluklari. Cinsiyet kromozomlarindaki

mutasyonlar, hem X hem de Y kromozomu tizerindeki genlerde olabilir.

3.2.2.1. Cinsiyet Kromozomundaki Mutasyonlar

Cinsiyet kromozomlar1 olan ve farkli sayida gen iceren X veya Y kromozom

iizerindeki gen diizeyindeki mutasyonlardir.

3.2.2.1.1. X Kromozomunda Mutasyonlar

Erkek infertilitesinde onem tasiyan X-e bagli mutasyonlar annede oldugunda
genellikle goriiniir belirtiler ortaya ¢ikmaz, ancak bir erkekte ortaya ¢iktiginda belirgin
belirtiler gozlemlenebilir. Bununla birlikte, mutant genin gelecek kusaklara yayilmasi

genellikle siirhidir.

X kromozomu, 1098 genden olusur ve bunlarin 99'u testis dokusunda ve ¢esitli
kanserli dokularda ifade edilir. X kromozomu genlerinin yaklasik %10'unu olusturan

bu genlere Kanser-Testis grup genleri denir(35,44).

Kallman Sendromu

Kallman sendromu, genetik olarak heterojen bir gelisimsel hastaliktir ve
genellikle spontan ergenligin olmamasi ve koku alma duyusunun kusurlu olmasi
(hipozmi veya anozmi) ile birlikte ortaya ¢ikar. X kromozomuna bagli en sik goriilen
bozukluktur. X kromozomunun kisa kolundaki bdlgede olan Xp22.3 geni (KAL1

geni)'nde mutasyon nedeniyle gelisir.

Gorililme sikligr 1/60000°dir. Kallman sendromunda, hipotalamustan GnRH
sekresyonunda bozulma meydana gelir, bu da hipogonadotropik hipogonadizm ve
neticesinde erkek infertilitesiyle iligkilidir. Embriyolojik gelisimde GnRH salgilayan

noronlarin olfaktor bulbustan hipotalamusa gdciinde hasar oldugu igin hastalarda
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genellikle anozmi (koku alma yeteneginin yoklugu) mevcuttur. Ayrica, ince ses, libido
kaybi ve erektil disfonksiyon sik¢a goriiliir. Tipik olarak, fenotip uzun boyla beraber,

yarik damak, asimetrik bir yiiz ve bas goriiniimii ile karakterizedir(45,46).

Androjen Duyarsizhgr Sendromu

Androjen insensitivite sendromu, Xq11.2-q12 bdlgesine bulunan androgen AR
geni mutasyonu kaynaklidir. Komplet(testikiiler feminizasyon) yada kismi tipleri
vardir. Komplet tip, androjenin neden oldugu hedef organlarda gelismeme sonucunda,
fenotipi tam bir kadin goriiniimiinde olur ancak karyotip 46XY'dir. Puberte dncesi
malignite olasilig1 disiiktiir. Puberteye ulasildiktan sonra gonadektomi Onerilir.
Parsiyel insensitivite ise internal ductal gelisim bozukluklarmin derecesine bagh
olarak farkli fenotiplere neden olabilir. Hipospadias, mikropenis veya ambigius

genitalya gelisme olasiliklar1 s6z konusudur(31,47,48).

3.2.2.1.2. Y Kromozomunda Mutasyonlar

Y kromozomu kiigiik ve heterokromatik bir yapiya sahiptir. insan genomundaki
en kiglk akrosentrik kromozomdur. 63 gen barindirir(49). Cok sayida tekrar eden
dizilerden olusur. Embriyonal cinsiyet farklilasmasinda cinsiyeti belirleyen y
kromomozumun varligidir. Farklilasma Y kromozomun kisa(p) kolunda (Ypl1) yer
alan SRY geniyle saglanir. Spermatogenez ile alakali genler ise Y kromozomunun q
kolunda Yqg11’de bulunur(49,50).
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PAR1 —
bl PLCXD?, GTPBPS, PPP2RIB, SHOX, CRLF2, CSF2RA, ILIRA, SLC25A6,

ASMTL, P2RY8, AKAPITA, ASMT, DHRSX, ZBED1, CD99, XG

Shortarm ..
SRY, RPS4Y1, ZFY, TGIF2LY, PCOMI1Y, TSPY2, AMELY, TBL1Y,
Euchromatin YP  TspYs, TSPYS, TSPY3, TSPYY, TSPY10

Centromere — l
| AZFa USPSY, DDX3Y, UTY, TB4Y

Yq

Long arm
Euchromatin ~ AZFb

| AZFc

Heterochromatin ——

PAR2

320kb VAMP7, ILSR, HSPRY3, SYBL1, CXYorf1

Sekil 5. Insan Y kromozomunun yapis1(51).

Memeli cinsiyet kromozomlari, en az 180 milyon yil 6nce otozomlardan
evrimlesmistir. Y kromozomunun farklilasmasindaki ilk adim, testis belirleyici genin
edinilmesini ve ardindan biliyiik 6lgekli inversiyonlar1 ve X ve Y kromozomlari
arasindaki rekombinasyonun asamali bir sekilde swrali baskilanmasmi igerir. Y
kromozmonu evrimsel siirecte kiiglilmiis ancak tamamen X kromozomun dejenere
olmamustir. Insan Y kromozomunun evrimi ve giiniimiizdeki durumuyla ilgili detayl

bir genel bakis, son arastirmalarin odak noktasi olmustur(51,52).

Y kromozomunun uzun kolu (Yq), spermatogenez sirasinda kendi kendine
rekombinasyona yatkin hale gelen ve dolayisiyla kromozom i¢i delesyonlara duyarli
olan bircok amplikonik ve palindromik dizi igerir. Bu tlr silmeler, Y kromozomunun

genlerinde kopya sayist degisimine yol agarak erkek kisirligina neden olabilir.
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Kisirlikla iligkilendirilen tekrarlayan ii¢ yaygin Yq delesyonu, AZF (Azospermi
Faktorii) mikrodelesyonlari olarak adlandirilir; AZFa, AZFb ve AZFc(51).

Yqll.2'deki AZFc bolgesinde bulunan DAZ gen ailesinin silinmesi, erkek
kisirligmin ¢ogu vakasindan sorumlu olup siddetli oligozoospermi ile iligkilendirilir.
Ayrica degisken testis patolojisi ile de iliskilendirilir. DAZ'in insan spermatogenezine
fonksiyonel katkisin1 belirlemek i¢cin daha 6nce bir DAZ gen kopyasma 6zgii silme
analizi yapilmis ve DAZ1/DAZ2 silinmelerinin oligozoospermi ile iligkili oldugu

gosterilmistir(53).

Y kromozom mikrodelesyonu saptanmis bireylerin kendi aralarinda yaklagik
dagilimlar1; AZFa(%3), AZFb(%9), AZFc(%79), AZFb+c(%6), ve AZFa+b+c(%3)
seklindedir(35). AZFc bdlgesindeki mikrodelesyonlar, en sik goriilen delesyonlardir.
Testiste azoospermi ya da siddetli oligozoospermiye sebep olur. AZFa bolgesindeki
delesyonlar genellikle Sertoli Cell-Only Sendromu ile iliskilidir. AZFb ve AZFb+c
bolgelerindeki tam delesyon tipleri spermatogenetik arrestle karakterizedir ve bu
vakalarda Testikiler Sperm Ekstraksiyonuyla (TESE) sperm elde edilemez (sekil 6).
Bu delesyonlardan muzdarip kisilerin %65-70'i kadarinda semenden ya da testisten
sperm eldesi yapilabilir. Azoospermili ya da siddetli oligozoospermik vakalarda ICSI
planlanindan 6nce Y kromozom uzun(q) kol mikrodelesyonlar1 igin tarama
onerilmektedir. Cinkii AZFa yada AZFb lokuslarondaki tam delesyon ve AZFb+c
lokusunda delesyonu olan vakalarda Testikuler Sperm Ekstraksiyonu(TESE)
uygulamalar1 énerilmez(8,12,40,50-52,54,55).
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Y chromosome Regions Deletion Size Semen Phenotype TESEC

Yp . i AZFa 0.8 Mb O

/e AZFa

Cen , AZFb 6.2 Mb O @

AZFb Azoospermia Gt

AZF¢c AZFbc 7.0 -7.7 Mb O

' ;;;;;;;;;;;;
<
~

Yq l PAR2

Sekil 6. AZF mikrodelesyonlariin semen fenotipi ve TESE sonuglari(13).

3.2.2.2. Tek Genden Kaynakli Ve Dogrudan Spermin islevini Etkileyen Otozomal

Kromozom Mutasyonlari

Cinsiyet kromozomlar1 iizerinde olmamasma ragmen bazen otozomal
kromozomdaki genlerde spermatogenez veya cinsiyet farklilasmasina dogrudan etki
ederek erkek infertilitesine neden olabilir. Bunlardan en ¢ok bilineni kistik fibrozis

sendromudur.

Kistik Fibrozis

Kistik fibrozis, CFTR (Kistik fibrozis transmembran regilatér) genindeki
mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikar. Bu mutasyonlar, CFTR proteininde hatali senteze
yol acarak klor iyonlarmin epitelyum hiicrelerinden dogru sekilde tagmmasimi
engeller. Bu durum, viicut sivilarimmn viskozitesinin artmasina ve salgi bezlerinin
kanallarinin tikanmasina neden olur. Kistik fibrozisli hastalarm %95 inden fazlasinda
azospermiye neden olan vas deferens'in konjenital iki tarafli yoklugu (CBAVD)
bulunur. CBAVD, erkek kisirliginin oldukga sik goriilen bir nedenidir. Bu durum

erkek kisirhigr vakalarmin yaklasik %1-2'sini olustururken ve obstriiktif azospermi
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vakalarinin ise en az %6'sin1 olusturur. Bu durum, vas deferensin dogustan olmamasi
veya gelismemesi nedeniyle sperm tasinmasini engeller, bu da kisirhiga yol
acabilir(56,57). Seminal vezikiiller normal miktarda sivi salgilamadigindan ejakiilat
da ¢ok daha diisiik bir hacimdedir ve asidiktir(58).

Orak Hicre Anemisi

Lokus 11p15 de meydana gelen tek gen mutasyonu (SNP) sonucu olusur. Bir
kan hastaligidir. Kadin ve erkekte kisirliga neden olur(59-62). Bu hastaliktan
muzdarip erkeklerin %24 e kadarinda testesteron disiikligli ve erkek kisirlig1
gorilir.(61) Ayrica hastaliga sahip kisilerin kullandigi kemoterapik ilag olan

hidroksitireninde kisirliga neden oldugunu belirten ¢alismalar vardir(60).

Genetik Endokrinopatiler

Endokrin sistem tizerinde etkili olan tek gen mutasyonlar1 da erkek infertilitesine
neden olabilir. GnRH’1n tretimindeki aksakliklari, Prader-Willi sendromu, LH ve
FSH fonksiyonundaki defektler ve Anderojen Sentez bozukluklari buna ornek
verilebilir (18,25,30,32-35).

3.3. Azospermi Ve Oligospermi

Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO), 2010'da yayimladig1 verilere gdre “normal
sartlarda bir insan sperm testinde” spermlerin total sayisi ornekte 39 milyon
(mililitrede 15 milyon), ileri dogru hareketliligi %32, pH'1 >7,2; hacmi >2 ml, normal

sekilli sperm orani (morfoloji) %4'ten biiylik olmalidir.(9)

Cevresel veya genetik nedenlerden dolayr menideki sperm sayis1t WHO nin
standartlarindan farkli olmas1 bir tani1 araci olarak kullanilir. Sadece sperm sayisi
degil aynm1 zamanda sperm morfolojisi de parametre olarak kullanir. Say1 ve
morfolojideki degisiklikler gebelik sansini azaltabilir ve hi¢ spermin olmamasi

durumunda normal bir gebeligi engeldir.
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Sperm parametreleri normal olsa bile gebeligin ger¢eklesememe ihtimalide s6z
konusudur. Tiim erkek iireme organi siirecinin disinda spermlerin kapasitasyon
denilen bir 7-8 saatlik donemden daha ge¢mesi gereklidir.(63)

Kapasitasyon bir nevi olgunlasma ve fertilizasyon i¢in, déllenmeden dnceki
son hazirlik evresidir. Kapasitasyonun baslangi¢c noktasi bilinmese de en hizhi
zamaninin uterusta oldugu zamanidir ve kapasitasyon i¢in spermatozoanin seminal
sividan uzaklagmasi gereklidir.(63-65). Ciinkii seminal sivida dekapasitasyon

faktorleri bulunur.

Sperm kapasitasyonu, spermin yumurta zarma penetre etmesini saglayan
proteolitik enzimlerin salinimi, akrozom reaksiyonu i¢in bir 6n kosuldur.
Kapasitasyon, spermatozoanin seminal sivi igermemesi kosuluyla onlar1 yeterli

durumda tutan herhangi bir ortamda inkiibe edilmesiyle baslatilabilir.

Tablo 2. Sperm Referans Degerleri(9)

Parametreler Anormali Diisiik Normal Yiuksek

deger  deger deger

Semen hacmi (mL) <1,5:Hipospermi 1,5 3,7 6,8

Sperm 0:Azospermi 15 73 213

konsantrasyonu

(10° /mL) <15:0ligospermi

Total <40:Astenosperm 40 61 78

hareketlilik(%) i

Ileri <32:Astenosperm 32 55 72

hareketlilik(%) i

canlilik(%) <58: 58 79 91
Nekrospermi

Normal form(%) <4: Teratospermi 4 15 44
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3.4. Kromozomal polimorfizimler(heterokromatin varyantlar) ve infertilite

Kromozomal heteromorfizmler uzun zamandir bilinen bir bilgidir(66).
Heterokromatin uzunlugundaki veya insan kromozom yapilarindaki farkliliklar
heterokromatin varyantlar olarak bilinirler ve kromozom bantlama teknigi sitogenetik
inceleme yaygm goriilen bulgulardir(67). Genel popilasyonda 1, 9, 16, ve Y
kromozomu varyantlar1 sik bulgular arasindadir. Yapilan sitogenetik caliymalarda

genel populsaydonda %2-%5 arasinda goriildiigi bilinmektedir(68).

Hem erkek hem kadin infertilitesinde heterokromatin varyantlarinin goériilme

sikliklar1 artar(68—70).
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4. GEREC VE YONTEMLER

4.1. Cahsma Popiilasyonu

Cahsmamiz Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Hastaneleri Tibbi Biyoloji-
Genetik laboratuvarma 01.01.2021-31.12.2023 tarihleri arasinda Azospermi ve
oligospermi on tanisi ile gelen infertil bireylerden olusmaktadir. Calismaya konu
edilen hasta grubu droloji kliniginden gelen, spermiyogram testi yapilmus,
spermiyogram testinin neticesinde azospermi veya oligospermi tanisi almis vakalardir.
Infertil bireylerden Sitogenetik inceleme ve Real-time PCR’la Y-mikrodelesyon

inceleme igin periferik vendzden kan numuneleri alindi.

Calisma popiilasyonu azospermi veya oligospermi tanist almis 550 infertil erkek
bireyleri kapsamaktadir. Oncelik olarak her birey i¢in ayr1 pedigriler yapildi. Pedigri
bilgilerinde vakalarin yas, alkol ya da ila¢ kullanimi, eger kullaniyorsa bunlarin

siklikta kullanildig: ve varsa kronik rahatsizliklarina yer verildi.

Calismamizda 550 infertil bireyin tamamina Y-mikrodelesyon analizi, 421

vakada ise sitogenetik analizi ¢alismasi yapilda.

Sitogenetik inceleme icin Kullanilan Kimyasallar

1) Penisilin-Streptomisin
2) Fetal Calf Serum
3) Fitohemaglutanin

4) Colcemid 10ug/mi

5) L-Glutamin 10ml

6) KCL-Potasyum

7) Glacial Asetik Asit (sigma)
8) Methanol

9) Nutrient Mixture F-10 Ham
10)  Gimsa boya
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11)  Heparin

12)  Distile su
13)  Pankreatin
14)  Etil alkol

15)  Serum fizyolojik

4.2. Sitogenetik Inceleme I¢cin Kullanilan Soliisyonlar

Hipotonik soltisyonu: 100 ml distile su + 5.6 gr KCL (0.075 M KCL)
Cornoy fiksatif: 3 birim methanol + 1 birim acetic acid glacial

Fitohemaglutinin solisyonu: 5 mg Phytohaemaglutinin M + 5 ml bidistile

water

SOransan tamponu:
e 1.88gr.Na2HPO4 +1000 ml distile su (A)

e 9.08 gr. KH2PO4 + 1000 ml distile su (B)
e AveB soliisyonlar1 Karistirilarak PH = 6.8’¢ ayarlanir

Trypsin soltsyonu: 50-100 mg Trypsin + 100 ml serum fizyolojik (37°C)

Pankreatin solisyonu: 50-100 mg Pancreatin + 100 ml serum
fizyolojik(37°C)

Boya soliisyonlar:

G Bantlama: 95 ml S6éransan tamponu + 5 ml Giemsa L&sing

Duz Boya: 95 ml distile su + 5 ml Giemsa L&sing

4.3. Sitogenetik inceleme icin Periferik Kanda Kullanilan Kiltir Ortamm

Icerigi
Nutrient Mixture F-10 Ham 100 ml
Phytohaemaglutinin M solisyonu 1.5ml
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L-Glutamine 1ml
Penisilin-Streptomisin 1ml

Fetal Calf Serum 20 ml

4.4. Sitogenetik Inceleme Icin Kullanilan Aletler

1) Etiv

2) Distile su cihazi

3) Hassas elektronik terazi
4) Kuru hava stelizatori
5) Farkli boyutlarda enjektor ve pipetler
6) Isik mikroskopu

7) Dikey cam sale

8) Mezir

9) Vortex cihazi

10) pH metre cihazi

11) Mikropipet

12) Buzdolabi

13) Lam ve lamel

14) Santrifiij cihazi

4.5. Kromozom eldesi boya ve bant islemi

Calismamizda periferik vendz kandan lenfosit kiiltiir teknigi ile kromozomlar

elde edilmistir.
1. Hastalardan heparinli enjektor araciligi ile 4-5 ml kadar kan alind1.
2. Hastanin ad1 soyad: falkon tiipe yazildu.

3. Swvi kiltir besi yerinden falkon tiiplere 5 ml aktarildi.
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Sekil 7. Besiyeri i¢in hazirlanan falcon tiipler ve kan 6rnegi bulunan heparinli
enjektorler.

4. Hastadan alinan kan 6rneginden yaklasik 0,25 mL kadar tuplere 5-6 damla
eklenerek, inkiibasyon i¢in 72 saat boyunca 37 derecede etiivde birakildi.

5. 72 saatlik inkiibasyon siiresinin son 45 dakikasi kala falcon tiipleri etiivden
¢ikarilarak iglerine 2 damla colcemid eklenip tekrar etiive birakildi; 72 saatlik

siirenin sonunda ¢ikarildilar.

6. Etlivden ¢ikarilan falcon tiipler iyice vortekslenip, 1200 rpm hizinda 10 dakika

boyunca santriflj edildi.

7. Santrifiijden sonra iist kisimdaki stipernatant pipetlerle atildi; falcon tiipiinde
kalan pellet kisim vortekslenip lizerine yaklagik 10 ml (yaklasik 20 damla) hipotonik
soliisyon eklenerek 10 dakika boyunca etiivde birakildi.

29



Sekil 8. Kolsemid damlatildiktan sonra 45 dk etiivde 37c¢ bekledikten sonra 10 dk
santrifiij edildikten sonraki hali

Sekil 9. Siipernatant kismu atilip pelet birakiliyor
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Sekil 10. 20 damla hipotonik eklenip vortexleniyor

8. Falcon tiipii, 1200 rpm hizinda 10 dakika boyunca santrifiij edildikten sonra
siipernatant kismi pipet yardimiyla dikkatlice alind1 ve vorteksleme sirasinda iistiine

10 ml fiksatif eklenerek karistirildi.
9. Fiksatif ile birkag¢ kez daha yikama islemi tekrarlandi.
10. Son santrifiij isleminden sonra falcon tiiplerin i¢inde 0.5-1 cc pelet birakild:.

11. Alt kisimdaki pelet, pipet yardimiyla karistirildi ve dnceden hastanin adinin

yazildig1 3 adet lama lizerine yaklasik 25-30 cm yiikseklikten damla damla yayildi.

12. Preparatlar, buhar banyosunda kurumaya birakildiktan sonra 3 giin boyunca

etlivde yaslanmaya alindi.

13. Ugiincii giiniin sonunda, preparatlar pankreatin ¢dzeltisi bulunan salelere 30-60

saniye bekletilip ¢ikarildi.
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14. Ardindan preparatlar, icerisinde distile su bulunan salelere batirilip ¢ikarildi.

15. Sonrasinda Giemsa boyasi bulunan salelere birakilan preparatlar, 4-5 dakika

boyunca boyamaya alindu.
16. Boyamadan ¢ikarilan lam preparatlar, iki kez daha distile suya batirilip ¢ikarildi.

17. Tium bu islemlerden sonra temizlenen lam preparatlar, kromozom analizi igin
mikroskop altinda incelenmeye hazir hale getirildi ve sonug olarak karyotip

olusturuldu.
4.6. Y-Mikrodelesyon Analizi icin DNA izolasyonu
Y-kromozomu iizerindeki mikrodelesyonlar1 SNP Biyoteknolojiye ait Y

KROMOZOM MIKRODELESYON REAL TIME PCR KIiTI (8 BOLGE) (Kat. No: 15R-10-
08) kullanildi.

1. EDTA'l tiiplerdeki kan, 50 ml'lik falcon tiiplere aktarild.

2. Falcon taplerin Gstiine Reaktif A eklenerek hacimleri 35-40 cc'ye ulasana kadar
dolduruldu.

3. Tiipler, 2 dakika boyunca elle karigtirildi.
4. 3000 rpm hizinda ve +4 °C sicaklikta 10 dakika siireyle santrifiij edildi.

5. Santrifiij sonrast falcon tiiplerdeki pellete zarar vermeden siipernatant kismi,

icerisinde camasir suyu bulunan bir behere aktarildi.

6. Kalan kisima 2 ml Reaktif B eklenerek pipetleme yapildi.
7. Her bir hastanin tiipii, 15 ml'lik falcon tiiplere aktarild1.
8. Tiplerin Gstiine 500 pl Sodyum Perklorat eklendi.

9. Tiipler, oda sicakliginda 15 dakika boyunca roller mix'te karigtirildi.
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10. igerigi karisan tiipler, daha dnceden 65 °C'ye ayarlanmis benmaride 30 dakika
boyunca inkiibasyona birakild1.

11. Benmariden ¢ikarilan her tiipe 2 ml kadar kloroform eklendi.
12.10 dakika boyunca rollermix'te karistirildi.
13. 1400 rpm hizinda ve 15°C-20°C sicaklikta 10 dakika siireyle santrifiij edildi.

14. Santrifiij sonrasi iistte kalan DNA igeren berrak faz, pastor pipetiyle bagka bir tiipe
aktarildi.

15. Tiplerin Gstline, 4°C'de muhafaza edilen 2 ml etanol eklendi ve hafifce elle alt tst
edildi.

16. Plastik 6zeyle tiip igerisindeki DNA'lar hafif dairesel hareketlerle toplandi.

17. 1,5 ml'lik eppendorf tiipe, ucunda DNA bulunan 6ze tersten birakilarak 3 dakika

bekletilerek kurumasi saglandi.

18. Uzerinde DNA bulunan 6ze, ucundan kesilerek eppendorf tiipiin i¢ine birakild1 ve

Ustiine 200 ml distile su eklendi.
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Sekil 11. RT-PCR ig¢in kullanilan geregler.

4.7. Preperatlarin degerlendirilmesi ve karyotip islemleri

Kromozom eldesi islemlerinden sonra metefazlar 151k mikroskopu ile 20-40 tane
bakilarak fotograflandi veya sitogenetik incelemeler icin Otomatik Metafaz Bulucu
Sistem olan Argenit kullanild.

Elde edilen metafazlar paris kongresinde idiyogramlari belirlenen ISCN de

yayinlanan kriterlere gore dizilip karyotipler hazirlanmistir.

4.8. RT-PCR ile Y-mikrodelesyon analizi

Y-kromozomu iizerindeki mikrodelesyonlar1 SNP Biyoteknolojiye ait Y
KROMOZOM MIKRODELESYON REAL TIME PCR KIiTi (8 BOLGE) (Kat. No: 15R-10-
08) kullanildi.

Y kromozomundaki AZF-a AZF-b AZF-c bélgesindeki mikrodelesyonlari

incelemek amaciyla RT-PCR'a uygun paneller hazirlanmustir.
Kontrol olarak SRY ve ZFY kullanilmustir.
Sonuglar Qiagen rotor gene Q ile analiz edilmistir.

Testin prensibi, Taqg DNA polimerazin 5'-3' ekzoniikleaz aktivitesine dayanir.
Probun 5' ucunda bir reporter boya ve 3' ucunda bir quencher boya bulunur. Quencher
boya, reporter boyanin isimasini bastirir ve ayni zamanda probun primer gibi
davranarak uzamasini engeller. PCR sirasinda enzim aktivitesiyle birlikte reporter ve
quencher arasindaki prob parcalanarak ayrilir, bastirilma ortadan kalkar ve 1s1ma
meydana gelir. Bu islem, sadece hedef bolge lizerinde hibridize olan prob'larda
gerceklesir. Amplifikasyon miktari arttik¢a, reporter boyanin agiga ¢ikmasiyla birlikte

1s1ma dogrusal olarak artar ve bu artis cihaz tarafindan es zamanl olarak tespit edilir.
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Tablo 3. RT-PCR donguleri

95 °C 3 dakika Tag Aktivasyonu
95 °C 15 saniye

0 Dongl
60 °C 1 dakika g

Her tiipte HEX/JOE boyasi ile isaretli internal kontrol ile PCR reaksiyonun

caligmasini kontrol eder.

Tablo 4. Kullanilan kitlerin igerigi

Bilesen 10 Test
ZFY (Kontrol) Real Time PCR Master Miks 200 pl
SY14 (Kontrol) Real Time PCR Master Miks 200 pl
SY84 (AZF-a) Real Time PCR Master Miks 200 pl
SY86 (AZF-a) Real Time PCR Master Miks 200 pl
SY127 (AZF-b) Real Time PCR Master Miks 200 pl
SY134 (AZF-b) Real Time PCR Master Miks 200 pl
SY254 (AZF-c/IDAZ) Real Time PCR Master Miks 200 pl
SY255 (AZF-c/DAZ) Real Time PCR Master Miks 200 pl
Normal Erkek Kontrol DNA 80 pl
Delesyo Pozitif Kontrol DNA 80 pl
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Sekil 12. internal kontrol piklerinin gorintist.
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Sekil 13. AZF bolgesi, pik var ilgili bolgede delesyon yok (fam boyasi).
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Sekil 14. AZF bolgesi, pik yok ilgili bolgede delesyon var (fam boyasi)
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Tablo 5. Kullanilan RT-PCR primerlerine ait bilgiler

Primer dizisi

Primer ad1 Ileri(sol) Geri(sag) bolge
sY84 5> AGA AGG GTCTGA AAG CAG GT-3° 5" GCC TAC TAC CTG GAG GCT TC-3° AZFa
sY86 5-GTT ACA AAG AAATCC CAAAGAC-3 5'- ACA CAC AGA GGG ACA ACCCT -3 AZFa
sY127 5> GGC TCA CAA ACG AAA AGA AA-3 5°CTG CAG GCAGTA ATA AGG GA-3’ AZFb
sY134 5-GTC TGC CTC ACC ATA AAA CG-3' 5-ACC ACT GCC AAA ACT TTC AA-3' AZFb
sY254 5’GGG TGT TAC CAG AAG GCA AA-3° 5’GAACCGTATCTACCAAAGCAGC-3 AZFc/DAZ
sY255 5’GTT ACAGGATTCGGC GTG AT-3’ 5" CTC GTC ATG TGC AGC CAC-3’ AZFc/DAZ
sY14 5'-GTT ACA AAG AAATCC CAAAGAC -3 5'-GCT GGT GCT CCATTC TTG AG-3' SRY
ZFY 5-ACC RCT GTACTG ACT GTG ATT ACA C-3' 5-GCACYT CTT TGG TAT CYG AGA AAG T-3' |ZFXIZFY




5. BULGULAR

Cahsmamiz Dicle Universitesi T1p Fakiiltesi Hastaneleri T1bbi Biyoloji- Genetik
laboratuvarma 01.01.2021-31.12.2023 tarihleri arasinda azospermi ve oligospermi 6n
tanis1 ile gelen 550 infertil bireyi kapsadi. Calismaya konu edilen infertil erkek
popiilasyonu Diyarbakir il, ilge ve g¢evre illerde (Gilineydogu Anadolu BOlgesi)
yasayan bireylerdi. 550 idiyopatik infertil erkek bireyin tamamina RT-PCR ile Y-
mikrodelesyon bakildi. 550 idiyopatik infertil erkek bireyden 421 (%76,5) inede
sitogenetik inceleme yapildi. 550 hastanin 410°’u azospermi, 140’1 oligospermi

taniliydu.

5.1. Sitogenetik ve molekuler bulgular

Calismamizda 550 idiyopatik infertil erkek bireyin 27(%4,9)’sinde Y-

mikrodelesyonu gorulda.

Bu calismamizda 421 vakada sitogenetik incelemeler yapildi. Vakalarin
172(%40,8)’sinde  kromozomal anomali tespit edildi(kromozom polimorfizmleri
dahil). 172 kromozomal anomalisi olan vakadan 38(%9)’i oligospermi 134(%31,8)’i
azospermiktir. 249(%59,2) hastada kromozomal bir anomali saptanmadi. 172
kromozomal anomaliden 114(%27,07) hastada yapisal kromozomal anomali,
58(%13,75 hastada sayisal kromozomal anomali ve 8(%1,9) hastada hem sayisal

hemde yapisal kromozomal anomali gorildi.

Kromozomal polimorfizmler baska bir deyisle heterokromatin varyantlar
100(%23,75) hastada goruldi. Kromozomal polimorfizmler hari¢ tutuldugunda
14(%3,33) hastada yapisal kromozomal anomali saptandi, bunlardan 3’{ oligospermi
vakasiydi, 58(%13,77) hastada ise sayisal anomali tespit edilmistir. Oligospermi
vakalarin higbirinde sayisal kromozomal anomali goriilmedi. Toplamda 72(%17,1)

hastada sitogenetik incelemede anomali géruld.

Calismamizdaki 421 hastanin sitogenetik incelemesinden 53(%12,5) hastanin

klinefelter sendromu saptandi. Klinefelter sendromlu 53 hastadan 4 tanesi mozaikti.
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5.2. Karyotip bulgular

Tablo 6. Sayisal kromozomal anomalisi olan infertil bireylerin karyotip dagilimi

N Karyotip

46 47, XXY

1 mos45,X [21]/46,X,i(Y)(q11) [17]

1 mos46,X,del(Y)(q?)(11)/45,X(14)

1 mos47,XXY[14]/46,XY[2]

1 mos 46,XY (18)/45,X (2)

1 mos47,XXY[27]/46,XY[1]/ 48, XXXY[1]

1 47,XXY,9gh+

2 47, XXY,1gh+,9gh+

1 47 XXY,14ps+

1 mos47,XXY ,9gh+[26] /46,XX,9gh+ [2]/
46,XY,9gh+[1]

1 mos45,X ,9qh+[26]/46,XY ,9gh+[6

1 45,XY,t(13;14)

58 Toplam

Sayisal kromozomal anomali goriilen 58 olgudan 46’sinda
47, XXY (Klinefeleter sendromu ) karyotip goruldi. 5 olguda KS ile beraber 9gh+,
1gh+,14ps+ heterokromatin varyantlar1 goriildi. 3 KS olguda mozaik karyotip

gorulda.
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Tablo 7. Olgularda goriilen yapisal kromozomal anomaliler

N Karyotip

5 46,XY, inv(9)(p13;q13)
1 46,XY,t(4;13)(13qter13q14::4p154qter,13pter13q13::4pl6
4pter)

1 46,XY,del(Y)(pter>q11.22:)

1 46,XY,der(7)(7qter>p22::6pl16>qter),del(6)(pter>q22:)
1 45,XY,t(13;14)

1 46,XY,1(1;22),9gh+

1 46,XY,1gh+,inv(9)(p13;912)

2 46,XY inv(9)(p12;912)

1 46,XY, inv(9)(p11;q13)
14 Toplam

Kromozomal polimorfizmler baska bir deyisle heterokromatin varyantlar
100(%23,75) hastada gorildi (tablo 8). Infertil erkek bireylerde heterokromatin
varyantlar gozardi edildiginde yapisal kromozom anomalileri 421 vakadan 14’{inde
gozlemlendi (%3,32)(tablo 8). Idiyopatik infertil erkek bireylerde goriilen yapisal
kromozomal anomalilerde 46,XY,inv(9)(p13;q13) karyotipi en sik goriilen
anomaliydi(%1.18).

Tablo 8. infertil vakalarda kromozomal anomali dagilimi

Tam Toplam Heterokromatin Sayisal Yapisal
Vaka varyanti kromozomal kromozomal
sayisi anomali anomli

Azospermi | 410 65 58 11
Oligospermi | 140 35 0 3
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Tablo 9. infertil olgularda gériilen kromozomal polimorfizmler(heterokromatin
varyantlar)

N Karyotip

36 46,XY,9qh+
24 46,XY,1qh+
3 46,XY,21ps+
3 46,XY,16gh+
3 46,XY,22p+
2 46,XY,15ps+
1 46,XY,14ps+
8 46,X,Y (?) (y normalden kiiglk)
4 46,xy, yg+
10 46,XY,1gh+,9gh+
3 46,XY,16gh+
1 46,XY,9gh+,16q+
2 46,XY,1gh+,16gh+
100 Toplam

Sitogenetik analizi yapilan 421 idiyopatik infertil erkek bireyde en sik goriilen
heterokromatin varyant1 36 vakada (%8,55) 46,XY,9qgh+ karyotipi. 24(%¥5,7) vakada
ise 46,XY,1gh+ karyotipi gozlemlendi. Gozlemlenen heterokromatin varyantlarimimn

icinde 46,XY,9gh+ karyotipi %36 oraninda gézlemlendi.
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5.3. Infertil vakalarin yas dagiimlari

100
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40
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20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54
OLGULARIN YASLARI

Sekil 15. Vakalarin yas dagilimi

Laboratuvarimiza gelen idiyopatik infertil erkeklerin yas dagilimi sekil
14°teki gibidir. 28-38 yas arasinda daha ¢ok vaka gozlemlenmistir. Vakalarimizdan
en kii¢ligli 20 yasinda en biiytiglide 55 yasindadir.

Tablo 10. Vakalarin yas ortalamalari ve infertilite siiresi

ortalama minimum maksimum
Infertilite siiresi | 6,3 2 35
yas 32,9 20 55
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5.4. Vakalarin hormonal bulgulari

Dicle Universitesi laboratuvar degerleri normal araligt LH (IU/L) igin 1,5 ile 9,3
degerleridir. FSH(IU/L) i¢in bu aralik 1,4 ile 18,1°dir.47,XXY klinefelter sendromlu
higbir bireyin LH ve FSH degeri normal aralikta gézlemlenmedi. Tiim vakalardan Y-
mikrodelesyon pozitif olan 9. Vaka FSH orani en yiliksek infertil bireydi. Vakanin
FSH(IU/L): 114,5 iken LH (IU/L): 45,42 dlzeyindeydi. Diger y-mikrodelesyon
vakalar1 FSH ve LH seviyeleri normal araliktaydi (hem Y-mikrodelesyon hem de

47XXY karyotipi gdzlemlenen vakalar haric).

Tablo 11. 47, XXY vakalarinda LH ve FSH degerleri.

Hormon ortalama En diisiik En ylksek
LH (1U/L) 21,7 10 43
FSH (1U/L) 38,1 20 70

Tablo 12. LH ve FSH degerleri sifira yakin bazi kromozomal anomaliler(birer
hastada)

Anomaliler LH (1U/L) FSH (1U/L)
45,XY,1(13;14) 0,2 0,3
46,XY,9gh+ 0,03 0,5
46,XY inv(9)(p12;912) 0,1 0,1

5.5. Y-mikrodelesyon bulgular

Calismamizda 550 idiyopatik infertil erkek bireyin 27(%4,9)’sinde y
mikrodelesyonu goruldi. 523(%95,1) hastada Y-mikrodelesyonlari saptanmadi. 10

mikrodelesyonlu hastada kromozomal anomaliler oldugu tespit edildi(tablo 14).
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Tablo 13. Y-mikrodelesyon pozitif vakalarin mutasyon bolgeleri

Y-
mikrodelesyon

pozitif vakalar

AZFa

AZFb

AZFc

sY84

sY86

sY127

sY134

sY254
(DAZ)

sY255
(DAZ)

1.vaka

+

+

2.vaka

3.vaka

4. vaka

5.vaka

6.vaka

7.vaka

8.vaka

9.vaka

10.vaka

11.vaka

12.vaka

13.vaka

14.vaka

+| +| +

15.vaka

16.vaka

17.vaka

18.vaka

19.vaka

20.vaka

21.vaka

22.vaka

23.vaka

+ +| | | H +] |+

+ +| | | H +] |+

24.vaka

25.vaka

26.vaka

27.vaka

Toplam

11

14

10

11

10
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Y-mikrodelesyon pozitif olan 1. Vakanin (tablo 12) AZFb (sY127,5Y134) ve
AZFc(sY254,sY255) bolgelerinde delesyon tespit edildi.VVakanin babasi ve 2 erkek
kardesine yapilan Y-mikrodelesyon RT-PCR testinde aile fertlerinin ayn1 delesyonu
tagimagi gorildii(sekil 16).

Ydel(-)

Ydel(-) - Ydel(-)

/’ Ydel(+)

Sekil 16. Denova mutasyon sonucu y-mikrodelesyon pozitif vaka

Oligospermi 6n tanili vakalarda Y-mikrodelesyon saptanmadi.Y-
mikrodelesyon 27 vakanin tamami azospermi On tanili hastalardi. Baz1 vakalarda

hem Y-mikrodelesyonu hemde kromozomal anomali saptandi (tablo 14).

Tablo 14. Y-mikrodelesyon ile beraber kromozomal anomali saptanan vakalar

Y-mikrodelesyon Kromozomal anomaliler
pozitif vakalar

3.Vaka mos46,X,del(Y)(q?)(11)/45,(14)
5.Vaka 46,XY,9gh+

6.Vaka 46,XY,1gh+,9gh+
7.Vaka 47 XXY

8.Vaka 46,xy, yg+
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10.Vaka 47 XXY

11.Vaka mos45,X ,9qh+[26]/46,XY ,9gh+[6]
14.Vaka 46,XY, inv(9)(p13;913)
17.Vaka 46,XY,del(Y)(pter>q11.22:)
21.Vaka 46,XY,t(1;22),9gh+

Calismadaki 5 vakada AZFb+AZFc delesyonu, 1 vakada AZFa+AZFb
delesyonu saptandi. 1 vakada da AZFa+AZFb+AZFc delesyonu saptandi.1 baska
vakada (8.vaka ) AZFa+AZFc(sadece sY254’te delesyon) saptandi.

5.6. Vakalara ait baz1 karyotipler

£L 7% 33 3¢ BB
B8 2& 8g 335 =23 33 @E
88 68 42 58 as  =a
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*
i 21 18 TR
éﬁ 374‘ 88 28 #8 28 &8
68 85 8o 88 &8 4a

&8 83 &a 86 gg

19 20 21 22 w

Sekil 17. mos47,XXY ,9qgh+[26] /46,XX,9qh+ [2]/ 46,XY,9gh+[1](Mozaik
Klinefelter sendromu)
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6. TARTISMA

Infertlite diinyada 70-100 milyon bireyi etkileyen prevelansi oldukca yiiksek bir
durumdur(71). Evli her 6 ¢iftten 1°i iireme sorunu yasamaktadir. Infertilitenin evli
ciftler {izerinde psikolojik sorunlar yaratabildigi ve yasam kalitesini diisiirdigii
bilinmektedir(72). Bu infertilite vakalarinin yarisida erkek faktorii etkilidir(71,73,74).
Erkek infertilitesinin % 90 sebebi sperm azlig1 veya yoklugundan kaynaklanir(75).
Buda spermatogenezdeki siirecte yasanan defektlerden kaynaklanir. Spermatogenez
stirecinde germ hiicresi gelisiminde rol oynayan Yq iizerinde AZFa, AZFb, AZFc
genlerindeki delesyonlarin erkek infertilitesine neden oldugu c¢alismalarca

gosterilmistir.(76—79).

Erkek infertilitesinin nedenleri arasinda enfeksiyon, genital yaralanmalar, kistik
fibrosiz, hormonal defektler ve gevresel faktorler yer alir. Ancak erkek faktorlii
infertilitede  vakalarm %601 sitogenetik anomaliler ve Y kromozomu

mikrodelesyonlaridir(75).

Erkek infertilitesi genel erkek popiilasyonun yaklasik %7 sini etkileyen bir
patoloji iken %20’ sinin sebebi bilinen bir genetik kusura baghdir. Vakalarin %40 ise
idiyopatiktir(80).

Heterokromatin varyantlarmin her ne kadar fenotipe etkisi klinik olarak
diistiniilmese de Ozellikle infertil bireylerde yapilan ¢alismalarda heterokromatinde

istatistiksel olarak anlamli bir artisin oldugu ¢ogu ¢alismada gosterilmistir(67,69,70).

Antonin ve arkadaglarinin yaptig1 heterokromatin varyantlar1 ile ilgili
calismasinda 1036 {ireme sorunu yasayan vakanin 995 kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli(P = 0.006) heterokromatin varyant1 artis1 bulmustur ancak

bu olgunun nedeni bilinmemektedir(67).

Sahin ve arkadaslarmin 275 infertil ¢ift ve genel popiilasyon sayilabilecek
1130 fetiis kontrol grubu ile yaptigi ¢aligmada infertil hastalarda %6.52 ve kontrol
grubunda %1,77 heterokromatin varyanti saptamiglardir ve istastiksel olarak anlamli
bir gdzlemlenmistir(p<0,0001)(81).

Schoor ve arkadaslarmin yaptig1 ¢aligmada nonobstiiriktif azospermi vakalarinin
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%89’nun FSH degerinin 7,6 mIU/ml'nin {izerinde oldugunu gozlemlemislerdir(82).
Bizim calisgamizda idiyopatik 421 infertil erkek bireyden 47,XXY klinefelter oldugu
saptanan bireylerde ortalama 38,1 IU/L FSH diizeyinde g6zlemlendi. Higbir klinefelter
sendromlu infertil bireyin LH ve FSH diizeyleri normal aralikta degildi. Dicle
universitesi laboratuvarinda normal referans degerleri LH (IU/L) igin 1,5 ile 9,3
araligindadir. FSH(IU/L) i¢in bu aralik 1,4 ile 18,1°dir. FSH ve LH degerleri sifira
yakin olan 45,XY,t(13;14), 46,XY,9gh+, 46,XY inv(9)(p12;912) (¢ infertil vakamiz

disinda diger bireylerde anlamli bir fark gézlemleyemedik.

Hofherr ve arkadaslarinin genis bir popiilasyona yaptigi calismada kisirlik
sebebiyle gelen 18 yasindan biylk erkeklerde yaptigi 2242 kromozom galismasinda
infertil erkek bireylerde %14,3 karyotip anomalisi saptanmis ve 2749 infertil bireyde
%3,6 Y-mikrodelesyonu saptanmistir(83). Calismasinda 258 birey 47,XXY, 9 birey
47, XYY 7 birey 46,XX erkek karyotip anomalisine sahipti. %3,6 Y-mikrodelesyonu
olan infertil bireylerin %90’1 delesyonu AZFc bdlgesindeydi(83).

Stahl ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada spermiyogrami 5 milyon sperm/mL
olan azospermi ve oligospermi 1591 infertil bireyde 149(%9,4) y-mikrodelesyon rapor
etmiglerdir. Calismada azospermili erkeklerde saptanan mikrodelesyonlarin 3/2 sinin
AZFa, AZFb, AZFb+c veya AZFat+b+c oldugunu oligospermik erkeklerde ise
tamamimin AZFc oldugu bildirilmistir. Calismada 718 hastaya mikrodisseksiyon
TESE uygulanmis ve AZFa, AZFb, AZFb+c veya AZFa+b+c mikrodelesyonlari
bulunan hastalarin tamaminda TESE basarisiz olmustur.AZFc mikrodelesyonu olan

21 hastadan 15’inde TESE’nin basarili oldugu bildirilmistir(84).

Infertil bireylerde yapilan sitogenetik calismalarda kromozomal anomaliler
infertil bireylerde goriilme sikhiginin %9 ile %25 araligindan oldugu farkh
calismalarca bildirilmistir(83,85-91) . Heterokromatin varyantmm infertil erkek
bireylerde yaklagik %23 oldugunu bildiren g¢alimalarda mevcuttur(70). Bizim
calismamizda heterokromatin varyant1 421 infertil bireyden 100(%23,75) bireyde
saptanmistir. Bu baglamda literatiirle uyumlu olup genel popiilasyonda heterokromatin
varyanti olan %2-%>5 araligindan oldukca yiiksektir(68). Sitogenetik acidan analizini
yaptigimiz 421 idiyopatik infertil erkek bireyde en sik heterokromatin varyant: 36
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vakada (%8,55) 46,XY,9gh+ karyotipi olarak gorildi. 24(%5,7) vakada 46,XY,1gh+
karyotipi goOzlemlendi. Gozlemlenen heterokromatin - varyantlarinin  iginde

46,XY,9gh+ karyotipi %36 oraninda gézlemlendi.

Calismamizda kromozomal anomaliler agisindan 14(%3,33) hastada yapisal
kromozomal anomali saptandi, bunlardan 3’ oligospermi vakastydi, 58(%13,77)
hastada ise sayisal anomali tespit edildi. Oligospermi vakalarin hi¢birinde sayisal
kromozomal anomali gortilmedi. Toplamda 72(%217,1) hastada sitogenetik incelemede
anomali gorildii. Caligmamizda 72(%17,1) bireyde saptadigimiz karyotip anomalisi
ile %9-%25 araliginda olan literatiirdeki diger ¢alismalarla uyumlu oldugu
gOriilmiistiir(83,89,90,92-94).

Calismamizda sayisal kromozomal anomalisi gorilen 58 vakadan 46’sinda
47,XXY (Klinefeleter sendromu ) karyotipi tespit edildi. 5 olguda KS ile beraber
9gh+, 1gh+,14ps+ heterokromatin varyantlar1 goriildi. 3 KS olgusunda mozaik
karyotip goruldu. Calismamizdaki vakalardan 10(%]1,8) infertil bireyde hem

kromozomal anomali hemde y-mikrodelesyonu saptadik.

Literatordeki ¢aligmalarda Y-mikrodelesyon bulgulari infertil vakalarda %1 ile
%12 arahginda oldugu bildirilmistir(77,83,84,86,86,89-91,93-95). Calismamizda
literatirle uyumlu olarak idiyopatik 550 infertil erkek bireyin 27(%4,9)’sinde Y-
mikrodelesyonu saptandi. 5 vakada AZFb+c delesyonu, 1 vakada AZFa+b delesyonu,
1 vakada AZFa+c, 1 vakada AZFa+b+c delesyonu saptandi. Calismamizda 27 y-
mikrodelesyonu pozitif hastadan en az gorulen delesyon 6(%1,09) vakada
AZFa(sY86)’yd1. En ¢ok goriilen delesyon 14(%2,54) vakada AZFb(sY127)’ydi.
Vakalardan 4’iinde sadece AZFc delesyonu, 8’sinde sadece AZFa ve 7’sinde sadece
AZFb delesyonu vardi.
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7.SONUC

Calismamizda Diyarbakir ili ve ¢evre illerden gelen azospermi ve oligospermi
tanis1 almis idiyopatik infertil vakalarda sitogenetik ve Y-mikrodelesyonu genetik
incelemelerini aragtirmayi amaglamistir. Caligmamizda toplamda 550 erkek hasta
tizerinde yapilan genetik analizler sonucunda 27 Y-mikrodelesyonu ve sitogenetik
analizi yapilan 421 idiyopatik infertil erkek bireyde 72 kromozomal anomali igeren

bulgu tespit edilmistir.

Y-mikrodelesyonlarmin  ve kromozomal anomalilerin bu vakalardaki
prevalansinin yiiksek oldugu goézlemlenmistir. Bu, bolgedeki infertilite vakalarmin
genetik temellerinin anlasilmasinda ve tedavi yontemlerinin belirlenmesinde onemli

bir adimdir.

Bu sonuglar, klinik uygulamalarda genetik testlerin daha yaygin kullanimini ve
bu testlerin infertilite degerlendirmeleri i¢in standart bir uygulama haline getirilmesini
tesvik etmektedir. Y-mikrodelesyonlarinin erkek infertilitesindeki rolii, daha iyi bir

danigmanlik ve tedavi olanagi sunabilir.

Hastalarin genetik sonuglarla dogru ve hizli tedavi yontemlerini tercih etmeleri
Ozelliklede Y-mikrodelesyonlarinin dikey kalitimi hakkinda genetik danismanlik

almalar1 desteklenmelidir.

Erkek infertilitesi ile ilgili daha fazla arastirma yapilmasi, daha iyi klinik verileri
saglamak icin dikkatli bir se¢cimle protokoliin genisletilmesi ve lokalize bolgelerin
Otesinde lokuslar1 belirlemek i¢in primer araliginin genisletilmesinin, infertil
bireylerde mikrodelesyon prevalansmin ortaya ¢ikarilmasinda verimin arttirilmasina

inanilmaktadir.

Sitogenetik ve Y-mikrodelesyonu genetik analizlerin sonucunda infertil
hastalarda yapilan tespitler, erken tani ve tedavi ile olgularin hayat standartlarm
ylkseltecektir. Bu nedenle hastalarin miimkiin olan en kisa siirede genetik test
yaptirmaya tesvik edilmesi ¢ok onemlidir. Genetik analiz, kisirlikla miicadele eden

bireylerde klinik taninin dogrulanmasi i¢in degerli bir aragtir. Genetik analizler infertil
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bireyde klinik taniy1r dogrulamak i¢in en yararl yaklasimlardan biridir. Bu ¢alismada
infertil bireylerin genel poptilasyondan daha ylksek oranda kromozomal anomali ve
Y-mikrodelesyonu oldugunu saptanmistir. Bu calismadan elde edilen veriler
Diyarbakir ili ve gevresindeki illerde genetik bir veri kutliphanesi olusturmak ve

literatUre katki saglamak i¢in 6nemli bir kaynak olabilecegi kanisindayiz.
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