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1. OZET

Infertilite toplum saglig1 agisindan dnemli bir sorun teskil etmektedir ve yapilan
caligmalar her 100 ciftten yaklasik 15 tanesinin infertil oldugunu ve bu infertil
olan %15°lik kesimin %350 sinin de erkek infertilitesi oldugunu gostermektedir.
Bugiine kadar, spermin yapisin1 ve fonksiyonunu etkileyen ¢evresel faktorler de
dahil birgok faktor iizerinde durulmus ancak buna ragmen bir¢ok vakada
infertiliteye neden olan faktor (ler) aydinlatilamamistir. Erkek infertilitesi genetik
acidan ele alindiginda; kromozomal diizensizlikler ve gen mutasyonlarinin 6nemli
etkenler olabilecegi bilinmektedir. Bu calismada da azospermik ve agir
oligozoospermik vakalarda erkek infertilitesine neden olan ve otozomal resesif
kalitm ozelligi gosteren gen mutasyonlariin belirlenmesi amaglanmistir. Bu
calismada 6zel hazirlanmis anket formlar1 doldurularak ve ozellikle c¢evresel
faktorlerden arindirilmis, kan bagi evliliklerin bulundugu, 2’den fazla infertil
bireyin yer aldigi ailelerden alinan orneklerin calisilmasina dikkat edilmistir.
Calismamizda 14 agir oligozoospermili, 6 azospermili toplam 20, Tiirk, erkek
hastaya ait kan Ornekleri array teknolojisi ile incelenmistir. Bu teknoloji bir
genomdaki gen kopyalarinin tanimlanmasinda, mutasyon ve tek niikleotid
polimorfizminin belirlenmesinde, yeni ilaglarin bulunmasinda ve gelistirilmesinde
geleneksel molekiiler yaklagimlara tistlinliik saglamaktadir. Erkek infertilitesine
neden olan otozomal gen kusurlarimin bildirildigi az sayida calisma literatiirde
bulunmaktadir. Calismamizda “Spermatogenesis-associated protein” SPATA gen
ailesinin lyeleri ve spermatogenezde gorevli oldugu bilinen bazi otozomal
genlerin kusuru gosterilmistir. Elde edilen sonuclarla, hem kisiye hem de ailesine
uygun genetik danigma verilebilecek ve bdylelikle hem birey hem de aile fertleri
gelecege yonelik kararlar alabilecektir. Ayrica bu sonuglar yardimci iireme

tekniklerinden dogru olaninin se¢ilmesinde bireye yardimci olacaktir.

Anahtar kelimeler: Azospermi, oligozoospermi, infertilite, microarray, Sertoli

cell only sendromu



2. SUMMARY

Investigating Autosomal Recessive Gene Defects In Severe Oligospermic and
Azoospermic Men

Infertility is a serious public health issue and studies show out of every 100 couples,
15 are infertile. Furthermore; 50% of these couples suffer from male factor
infertility. Although many studies on sperm structure and functions have investigated
many factors effecting these including environmental factors, ethiologies of many
infertility cases are yet to be enlightened. From a genetic perspective, chromosome
irregularities and genetic mutations are important causes of male infertility. The aim
of this study is uncovering autosomal recessive genetic mutations in oligospermic
and azoospermic infertile men. Patients included in the study were required to fill
special survey forms to exclude environmental factors, and to choose patients with
consanginous marriages and patients with at least 2 infertile people on thier family.
Blood samples of 20 Turkish men; 6 of whom were azospermic, and 14 severe
oligospermic, were evaluated using array technology. Array technology is superior to
traditional molecular methods in defining genes in the genome, discovering single
nucleotide polimorphisms, and new treatment methods. Very few studies have
investigated otosomal recessive defects causing male infertility. In this study, several
genes in the “Spermatogenesis-associated protein” SPATA family, as well as a few
genes known to play roles in spermatogenesis were found defective. These results
will guide physicians in genetic consultation for both the patients and their families,

and also guide them in choosing the best assisted reproductive therapy.

Key words: Azoospermia, oligozoospermia, infertility, microarray, Sertoli cell only

syndrome



3. GIRIS ve AMAC

Infertilite; iki yillik bir siire icerisinde diizenli ve korunmasiz cinsel iliskiye
ragmen gebeligin meydana gelmemesi durumu olarak tanimlanir (Poongothai et al.
2009). Diinya genelinde lireme ¢agindaki ciftlerin yaklasik olarak %15’1 infertildir,
ve bunlarin da %50’si erkek infertilitesi kaynaklidir (Poongothai et al. 2009,
Lipshultz & Howards 1997).

Erkek infertilitesi ¢ok ¢esitli nedenlerden kaynaklanabilen multifaktoryel bir
sendromdur ve infertil erkeklerin %50’sinin infertilitesinin nedeni bilinmemektedir
yani idiopatiktir ve konjenital veya edinilmistir (Poongothai et al. 2009, Rucker
1998). Erkek infertilitesine neden olan pek ¢ok etmenden bazilar1 molekiiler ve
sitogenetik yontemlerle incelenen kromozomal diizensizlikler ve gen mutasyonlari
olabilir (Layman 2002). Bunlardan o6zellikle Y kromozomunun uzun kolu iizerinde
yer alan AZFa, AZFb, AZFc mikrodelesyonlar1 erkek infertilitesinin Onemli
sebeplerindendir (Vogt et al. 1996). Spermsiz ejakulati olan erkeklerin %10-20
kadar1 da Y kromozom delesyonu tagimaktadir.

Erkek infertilitesi semen analizi ile teshis edilebilir. Infertil erkeklerin
seminogrami bir¢ok anormal durum ortaya koyabilir; azoospermi, oligozoospeermi,
teratozoospermi, astenozoospermi gibi. Infertil c¢iftlere yaklasimda ilk olarak
uygulanmasi gereken ayrintili bir sperm analizidir ¢linkii erkege ait sorun ¢cogunlukla
sperm parametrelerinde bozulma ile ortaya ¢ikmaktadir (Johnson 1986). Ayrintili
semen analizlerinde, semen kalitesi, ejakulat icerisindeki sperm sayisi, spermin
motilitesi ve morfolojisi degerlendirilir. Ejakulat igerisindeki sperm sayis1 az ise
oligoospermi, sperm hi¢ yok ise azoospermi, sperm hareketsiz ise astenoospermi,
hareketliligin az olmasinin yam1 sira spermin morfolojisi de bozuk ise
astenoteratozoospermi olarak adlandirilir. Globozoospermi ise; infertil hastalarin
yaklasik %1 kadar kisimini kapsayan ender bir durumdur ve akrozomsuz, yuvarlak
baslh spermatozoa ile karakterizedir (Schirren et al.1971). Akrozomunun olmamasi
nedeniyle globozoospermik spermatozoa zona pelusidaya baglanamaz (Aitken et al.
1990) ve oosit oolemmasi ile birlesemez (Dale et al. 1994) ve boylece ddllenme

meydana gelmez. Globozoospermik erkekler infertil olmalarina ragmen


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Poongothai%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rucker%20GB%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Johnson%20L%22%5BAuthor%5D

intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) tedavi yontemiyle cesitli fertilizasyon
basarilar1 elde edilmistir (Lundin et al. 1994, Stone et al. 2000 Zeyneloglu ve ark.
2002).

Azospermi usulune uygun alinan en az iki semen Orneginin ayrintili
incelemesinde sperm hiicresinin bulunmamasidir. Azospermi obstruktif ve non-
obstruktif olarak iki sinifa ayrilir.testikiiler patoloji non-obstruktif azospermi (NOA)
ile iliskili bir durumdur (Vicdan A ve ark. 2004).

Sperm morfolojisi bir erkegin fertilitesini belirleyen en O6nemli o6zelliktir
(Nikolettos et al. 1999). Aciklanamayan oligozoospermi ve azospermiler sayisal ve
yapisal kromozom anomalilerine sahiptirler (Chandley 1998).

Erkek infertilitesindeki c¢evresel faktorler kromozomal diizensizlikler,
mitokondrial DNA (mtDNA) mutasyonlari, tek gen mutasyonlari, multifaktoriyel
bozukluklar, ve endokrin bozukluklar olarak genellenebilir. Ayrica ¢evresel
etmenlerin de erkek infertilitesinde cok biiyiik rolii vardir. Idiopatik erkek
infertilitesinin {ireme hormonlarini, spermatogenezi ve sperm fonksiyonlarini
etkileyen toksik maddeler ile iliskisi olabilecegi diistiniilmektedir. Bu nedenle
yapilan arastirmalarda cevresel faktorlerin de gbz Oniline alinmasinin 6nemi vardir.
Yasam stili ve ¢evresel etmenler (sigara kullanmak gibi) gamet olusumunu
etkileyerek subfertilite/infertiliteye neden olabilir (Benoff 2000). En iyi bilinen ve
en sik rastlanan erkek infertilitesinin nedenleri; kromozomal anomaliler, kistik fibroz
transmembran reseptér geninde (CFTR) mutasyonlar ve Y kromozom
mikrodelesyonlaridir. Ayrica son yapilan ¢aligmalarla, erkek tireme fonksiyonlar: ve
spermatogenezde rol oynayan cesitli genlerin mutasyon ve polimorfizmleri de erkek
infertilitesiyle iliskili bulunmustur (6r: SPATA 16, AUKRC). Infertil hastalarin
aileleriyle yapilan ¢alismalar, ailesel erkek infertilitesinde otozomal resesif kalitim
mekanizmasinin 6nemli oldugunu gostermistir. Bu nedenle akraba evliliklerinde
infertil erkek vakalarin goriilme siklig1 artmaktadir.

Fonksiyonel testis gelisiminde ve bunun sonucunda da erkek fenotipinin
ekspresyonunda 6nemli rol oynayan faktorlerden biri de testis yapisinda yer alan
sertoli hiicreleridir. Sertoli hiicrelerinin fiziksel ve metabolik destegi olmadan germ
hiicre farklilasmasi, mayoz ve spermatozoa transformasyonu gerceklesemez (Sharpe

1994).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zeyneloglu%20HB%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vicdan%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Nikolettos%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chandley%20AC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Benoff%20S%22%5BAuthor%5D

Yetigkinlerin testislerinde sertoli hiicrelerinin sayisi testis biiyikligl ve
giinliik sperm iiretimini belirler (Orth et al.1988). Sertoli-cell-only sendromu (SCOs)
veya germ hiicre aplazisi; testis histolojilerinde Seminifer tubiillerin sadece Sertoli
hiicreleri icerdigi, tim germ hiicrelerinin ise komplet bulunmadigi durumdur. Ilk
defa Del Castillo tarafindan 1947'de tanimlanmistir ve testikiiler biyopsi ile
belirlenir. SCOs geri doniissiiz bir infertilite olarak nitelendirilir. Agir testikiiler
yetmezlik ve fonksiyon bozukluklar fetal veya erken donemde sertoli hiicrelerinin
anormal gelisimi veya proliferasyonu sonucu olusabilir.

Son yillarda erkek infertilitesine neden olan mutasyonlar1 tanimlamak igin
DNA mikroarray teknolojileri kullanilmaktadir. DNA mikroarray teknolojisi; hiicre
ve dokularda gen ekspresyonu profillerindeki global degisikliklerin arastirilmasinda
kullanilan yeni ve giiclii bir teknolojidir (Schena et al. 1995).

Genomik DNA ’dan transkripsiyona ugrayan genlerin tamamina transkriptom
veya gen ekspresyon profili adi verilir ve bir hiicrenin fenotipi ve fonksiyonu gen
ekspresyon profili tarafindan belirlenir. Genom bir organizmadaki tiim hiicrelerde
ayni olmasina karsin , gen ekspresyon profili hiicrenin i¢inde bulundugu kosullara
gore hizla degisebilen yapidadir. Farkli kosullardaki genlerin ekspresyon
diizeylerindeki degisimler incelenerek bu genlerin kodladig1 proteinlerin
fonksiyonlart hakkinda bilgi edinilebilir (Sassanfar et al. 2003).

DNA mikroarray teknolojisi, bir¢cok genin aktivitesinin ayni anda
izlenebilmesi, hizli bir yontem olmasi, hasta ve saglikli hiicrelerdeki genlerin
aktivitelerinin karsilagtirilmasint saglamast ve hastaliklar1 alt gruplar halinde
kategorize edebilme gibi yonleriyle cok sayida avantaj saglamaktadir. Array
teknolojisi bir genomdaki gen kopyalarmin tanimlanmasinda, mutasyon ve tek
niikleotid polimorfizminin belirlenmesinde, yeni ilaglarin bulunmasinda ve
gelistirilmesinde geleneksel molekiiler yaklagimlara iistiinliik saglamaktadir (Kumar
et al. 2005). DNA mikroarray cesitlerinden biri olan SNP mikroarray’ler de,
bireylerde ve populasyonlarda genetik varyasyonu belirlemek i¢in kullanilan 6zel bir
cesit array tipidir. Genetik ¢esitlilikten ve genetik hastaliklara yatkinliktan sorumlu
oldugu diisliniilen tek niikleotid polimorfizmlerini  (single nucleotide
polymorphisms—SNP) belirlemede kullanilmaktadir. Genel olarak genotip belirleme

olarak adlandirilan bu tip mikroarray uygulamalari adli tip c¢alismalarinda,



hastaliklara genetik yatkinligin hizli bir sekilde bulunmasinda ya da DNA temelli
ilag adaylarinin tanimlanmasinda kullanilabilmektedir. SNP mikroarray’leri ayrica
kansere neden olan somatik mutasyonlarin, 6zellikle de heterozigozite kaybinin ya da
DNA bdlgelerinin artan ya da kaybedilen (delesyon) profillerinin belirlenmesinde de
kullanilmaktadir (Alan & Wright 2005).

Bu calismada 6zellikle azospermik ve agir oligozoospermik vakalarda erkek
infertilitesine neden olan ve otozomal resesif kalitim o&zelligi gosteren gen
mutasyonlarin belirlenmesi amaciyla; ¢evresel faktorlerden arindirilmis, 6zellikle
akraba evliliklerinin bulundugu ve en az 3 infertil bireyin yer aldigi aileler hasta
grubu olarak secilmistir. Akraba evliligi, genetik hastaliklarin epidemolojisini
etkileyen 6nemli etmenlerden biridir. Bilindigi gibi iilkemiz akraba evliliklerinin sik
goriildiigii tilkelerdendir (~ %21.2). Akraba evlilikleri, kisilerin ortak bir atadan
gelmeleri ve aynt mutant geni tasima risklerinin artmasi nedeniyle resesif genlerin
birbirleriyle karsilasma olasiligini artirir ve genetik hastaliklarin goriilme sikligi da
artar. Bu nedenle ozellikle iilkemizde dogum Oncesi genetik testlerin yapilmasi ve
sonrasinda genetik danisma verilerek hasta ve ailesinin bilgilendirilmesi ¢ok

Onemlidir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1 infertilite

Ciftlerin ¢ocuk sahibi olma isteklerine ve diizenli cinsel iligskiye ragmen, bir
yil icerisinde gebelik elde edilememesine infertilite (kisirlik) adi verilmektedir.
Korunmasiz cinsel iliskide bulunan c¢iftlerin %80’inde 1 yil igerisinde gebelik
olusmaktadir. Yaklasik %10’luk bir dilimde ise iki yil igerisinde gebelik olusur.
Toplumda yaklasik %10-15 oraninda infertil ¢ift vardir (Feng 2003).

Infertilite yaklasik %50 oraninda kadima, %50 oraninda erkege ait nedenlerle
ortaya ¢ikmaktadir. Ciftlerin %25’inde erkek ve kadin faktorii birlikte bulunurken,
%10-15’inde tiim arastirmalara karsilik infertiliteyi agiklayabilecek bir neden
belirlenememektedir. Erkek infertilitesinin agiklanamayan idiyopatik formlarinda
(~%40), kronik stres, gevresel sartlara bagli endokrin sistem bozukluklari, reaktif
oksijen tiirleri ve oksidatif stres ile bazi genetik anomaliler etkili olabilirler
(Oehninger 2001).

Infertilitede eger erkege ait bir problem séz konusu ise, bu siklikla sperm
parametrelerinde bir bozulma ile ortaya ¢ikar. Oysa sperm degerleri normal olsa da
cinsel fonksiyon bozukluklar1 ya da penil deformiteler gibi sorunlarda infertilite
nedeni olabilir. Ayrica, spermin kalitatif bozukluklar1 da her zaman standart testlerle
ortaya ¢ikarilamayabilir. Ozellikle kromatin hasarlari, fertilizasyon ve embriyo
gelisim bozuklugu durumlart da son yillarda tizerinde sik durulan konular
arasindadir. Ortadan kaldirilmasi ile saglikli gebeliklerin elde edilebilecegi bir¢cok
cevresel faktor, degisik mekanizmalarla spermatozoanin kapasitasyonunu ve neticede
oosit ile etkilesimini olumsuz yonde etkileyebilmektedir. Tedaviden yeterli sonug
almabilmesi igin, tanmm iyi konmasi gerekir. Ornegin obstriiksiyon ve
hipogonadotropik hipogonadizm tedavi edilebilir patolojiler arasinda sayilirken, viral
orsite bagli sekonder bilateral testis atrofisi geri dondiiriilemez hasardir. Ayrica, bazi
azospermik erkeklerin testislerinde aktif spermatogenez odaklar1t mevcut olup, tedavi
ile sperm yapimi uyarilabilir. Eger semen analizindeki bozulmanin nedeni ortaya
konulamaz ise “idiyopatik infertilite” olarak tanimlanir. Tam degerlendirilmesi

neticesinde, diizeltilemeyecek bir patolojiye sahip oldugunun anlasilmasi, erkegin



gereksiz ve stres yaratacak uzun tedavi protokolleri igerisine girmesini dnler. Boyle
ciftler ejakiilat spermi ya da epididim veya testislerden elde edilecek spermlerin, in
vitro fertilizasyon (IVF) / intrastoplazmik sperm injeksiyonu (ICSI)’nda kullanilmasi
ile cocuk sahibi olabilirler. Biitiin bunlara ek olarak, altta yatan nedenin genetik
oldugunun bilinmesi, dogacak cocugun maruz kalabilecegi anomaliler hakkinda
ailenin Onceden bilgilendirilmesi bakimindan son derece Onem tasgir. Biitiin bu
nedenler sonucunda, infertilite olgularinda erkegin ayrintili  bir gsekilde
degerlendilmesi ¢ok 6nemlidir. Diger yandan, saglikli bir gebeligin basarilabilmesi
icin optimal degerlendirme protokolii igerisinde erkek faktoriinlin normal
bulunmasinin yani sira kadinda ovulasyon, tubalarin a¢iklig1 ve fonksiyonel durumu,
uterus kavitesinin durumu ile servikal faktorlerin de ortaya konmus olmasi gerekir
(Kadioglu ve ark. 2004).

Infertil ¢iftlerin %50-60’1 IVF (In Vitro Fertilizasyon), ICSI (Intra
Sitoplazmik Sperm Enjeksiyonu) gibi ileri yardimer lireme teknikleri haricindeki
yontemler ile (hormon tedavisi, cerrahi miidahaleler ya da yapay ddllenme) g¢ocuk
sahibi olabilmektedir. Infertilite tanis1 alan ¢iftlerin %15-20’sinde de hicbir tedavi
yapilmadan kendiliginden gebelik olugmaktadir. Baz1 ¢iftlerde ise yumurta ve/veya
sperm sayisinin arttirtlmasi ya da yumurtalarla spermin bir araya getirilmesi igin
diizenlenen daha ileri, 6zel tibbi tekniklere bagvurulmasi gerekir. Bunlar "yardiml
tireme teknikleri" olarak adlandirilir.

Dogal yollarla gebeligin olusmasi i¢in eslerin fizyolojik islevlerinin normal
olmasi gerekir. Ureme potansiyeline sahip, saglikli bir kadmin yumurtaliklarinda
(ovaryum) her ay bir yumurta gelismeye baslar ve yaklasik 2 hafta sonra, olgunlasan
bu yumurta (ovum), i¢inde bulundugu sivi dolu kesecigin (folikiil) ¢atlamasiyla atilir
(ovulasyon). Atilan bu yumurta rahim (uterus) ile yumurtaliklar birbirine baglayan
fallop tiiplerinin parmak seklinde ¢ikintilar igeren u¢ kismi (fimbria) tarafindan tiip
icine almarak ritmik hareketler yardimiyla uterusa dogru ilerler. Yumurtlama
(ovulasyon) doneminde uterus agzindaki salginin, cinsel temas sonrasi hareketli
spermlerin uterusa gegisine izin verecek 6zellikte olmasi gerekir. Uterus i¢ine ulagan
spermlerin hareketli, normal gériinlimlii ve sayica yeterli olmalar1 6nemlidir. Uterus
igerisinden gecip fallop tiiplerine ulasan spermlerden délleme yetenegine sahip olan

bir tanesi yumurtanin etrafindaki zar1 (zona pelusida) delerek yumurta i¢ine girer ve



boylece dollenme (fertilizasyon) islemi tamamlanmis olur. Ddéllenen ovum, tiip
icerisinde uterusa dogru ilerlerken bir yandan da boliinmeye baslar ve embriyo
olusur. Embriyo uterusa ulastiginda, ovaryumdan salgilanan hormonlarla uterus i¢
tabakasimma (endometrium) tutunarak (implantasyon) gebeligi baslatir (Murathanoglu
2001, Rainsbury 2006). Gerek kadin gerekse erkege ait ¢esitli sorunlar bu normal

olaylarin olusumunu engelleyerek gebeligin gergeklesmemesine neden olabilir.

4.1.1 Kadn infertilitesi ve bashca nedenleri

Gebeligin olusumunu engelleyen kadina ait faktorler, infertilite nedenlerinin
yaklasik %50’sini olusturur. Bunlar, ovulasyonun olmamasi veya diizensiz olmasi,
fallop tiiplerinin anormal veya kapali olmasi, endometriyosiz, uterus ic¢indeki bazi

sorunlar ve rahim agzi salgisinin sperm gecisi i¢in uygun olmamasi gibi nedenlerdir.

4.1.1.1 Yumurtlama (ovulasyon) kusuru

Genel olarak bakildiginda, yumurtlamaya ait sorunlar, en sik goriilen
infertilite nedenleridir ve genelde hormonal bir dengesizligin sonucu olarak ortaya
cikarlar. Bu dengesizlik beyinde bulunan ve yumurtlamayi saglayan hormonlari
salgilayan hipotalamustan, hipofiz bezinden veya yumurtaligin kendisine ait
nedenlerden kaynaklanabilir. Sik goriilen nedenleri arasinda, polikistik over hastaligi,
prolaktin hormonunun asir1 salgilanmasi, tiroid bezi ile ilgili problemler, genetik
diizensizlikler, cerrahi miidahaleler, kemoterapi ve radyoterapi uygulamalar1 ve stres

bulunmaktadir (Rainsbury 2006).

4.1.1.2. Fallop tiiplerinin tikali olmasi

Fallop tiiplerinin ¢ok hassas ve detayli bir igyapist vardir. Bu yapidaki bir
bozulma yumurtanin tasinmasini ve dolayisiyla déllenme olayimni engelleyebilir. Eger
yumurtaliga yakin olan ug¢ etkilenmisse yumurtanin yakalanip tiip i¢ine alinmasi
bozulabilir. En agir durum tiipiin tamamen tikali oldugu durumdur. Tiipteki
tikaniklik diger genital organlardan tiipe ulasan enfeksiyonlardan kaynaklanabilecegi
gibi batin ic¢indeki enfeksiyonlar nedeniyle de fallop tiipi hasar gorebilir (6rnegin
apandisit). Bu tikaniklik daha Once tiiplerin baglanma operasyonu veya batin ici

cerrahi sonrasinda da gelismis olabilir. Bunun yani sira dis gebelik sonucunda hasta



tiiplerinden birini veya her ikisini de kaybetmis olabilir (Rainsbury 2006). Tiip
tikanikliklarinin hafif olanlari, mikro cerrahiden yarar gorebilir ama diger hastalarda

gebelik sansi ancak yardimci tireme teknikleri ile elde edilebilir.

4.1.1.3. Rahim agz1 salgisinin sperm gecisi icin uygun olmamasi (servikal faktor)

Rahim agz1 salgist sadece yumurtlama doneminde spermlerin serbestce
gecisine izin verir. Diger tiim zamanlarda hormonal uyarilara bagli degisiklikler
nedeniyle rahim agzi1 salgisinin yapisi ve kivami spermin serbest gecisine uygun
degildir. Baz1 kadinlarda bu salgi i¢inde sperme karsi antikorlar bulunur ve bu
kadinlarda sperm, yumurtlama zamaninda bile rahim agzi kanalindan gegerek uterusa
ulasamayabilir. Antikorlar, sperm hiicresine kars1 bagisiklik sistemince gelistirilir ve
sperm hiicre fonksiyonlarin1 bozarlar. Bu olumsuz salgi ortami ancak suni déllenme
yontemi veya Uremeye yardimci tekniklerden birisi kullanilarak asilabilir

(Rainsbury2006).

4.1.1.4. Endometriyozis

Endometriyozis, rahim i¢ini doseyen dokunun (endometriyum) bagka bir
bolgede (yumurtaliklar, karin i¢i gibi) bulunmasi halidir (Audebert 2005, Rainsbury
2006). Cesitli tedavi yontemleriyle hastaligin gelisimi durdurulabilmekte veya
geriletilebilmekte ise de gebelik olusmayabilir. Bu durumda cocuk sahibi olabilme

sans1 yardimci tireme teknikleri kullanilarak yakalanabilir (Rainsbury 2006).

4.1.2. Erkek infertilitesi

4.1.2.1. Erkek iireme sistemi ve erkek genital yapilarinin gelisimi

Erkek lireme sisteminin organlari; bir ¢ift testis, tagiyici kanallar, bu kanallara
acilan yardimci iireme bezleri ve penistir. Sistemin ¢ift fonksiyonlu organlar1 olan
testisler, hem erkek lireme hiicrelerini (spermler), hem de erkek esey hormonunu
(testosteron) tiretirler. Sperm iiretimini seminifer tiibiiller, hormon {iiretimini ise bu
tiibiiller arasinda yer alan Leydig hiicreleri tistlenmislerdir.

Seminifer tiibiiller, yapica iki esas unsurdan olusur. Bunlardan birisi, tiibiiliin
i¢ kisminda yer alan ve seminifer epitel olarak adlandirilan unsurdur. Ikincisi,

tiibiiliin ¢evresinde yer alir. Buna da peritiibiilar doku denilir. Seminifer epitel
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hiicreleri, esas olarak iki grup altinda toplanirlar. Bunlar, spermatogenik hiicreler ve
destekleyici hiicreler (Sertoli hiicreleri) dir. Sertoli hiicreleri, spermatogenik hiicreleri
destekler, korur ve gelismekte olan spermleri besler. Seminifer tiibiiliin igerdigi
ikinci grup hiicreler olan spermatogenik hiicreler, tiibiiliin ¢evresinden liimenine
kadar olan bolgeyi tamamiyla doldururlar. Tiibiilde, erken gelisme evresindeki
hiicreler ¢evrede, ileri evredekiler daha icte konumlanmislardir. En dista yer alan
sperm ana hiicrelerinden (spermatogonyum) cogalma, kromozom sayisini yariya
indirme, farklilasma gibi birbirini izleyen bir seri olaylar dizisi sonucu, spermler
meydana gelir. Bu olaya spermatogenez denir. Spermatogenez sonucu olusan
spermler, spermatogenik hiicrelerden ayrilir ve seminifer tiibiiliin liimeninde
birikirler (Murathanoglu 2001).

SRY (Y kromozomunun seks belirleyici bolgesi)’nin etkisiyle primitif seks
kordlarinin mediiller bolgesindeki hiicreler Sertoli hiicrelerine farklilagsmaya
baslarken kortikal bolgedeki hiicreler dejenere olurlar. Seks kord hiicreleri sadece
SRY proteini varliginda Sertoli hiicrelerine farklilasirlar; aksi taktirde seks kordlari
ovaryan folikiillere farklilagirlar. Yedinci haftada, farklilagan Sertoli hiicreleri testis
kordlarin1 olusturmak iizere organize olurlar. Germ hiicreleri ile iligki i¢cindeki bu
kordlar pubertede seminifer tiibiilleri olusturacaklardir. Seminifer tiibiillerin
distalindeki testis kordlar1 da bir limen gelistirerek bir takim ince duvarli kanallara
dontigerek rete testisi olustururlar. Gelisen gonadin medialinde, rete testisin tiibiilleri
mezonefrik kanaldan gelisen 5-12 adet duktuli efferentes ile birlesirler. Vaz deferens
de mezonefrik kanaldan gelisir. Bu esnada, testis yuvarlak hale gelmeye baslar ve
etrafindaki mezonefrozla iliskisi azalir. Testis gelistikce, dejenere olan kortikal seks
kordlar1 tunika albuginea adin1 alan ve giderek kalinlagan bir bag dokusu tabakasi
kolomik (periton) epitelyumden ayrilir. Tunika albugineanin gelismesi fetustaki
testikiiler gelismenin karakteristik ve tanisal bir 6zelligidir. Giderek biiyiiyen testis,
mezorsium adi verilen kendi mezenterine asili hale gelir. SRY nin etkisiyle
farklilasip, gelisen Sertoli hiicreleri MIF (Miillerian- Inhibiting Factor) ad1 verilen bir
glikoprotein hormon salgilamaya baglar. MIF, 8 ila 10 haftalar arasinda
paramezonefrik (Miiller) kanallarin hizla gerilemesine yol agar. Erigkin erkekte
Miiller kanali artiklar1 appendiks testis ve prostatik utrikul olarak goriilebilir. Disi

embriyolarda MIF olmadigi i¢in Miiller kanallar1 gerileme gostermez (Park 2005).
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Genital kabartinin mezensimal hiicrelerinden 9. ve 10. haftalarda SRY
proteinine yanit olarak Leydig hiicreleri gelisir. Bu endokrin hiicreler testosteron
uretirler. Gelisimin erken evrelerinde testosteron iiretimi plasental koryonik
gonadotropin tarafindan kontrol edilirken, ilerleyen asamada pitiiiter gonadotropinler
kontrolii ele alir. Leydig hiicrelerinin testosteron salgilamast mezonefrik kanallarin
vaz deferense doniismesini uyarir. Duktuli efferenteslerin rete testisle birlesmesi 9.
haftada baslayip 3. aya kadar stirer (Sarikaya 2007).

Seminal vezikiiller distal mezonefrik kanallardan gelisirken, prostat ve
bulbotiretral glandlar tirogenital sintisten gelisir. Vezikiila seminalisler 10. Haftada
filizlenme gosterirler. Prostat da aym1 esnada pelvik iiretradan endodermal
tomucuklanmalar seklinde gelismeye baslar. Prostatin gelisimi testosteronun Sa-
rediiktaz tarafindan dihidrotestosterona doniistiiriilmesine bagli olarak etrafindaki
mezengim tarafindan uyarilir. Prostatik tomurcuklanmalar baslangigta 5 bagimsiz
solid prostatik kordlar seklindedir. Bu kordlarda 11. haftada liimen ve glandiiler asini
gelisir; 13. haftada ise testosteron seviyesinin artmasi ile birlikte sekretuvar aktivitesi
baslar. Prostatin gelisimi, androjenlerin etkisi altinda, mezensim-epitel etkilesimine

baglidir (Chung et al. 1983, Cunha et al. 1981).

4.1.2.2 Spermatogenez

Insan viicudundaki en kanigitk farklilasma olaylarindan biri olan
spermatogenez, spermatogoniumdan olgun spermiyumun gelistigi siiregtir (Ross et al
2003, Barratt 1995, Cooke et al 1998, Parks et al 2003). Insanlarda tiim
spermatojenik siire¢ yaklasik olarak 64 giin siirer (Clermont 1972). Olgun
spermatozoanin ejekiilatta goriilmesi ise 74 giin alir.

Spermatogenez, testiste seminifer tiibiillerinde meydana gelir. Bu bolgede
Sertoli Hiicresi ve spermatogoniumlar olmak tizere 2 tip hiicre vardir (Parks et al.
2003, Moore et al. 1998, Gartner et al. 1997). Vitellus kesesinin duvarinda gelisen
endodermal kokenli germ hiicreleri, embriyonik hayatta testise go¢ ederek seminifer
tiibiillere yerlesir ve spermatogonium adini alirlar (Trainer 1997). Puberte dncesinde
seminifer epitelin ¢ok biiylik bir kismii Sertoli Hiicresi olusturur (Moore et al.
1998). Spermatogoniumlarin gelisimi hipofizden salgilanan gonadotropinlerin

etkisiyle puberteden hemen Once baslar, yasam boyu devam eder ve seminifer
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epiteldeki ¢cogunlugu ele gecirir (Moore & Persaud 1998, Parks et al. 2003, Ross &
Kaye 2003).

Yetiskinde spermatogoniumlarin sertoli hiicresine orami yaklasik 13:1°dir
(Trainer 1997). Spermatogoniumlar, sertoli hiicreleri tarafindan olusturulan bazal
kompartmanda; primer ve sekonder spermatositler, spermatidler ve spermiyumlar ise
abdominal kopartmanda yer alir (Gartner & Hiatt 1997). Spermatogenez;
spermatogonial faz, spermatosit faz1 ve spermatid fazi olmak lizere 3 ayr1 fazda
incelenir.

Spermatogenezin  evreleri  spermatogonyumlar, primer ve sekonder
spermatositler, spermatidler ve olgun spermatozoay1 igerir. Oncelikle tekrarlanan
hiicre boliinmeleri sonucu diploid spermatogonyumlar olusur. Ergenlikle birlikte,
hiicrelerden bazilar1 primer spermatositlere farklilasmaya baslar. ilk mayotik hiicre
boliinmesi bu hiicrelerde meydana gelir. Mayoz I tamamlandiinda, bir primer
spermatositten, her biri haploid sayida kromozoma sahip iki tane sekonder
spermatosit olusur. Mayoz II’ de, sekonder spermatositlerin her biri iki spermatit
olusturmak {tizere boliiniir. Boylece bir spermatosit, her biri haploid kromozom
sayisina sahip dort spermatit olusturur. Daha sonra spermatitler olgun spermatozoaya
farklilasir.

Farklilasma ve gelisimlerini tamamlayan spermler, Sertoli hiicreleri ile olan
iligkilerini kaybederler ve tiibiiliin liimeninde birikirler. Bunlar, morfolojik agidan
gelismis, ancak fonksiyonel agidan olgunlagsmamis olan hiicrelerdir. Ciinkii aktif
hareket yeteneklerini henliz kazanmamislardir. Fonksiyonel olarak tam
olgunlagmalari, erkek tasiyict kanallarda ve ejakiilasyon sonrasi disi bireyin
vajinasinda tamamlanir (Murathanoglu 2001).

Spermatogonyal kok hiicrelerden olgun spermatozoaya kadar olan gelisim
yaklasik 65 giin siirer. Spermatogenez ergenlikte baglar ve yasam boyunca devam
eder. Bir erkek biitiin yasami boyunca yaklasik 10'* gamet iiretebilir.

Normal spermatogenez; testis, 6n hipofiz gonadotropinleri ve hipotalamusun
uygun etkilesimine baghdir. Luteinlestirici hormon (LH), spermatogenez i¢in gerekli
olan testosteronun Leydig hiicrelerinde yapimini uyarir. Folikiil uyarici hormon

(FSH) 1se optimal Sertoli hiicre fonksiyonu i¢in gereklidir. Sertoli hiicreleri
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intratiibiiler ortamin korunmasinda ve iireme hiicreleri ile hormon etkilesimleri
yoluyla spermatogenezin diizenlenmesinde dnemli rol oynarlar (Rainsbury 2006).
Her bir testisi, fibrilleri arasinda diiz kas hiicreleri bulunan diizensiz siki bag
dokusundan yapili, tunika albuginea denilen bir kilif kusatir. Icerdigi fibriller ve diiz
kas hiicrelerinin kasilmalar1 sonucu, testis lizerine yapilan basingla, seminifer
tiibiillerinde olusan spermler, tasiyici kanallara dogru yonelirler (Murathanoglu
2001). Diiz kas hiicrelerinin kasilmasi sonucu, ekstratestikiiler tasiyici kanallardan
biri olan epididimis kanali da kasilir ve bu yolla, heniiz aktif hareket yeteneklerini
kazanmamis olan spermler, pasif olarak epididimiste ilerlemis olurlar. Spermler
gelisimlerini tamamladiktan sonra epididimise taginirlar ve bu kanaldan gecerken,
hareketlilik ve yumurtayr taniyip ona tutunabilme yeteneklerini kazanirlar. Bu,
yaklagik 4-10 giinliik bir siirectir. Bu degisiklikler sperm olgunlasmasi olarak
tanimlanir ve fertilizasyonun olugmasi i¢in hayati 6neme sahiptir. Ancak bu siirecteki
olaylarin ayrintilari heniiz a¢iga kavusturulamamistir. Sperm epididimisten
ayrildiginda, olgun olarak kabul edilir ve yumurtayr dolleyebilme (fertilizasyon)

yetenegine sahiptir.
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Sekil 1. Spermatogenez [Carlson, B.M.: "Patten’s Foundations of Embryology", 6th
Ed.; McGraw-Hill, Inc., NewYork, USA, (1996)].

Spermler epididimisin sonundaki terminal (ug) bolgede saklanirlar. Ejekiilasyon
sirasinda, kas kasilmalarinin etkisiyle bir miktar sperm, epididimisten vaz deferense
taginir. Daha sonra spermler ejekiilasyon kanalina giderler. Spermler bu sekilde farkli
tiiplerden gecerken, bir miktar sivi igerisinde bulunurlar. Seminal vezikiillerden ve
prostat bezinden salgilanan sivilar da spermlerle karisir ve olusan karigim semen
olarak adlandirlir. Ejekiilatin %90’mmdan fazlasi1 prostat ve seminal vezikiiller
tarafindan tretilir (Glover & Barratt 2002, Murathanoglu 2001).

Saglikli bir erkekte, semende 1 mililitrede (ml) en az 20x10° spermatozoa
bulunmalidir. Ejekiilatta, bu saymin altinda (oligozoospermi-sperm konsantrasyonu

<20x106 spermatozoa/ml) veya hi¢ sperm bulunmamasi (azoospermi) spermin
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sayisal anomalileri olarak bilinir. Sperm hiicreleri, Diinya Saglik Orgiitii (World
Health Organization, WHO) ve Kruger Strict Morfoloji Kriterlerinin 6lgiitlerine
uygun olmalidir. Sperm anomalilerine daha ilerdeki boliimlerde ayrintili olarak

deginilecektir.

4.1.2.2.A. Spermatogonial faz (spermatogenez)

Seminifer tiibiill bazal membrani {lizerinde oturan spermatogoniumlar, kiiclik
diploid germ hiicreleridir, puberteye kadar boliinmezler (Barratt 1995, Gartner &
Hiatt 1997). Pubertede spermatogenez baslar, spermatogoniumlar mitoz boliinme ile
cogalarak, yerlerine yeni gelecek spermatogoniumlart ve en nihayetinde primer
spermatositleri olusturur (Ross et al. 2003, Barratt et al. 1995, Parks et al. 2003,
Gartner & Hiatt 1997).

Spermatogoniumlar 151k mikroskobu altinda incelendiklerinde nukleuslarinin
belirgin koyu gériiniimleriyle ayirt edilir. Insan spermatogoniumlari rutin histolojik
preparatlardaki goriiniimleri temel alinarak 3 tipe ayrilmistir:

1) Koyu tip A Spermatogoniumlar

2) Acik tip A Spermatogoniumlar

3) Tip B Spermatogoniumlar

1-Koyu Tip A spermatogoniumlar: Seminifer epitelin kok ya da rezerv hiicreleri
olarak degerlendirilirler (Ross et al.2003, Parks et al. 2003, Gartner & Hiatt 1997).
Diizensiz araliklarla boliinerek, hem yeni koyu Tip A spermatogoniumlari, hem de

acik Tip A hiicreleri meydana getirirler (Syed et al. 2002).

2-Acik Tip A spermatogoniumlar: Koyu Tip A hiicrelerle ayni 0zelliklere
sahiptirler. Testosteronun etkisiyle mitoz boliinmeyle ¢ogalirlar ve yeni acik Tip A
hiicreleri ve Tip B hiicreleri meydana getirirler (Ross et al.2003, Parks et al. 2003,
Gartner & Hiatt 1997).

3-Tip B spermatogoniumlar: Acik Tip A spermatogoniumlara benzerler (Ross et

al.2003, Gartner & Hiatt 1997). Mitozla boliinerek primer spermatositleri meydana
getirirler (Ross et al.2003).
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Bir koyu Tip A spermatogoniumun bdoliinmesi ile olusan yeni hiicreler ince
stoplazmik kopriilerle birbirlerine bagli olarak kalirlar, yani niikleuslar1 tam olarak
boliinse de, sitoplazmalari tam anlamiyla ayrilmaz (Ross et al.2003, Barrat 1995,
Gartner & Hiatt 1997, Syed 2002, Niederberger & Lamb 1997). Bu yilizden meydana
gelen hiicreler, inci dizileri gibi birbirine baglidirlar (Ross et al. 2003, Martins 2001).
Bu sitoplazmik baglantilar, spermatid olgunlasmasinin son donemlerine kadar devam
eder ve bir orjinal koyu Tip A hiicreden her bir klonun senkronize gelisimi ve
hiicrelerin birbirleriyle iletisimi i¢in yagamsal 6nem tasir (Ross et al. 2003, Martins
2001). Ayrica bu kopriilerin hiicreler arasinda RNA ve protein degisimini
kolaylastirdig1 da diistiniilmektedir (Syed 2002).Seminomlarda ve intratiibiiler germ

hiicre neoplazmlarinda bu baglantilarin bulunmadigi goriiliir (Trainer 1997).

4.1.2.2.B. Spermatosit faz1 (mayoz)

Seminifer epitelinin en biiyiikk hiicresi olan primer spermatositin, degisik
yogunlagsma asamalarindaki kromozomlari igceren biiylik bir nukleusu vardir (Ross et
al. 2003, Gartner & Hiatt 1997). Nukleusunun bu 06zel goriiniimiiyle 151k
mikroskobunda kolayca ayirt edilir (Trainer 1997). Primer spermatositler olustuktan
kisa siire sonra (preleptoten asamasinda) bazal kompartmandan abdominal
kompartmana gog¢ ederler. Bu hiicreler mayoz baslamadan énce DNAlarini replike
ederler (Barratt 1995, Gartner & Hiatt 1997).

Boylece herbir primer spermatosit diploid kromozoma ve 4n miktarda
DNA’ya sahip olur. Ard arda gelen 2 mayoz boliinme, hem kromozom sayisinda,
hem de DNA miktarinda azalma ile sonuglanir (Ross et al. 2003, Moore 1998,
Gartner & Hiatt 1997). Birinci mayoz boliinme sonunda 2n miktarda DNA’ya ve
haploid kromozom sayisina sahip 2 adet sekonder spermatosit olusur. 2. Mayoz
boliinme ile herbir sekonder spermatositten, n (haploid) miktarda DNA’ya ve aym
miktarda kromozoma sahip 2 adet spermatid olusur. Dolayisiyla 2 mayoz sonunda, 4
adet haploid spermatid meydana gelir (Ross et al. 2003, Barratt 1995, Parks et al.
2003, Moore & Persaud 1998, Gartner & Hiatt 1997).

Birinci mayoz bdliinmenin, yaklagik 22-24 giin siiren profaz asamasi

(profazl), preleptoten, leptoten, zigoten, pakiten, diploten olmak ilizere 5 asamadan
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olusur (Ross et al. 2003, Barratt 1995, Gartner & Hiatt 1997, Trainer 1997,
Niederberger 1997). Primer spermatositteki kromozomlar, leptotende yogunlasmaya
baslayarak kisa ve kalin zincirler olustururlar. Zigotende homologlariyla ¢ift halini
alirlar (Gartner & Hiatt 1997, Trainer 1997). Mayozun en uzun asamasi olan
pakitende, kromozomlar homologlartyla birlikte tetrad yapisini olustururlar (Barratt
1995, Gartner & Hiatt 1997, Martins 2001). Homolog kromozomlarin karsilikli
segment degisimiyle “crossing-over” olarak adlandirilan, ve her bir hiicrenin essiz
genoma sahip olmasina ve genetik cesitliligin olusmasina neden olan olay gerceklesir
(Gartner & Hiatt 1997).

Genetik degisim sayesinde, herbir spermaositten meydana gelecek olan 4
spermatid, birbirlerinden ve diger biitiin spermatidlerden farkli olacaktir. Profazin
sonunda, herbiri 2 kromatin zinciri (kromatid) i¢eren 44 otozomal kromozomla, bir X
ve bir Y kromozomu bulunur (Ross et al. 2003). Metafaz 1 de homolog kromozomlar
metafaz plag: iizerinde yer alirlar (Ross et al. 2003, Gartner & Hiatt 1997). Daha
sonra meydana gelene anafaz 1 asamasinda, birbirlerinden rastgele ayrilarak zit
kutuplara dogru hareket ederler (Ross et al. 2003, Barratt 1995, Gartner & Hiatt
1997). Boylece crossing-over ile modifiye olan tetratlar birbirinden ayrilir ve yeniden
diyad halini alir, ancak herbir orjinal kromozomun 2 kromatidi bir aradadir (Ross et
al. 2003). Telofazl de ise iki sekonder spermatosit meydana gelir (Gartner & Hiatt
1997). Oldukca kisa siire yasayan sekonder spermatositler, seminifer epitelde
kolayca izlenemezler (Gartner & Hiatt 1997, Trainer 1997). Primer spermatositin
yarist biiylikliiglindeki bu hiicreler 2n miktarda DNA’ya sahiptir, Kromozomlarini
replike etmeden hemen 2.mayoz boliinmeye girerler (Ross et al. 2003, Barratt 1995,
Moore & Persaud 1998, Gartner & Hiatt 1997, Trainer 1997, Martins 2001).

Her bir sekonder spermatosit, her biri 2 kromatide sahip 22 otozomal
kromozom ile bir adet X veya Y kromozomuna sahiptir (Ross et al. 2003, Moore &
Persaud 1998). Ikinci mayoz boliinme tamamlandiginda, nuklear membranlar
yeniden olusur; bir sekonder speramatositten, her biri 22 adet tek zincirli kromozoma

ve n DNA miktarma sahip 2 haploid spermatid meydana gelir (Ross et al. 2003).
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4.1.2.2.C. Spermatid faz1 (Spermiyogenez)

Spermatidler 8 p ¢apinda, kiiciik, yuvarlak, haploid hiicrelerdir. Tek bir agik
tip A spermatogoniumdan meydana gelen biitiin spermatidler, hiicreler arasi
sitoplazmik kopriilerle birbirlerine baglidir (Gartner & Hiatt 1997). Bir spermatid
olustuktan sonra, bir daha boliinme olmaz (Ross et al. 2003, Gartner & Hiatt 1997).
Haploid spermatidler, olgun spermiyumu meydana getirecek olan ve spermiyogenez
olarak adlandirilan bir farklilanma siirecine girerler (Ross et al. 2003). Yogun bir
transformasyonun gercgeklestigi bu siirecte, nukleus kararkteristik seklini alir, artik
sitoplazma elimine edilir, akrozom ve kuyruk gelisir (Ross et al. 2003, Barratt 1995,
Parks et al. 2003, Gartner & Hiatt 1997, Niederberger 1997). insanlarda bu asama
yaklagik 16-22 giin siirer (Barratt 1995, Adler 2000). Yogun bir yeniden yapilanma
stireci olan spermiyogenez 4 donemden olusur (Ross et al. 2003, Gartner & Hiatt
1997). Bu asamalar spermatidler sertoli hiicresinin plazma membranina 6zellesmis

baglantilarla bagliyken ger¢eklesir (Ross et al. 2003).

SPERMATOGENEZ
a2
W T Testis

Primes Sparmatosa
48, XY
/ b IIlﬂ
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[3 X 23, X 23, Y 23 Y

Spermatidies
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2

Sekil 2. Spermatogenezde birinci ve ikinci mayotik bdliinme
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Spermiyogenez evreleri
Spermiyogenez 4 evreden meydana gelir. Bunlar;
1. Golgi evresi
2. Cap (kep-sapka) evresi
3. Akrozom evresi
4

. Olgunlagma evresi

Seminifel epitel siklus:

Farklilasan spermatogik hiicreler seminifel epitel icinde rastgele dagilmazlar,
belli hiicre tipleri bir arada bulunurlar (Ross et al. 2003, Niederberger 1997). Bu
gruplagmalar, hiicreler arasindaki kopriiler nedeniyle olusur (Ross et al. 2003,
Gartner 6 Hiatt 1997). Biitiin farklilasma asamalari, seminifel tiibiilde belirli bir
zamanda meydana gelir (Ross et al. 2003, Niederberger 1997). insanda
spermatogenezin 6 asamada gerceklestigi ve yaklasik 74 giin siirdiigii goriiliir (Ross
et al. 2003, Gartner & Hiatt 1997). Spermiyumun epididime geg¢mesi ise yaklagik 12-
16 giin alir (Ross et al. 2003, Adler 2000). Siganlarda herbir tiibiiliin uzunlugu
boyunca farkli agamalar bi diizen igerisinde ard arda izlenebilir, yani tiibiil
duvarindan gegecek transvers bir kesitte sadece tek bir agamaya ait hiicreler izlenir.
Ancak insanlarda boyle bir durum séz konusu degildir (Ross et al. 2003, Barratt
1995, Niederberger 1997). Tiibiil duvar1 boyunca herbir bolge farkli asamalarda
olabilir, yani alinacak enine bir kesitte ayni tiibiil icinde degisik agamalara rastlamak

miimkiindiir (Ross et al. 2003, Niederberger 1997).

4.2. Normal Sperm Hiicresi

Insanda sperm ortalama 60um uzunlugunda olup bas, boyun, orta parga ve
kuyruk kisimlarindan olusur. Oval ve yasst olan bas kismi 4,5x3u boyutundadir.
Basin biiyiik kismini niikleus kaplar. Basin 2/3 6n kismi akrozom denen bir kilif ile
ortiilmiistiir. Akrozomun dis ve i¢ olmak {izere iki tabakasi1 vardir. En dista plazma
membrant bulunur. Spermatozoa ovuma yaklastiginda plazma membrani ile dis
akrozom kilifi birlesir ve disar1 agilarak i¢indeki enzimleri ortama salar (akrozom
reaksiyonu). Bu enzimler ovumun etrafini saran hiicre tabakalarin1 ve zarlar

eritmeye yarar. Kumulus ooforusu eriten hyaliironidaz, korona radiatay1 eriten
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“corona penetrating enzyme” (CPE) ve zona pelliisiday1 eriten ise akrozin enzimidir.
Sperm basinin ovum sitoplazmasi i¢ine girmesini takiben zonadaki agikligin tekrar
onarilmasi i¢in gerekli noriminidaz enzimi de akrozomdan salgilanir (Aydos ve ark.
2007). Sperm kuyrugu ise dort parcadan olusur (Fawcett 1965):

a) Sperm baglant1 parcasi (Connecting piece)

b) Orta bolim (Middle piece)

c) Esas parca (Principal piece)

d) Son parca (Terminal piece)

Kap Baglayo
parga
'

Y /
Mnokondnal [/
/

kild

Sekil 3. Spermatozoa yapisi

4.2.1. Sperm baglanti parcasi (connecting piece)
Sperm basi ile kuyrugu arasindaki kisa parcay: olusturur. Boliinmiis kolonlar
ve yogun fibroz yapidan olugmaktadir. Kapitulum ve sperm basinin kaudalindeki

bazal tabaka sperm basi ile kuyrugu arasinda yer alir. Kapitulum distalinde ¢izgili
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yapt (“striated collar”) ile devam eder ve daha sonra orta parcada dis yogun lifler
“outer dense fibers” (ODF) ile siirer. Ayni yap1 aksonemi de sarar. Sperm bast ile
kuyrugu arasinda devamliligi baglanti parcast denen yapi saglar. Kapitulumdan
geriye dogru uzanan 9 adet pargali kolon, flagelluma yogun Ilif yapilar ile
baglanmaktadir. BoOylece baglanti pargasi da dis lifler sayesinde devamlilik

gostermektedir.

4.2.2. Orta boliim (midpiece)

Aksonem boyunca yer alan 9 adet ODF’nin her biri, mikrotiibiiler “doublet”
ile iligkilidir. Bu boliimdeki mitokondriyal yap1 helikal diizenlenmistir ve enerji i¢in
gerekli yapilardir. I¢ mitokondrial membran enerji iiretiminden sorumludur ve
flagella ise motiliteden sorumludur. Bu yapinin proksimalden distale dogru gittikge

cap1 azalir. Distalde orta parga ile esas pargayi birlestiren annulus ile sonlanir.

4.2.3. Esas parca (principle piece)
Aksonem ve fibroz kiliftan olusur. Annulus ile terminal yap1 arasinda kalan
kisimdir. Fibroz kilif, aksonem, ve ODF’yi sarar. Fibroz kilif yapis1 disiilfit baglari

nedeniyle oldukga stabildir ve sperm motilitesine yardimer olur.

4.2.4. Son parca (terminal piece)

ODF ve fibroz kilif yoktur, sadece 9+2 aksonemal yap1 mevcuttur. Aksonemal
yapi distale dogru:

1. Dynein kollarin kayb1

2. Santral mikrotiibiillerin kaybi

3. Mikrotiibiiler doubletlerin ayrilmasi

4. B mikrotiibiil subiinitlerin kaybolmasiyla sekillenir (Koehler 1983).
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4.2.5. Aksonem

Flagellada hareketin olusumunu saglayan temel yapi aksonemdir ve 9+2
diizeninde mikrotiibiiler ikililerden olusur. Dista 9 adet tubulin dimerlerinden olusan
A ve B alt tipler harekette rol oynar. Distaki 9 ikilinin her biri radiyal uzantilarla
santral mikrotiiblile baglanir. Santral mikrotiiblil doublet iki adet A alt lifinden
olusmaktadir ve birbiri ile capraz kopriiler ile baglanmaktadir. Santral mikrotiibiil

ikilisinden ayn1 zamanda i¢ kilif uzantilar1 ¢ikmaktadir (Mortimer 1997).

4.2.6. Fibroz kilif(FS)

3 adet protein (AKAP 3-4, TAKAP-80), cAMP bagimli protein kinaz (PKA)
enzim araciligiyla hiicre sinyalizasyonunda rol oynar. Iki enzim (gliseraldehit3-fosfat
dehidrogenaz ve hekzokinaz) fibroz kilifta yer alir, ve glikolitik yolda gorev alirlar.
FS, flagellar hareketin planinda ve kivrilma hareketinde yer alir. PKA, serin ve
tirozin aminoasitlerinin fosforilasyonunu saglar ve kuyrukta lokalize proteinleri
hedefler. Tirozin kinazda ise fosforilasyon i¢in glikolitik yol dnemlidir. PKA, cAMP
icin hedef ve ATP’den adenin siklaz yoluyla sentezlenen sekonder mesajcidir (Eddy

E et al. 2003).

4.2.7. Mitokondrial kilif

Mitokondriden zengin kisim orta par¢adadir. Helikal ve siki sekilde yerlesen
mitokondrilerib etrafindaki kilif yapidir. Spermatozoadaki mitokondri:

1. Hipotonik ortama

2. Yetersiz kalsiyum iyonu girisi direncine

3. Laktati oksidatif substrat olarak kullanabilme yetenegiyle diger

mitokondrilerden ayrilir.

4.2.8. Sitoplazmik damlacik

Seminifer tiibiilii tarafindan salgilanan spermatozoa i¢inde bulunan kiiciik
sitoplazmik kitledir. Lizozomal enzimlerden zengindir. Epididim boyunca sperm
hareketi sirasinda esas yerinden hareket ederek baglanti parcasindan orta parganin

sonuna dogru ilerler. Ejakiilatta damlaciklarin varligi, ODF ve FS gibi yapilarin
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eliminasyonuna bagl epididimal fonksiyon bozuklugu ve fertilizasyonun azalmasiyla

birliktelik gosterir.

4.2.9. Epididimal sperm

Aksonemin gelisimi testiste gergeklesmekle beraber, ileri olgunlagsma evreleri
epididimde gerceklesir. Epididim boyunca hareket, muskuler kasilma ve hidrostatik
basing yoluyla gergeklesir. Dogrusal hareket, epididimden salgilanan “forward
motility protein”e baghdir. Epididimde sperm plazma membrani disiilfit baglar
olusturarak kuyruk hareketlerinin daha gii¢lii olmasini saglar (Elzanaty et al. 2002).
4.3. Spermatogenezin Kontrolii
4.3.1. Spermatogenezin hormonal kontrolii (hipotalamo-hipofizer-gonadal yol)

Erkek tireme fonksiyonu, hipotalamus, hipofiz ve testisler tarafindan kontrol
edilmektedir. Kisaca degerlendirilecek olursak, hipotalamo-hipofizer sant ile hipofiz
kan damarlarinin yaptig1 portal sistem igine hipotalamustan Gonadotropin Uyarici
Hormon (GnRH) salmnir. On hipofiz bezi gonadotropin salinimi i¢in dzellesmis olan
ve GnRH tarafindan uyarilan gonadotroplar icermektedir. Bu hiicreler tarafindan
salinan LH ve FSH, kan dolasimui ile testise iletilir. GnRH’a ilave olarak, Aktivinin
hipofizdeki lokal iiretimi ile de FSH sekresyonu stimiile edilir (de Krester et al.
2000). FSH Sertoli hiicrelerini uyararak seminifer tiibiil epitelinde spermatogenezi
baslatirken, LH intertisyumdaki Leydig hiicrelerini uyararak testosteron iiretimini
saglar. Testosteron sekresyonu ve sperm iiretim hizi testis ile iist reprodiiktif aks
arasinda negatif feed-back iligkiyi saglayan bir ag tarafindan c¢ok iyi bir sekilde
diizenlenmistir. Testosteron ve metaboliti olan 6stradiol GnRH ve Gonadotropin
salimimin baskilayici rol oynarlar. Ayrica esas olarak Sertoli hiicrelerinden sekrete
edilen Inhibin de gonadotroplarda FSH salmimimi baskilar. Primer olarak Sertoli
hiicrelerinden salinan bir glikoprotein olan inhibin formu, inhibin B olarak
adlandirilir (de Krester et al. 2000). Inhibin, FSH’1n B subiinitini kodlayan genlerin
transkripsyonunu inhibe ederek, gonadotroplarda FSH sekresyonunu engeller (Clarke
et al. 1993). Bozulmus testikiiler fonksyonun degerlendirilmesinde bir belirleyici

olarak Inhibin B’nin klinik kullanimi tartismalidir (Kolb et al. 2000).
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4.3.1.1. Hipotalamus

GnRH noronlar1 amigdala ile her iki olfaktor ve viziiel korteksi iceren beynin
diger bolgelerindeki noronlardan gelen uyarilar1 alirlar. GnRH salinimi {i¢ tip
ritmisite gostermektedir. Birincisi mevsimsel olup, Haziran-Temmuz aylarinda pik
yapar ve kis-erken ilkbahar aylarinda en diisiik diizeye inmektedir. Buradaki olasi
etkinin gilines 1s18indan ¢ok 1s1 artisina bagl oldugu kabul edilmektedir (Andersson et
al. 2003). ikincisi sirkadiyen ritmdir ve sabahin erken saatlerinde testosteronun en
yiiksek serum diizeylerine ulagsmasindan sorumludur. Bu mekanizmadan pineal
glanddan salinan melatonin hormonunun sorumlu oldugu sanilmaktadir. Ugiinciisii
ise pulsatil salinim olup, GnRH un her 90-120 dakikada bir pik yapmasidir (Schlegel
et al. 2002). Pulsatil salinimin mekanizmasi tam olarak anlagilamamamustir, ancak
nitrik oksit (NO) gibi noradrenerjik uyarilarin rolii olabilecegi diisiiniilmektedir
(Lopez et al. 1998).

GnRH salgilayan ndronlarmin prekiirsorleri, embriyonel gelisim sirasinda
olfaktor kabartidan hipotalamustaki pozisyonlarina go¢ ederler. Konjenital
hipogonadotropik hipogonadizm yaratan bir durum olan Kallman sendromunda,
GnRH salgilayan noéronlarin  prekiirsorleri normal olarak migrasyonlarin
gerceklestiremezler ve GnRH’un hipotalamik sekresyon kapasitesi gelismez.
Hipogonadotropik fonksiyon ile birlikte olfaktor defekt (anosmi) ya da diger orta hat
defektleri Kalman sendromu i¢in tipiktir (Schlegel et al. 2005).

4.3.1.2. Hipofiz

Hipofiz bezi anterior ve posterior olmak iizere iki lobdan olusur. Posterior lob
ya da norohipofiz, hipotalamusun bir ventral dis cep uzantis1 olarak gelisimi
sirasinda olusur. Iki noérohipofizer hormon olan oksitosin ve vazopressin salmimu,
noral stimiilasyon altinda yonlendirilir. Anterior lob ya da adenohipofiz kan kaynakl
faktorler tarafindan diizenlenen bir yapidir. LH ve FSH adenohipofizdeki
gonadotroplar tarafindan salinir. Gonadotroplara ilave olarak adenohipofiz diger
glikoprotein yapidaki hormonlar1 sekrete etmek icin Ozellesmis hiicreleri igerir.
Kortikotoplar; adrenokortikotropik hormon, laktotroplar; prolaktin, somatatroplar;

biliylime hormonu ve tirotoplar; tiroid uyarict hormon sekrete ederler. Bu diger dort
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grup hormon, erkek reprodiiktif sistemi {izerine dnemli etkilere sahiptirler. Bu durum
spermatogenezi baskilayan, prolaktinin kronik asir1 sekresyonu ile sonuglanan
hipofiz adenomu 6rneginde goriilebilir (Mazzi C et al. 1996).

Normal erkeklerde LH, her bir atimda 6 IU/L olacak sekilde, ortalama 2
saatlik sikliklarla salinir (Hayes et al. 1988). Testosteron diizeyini 5 ng/ml diizeyinde
devam ettirebilmek i¢in, LH’un etkili kan diizeyi 10 IU/L olmalidir (Hayes et al.
2001).

4.3.1.3. Hipotalamik ve hipofizer aksin pubertal gelisimi

Leydig hiicreleri intrauterin gelisim sirasinda seminifer tiibiiller arasinda
yerlesmis olan mezenkimal Oncii hiicrelerden gelisir. Leydig hiicrelerinin
steroidogeneze baglamasi ile androjen bagimli erkek iireme sistemi de farklilasmaya
baslar. Erken gebelik doneminde fetal hipofiz FSH ve LH sentezleme, depolama ve
yiiksek konsantrasyonlarda sekrete etme yetenegine sahiptir. Gebeligin ortalarinda
FSH ve LH pik yapar. Gebeligin son donemlerinde FSH ve LH diizeylerinin
diismesi, gonadal steroidlerin negatif “feedback™ etkisine baglidir (Weinbauer et al.

2000).
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Dogumdan sonra maternal hCG uyarisinin kesilmesine bagli olarak Leydig
hiicrelerinde kisa siireli bir regresyon gozlenir. Serum LH ve FSH diizeyleri 6-8,
testosteron diizeyi 10-12 yaslarinda dereceli olarak artmaya bagslar ve LH diizeyi
eriskin donemde 116 kat artig gosterir. Hipotalamustan GnRH’ nun pulsatil salinimi

12 yas dolaylarinda oturmaya baslar.

4.3.1.4. Testis

Testisler erkek iireme fizyolojisinde ekzokrin ve endokrin fonksiyonlar ile
etkin olan bir ¢ift organdir. Hipotalamo — hipofizer aks yolu ile fonksiyonlar: regiile
edilen testislerde ekzokrin fonksiyon ile spermatogenez, endokrin fonksiyon ile

testosteron sentezi yaplir (Orhan 2006).
Ekzokrin fonksiyon

Testisin ekzokrin fonksiyonu, seminifer tiibiillerde sperm hiicresinin

olugmasidir. FSH’ nin kontrolii altinda olan bu fonksiyonda etkin olan hiicreler sertoli

27



hiicreleri ve germ hiicreleridir. Sertoli hiicreleri seminifer tiibiil bazal membrani
lizerine oturmus ve liimene dogru uzanan kompleks sitoplazmali hiicrelerdir.
Viicudun en kuvvetli hiicreler arasi bariyeri ile kendi aralarinda baglantili olan
Sertoli hiicreleri seminifer tiibiilii, bazal ve luminal olarak iki kisma ayirmaktadir. Bu
anatomik Ozellik spermatogenezisin kan dolagimindan ayrilmasini saglayan kan-
testis bariyerini olusturmaktadir. FSH’a afinitesi fazla olan Sertoli hiicreleri, FSH
etkisi ile androjen baglayici protein (ABP) sentez ederek, seminifer tiibiil liimenine
bu proteini salgilar. ABP, seminifer tiibiilde testosteronu baglayarak, kan
testosteronundan  20-50 kat daha fazla intratestikiiler testoteron seviyesi
saglamaktadir. Ayrica FSH etkisiyle Sertoli hiicreleri, transferin, seriiloplazmin,
laktat ve bir dizi biiylime hormonu ile spermatogenezde rol oynamaktadir.
Spermatidlerden spermatozoa olusumu sirasinda ise golgi aparatusundan akrozom,
sentriollerden flagellum olusumu gibi bazi siirecler meydana gelmektedir (Orhan

2006).

Endokrin fonksiyon

Testisin  endokrin  fonksiyonu LH etkisiyle Leydig hiicrelerinde,
pregnanolondan testosteron sentez edilmesidir. Gilinde yaklasik olarak 5 gram sentez
edilen testosteron pulsatil olarak salgilanmaktadir. Sentez edilen testosteronun %98’
seks hormonu baglayici globulin (SHBG) ve albiimine bagli geriye kalan %2’lik
kismi serbest olarak bulunur

Sertoli hiicrelerinde sentezlenen inhibin negatif feed-beck yoluyla FSH
salinimini baskilamaktadir. Aktivin, FSH salininmin1 aktive etmektedir. Testis disinda
baska dokularda da salgilandig1 belirlenmis olan aktivinin viicuttaki pek ¢ok biiylime

olayinda regiilator oldugu bildirilmektedir (Orhan 2006).
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4.3.15. Posttestikiiler Transport

Hipotalamo-hipofizo-gonadal aks yoluyla kontrol edilen testikiiler ekzokrin
fonksiyon sonucu gelisen testikiiler spermatozoa, halen daha motilite ve fertilizasyon
matlirasyonunu tamamlamamistir. Erkek iireme sisteminde, testisten sonra sperm
transportunda rol oynayan epididim, vaz deferens, vezikiila semanialis ve diger
aksesuar seks glandlar1 spermatozoanin hem motilite hem de fertilizasyon

maturasyonunu saglamaktadirlar (Orhan 2006).

Epididim
Tiibliler yapida olan epididimler, yaklasik 3-4 metre uzunlugunda, farkli
captaki tiibiillerden olusmaktadir (Turner et al. 1978). Testisle, duktuli eferentis ve

rete testislerle devamlilik gostern epididim, kaudal kisimda farklilasarak vas deferens
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olarak devam etmektedir. Histolojik 6zellikleri farkli kaput, korpus ve kauda olarak
lic ayr1 segmentten olusan epididimler, 6zellikle sperm motilite maturasyonunda
onemli rol oynamaktadirlar. Epididim korpus ve kaudasina dogru kontraktil 6zelligi
olan hiicreler ve kauda epididimde artik belirgin olarak saptanan diiz kas tabakasi, bu
seviyede sperm transportunda etkin olmaktadir. Sperm hiicresinin, epididimdeki
yaklasik olarak 2-12 giinliik transport siiresinde motilite ve fertilite matiirasyonu

gerceklesmektedir (Rowley et al. 1970, Aman et al. 1981, Johnson et al. 1988).

Vaz Deferens

Kauda epididimden, ejakiilator kanallara kadar sperm transportunu saglayan
ve yaklasik 30-35 cm uzunlugunda olan vaz deferens epididimal, skrotal, inguinal,
retroperitoneal ve ampullar olarak bes segmentten olusmaktadir. Vaz deferensler,
kompleks kas tabakasi ve liimenini 6rten bazal hiicreler ve sterosilia igeren hiicreler
ile sperm transportunu saglamaktadir.

Emisyondan hemen oOnce distal epididim ve proksimal vaz deferenste
sempatik kompleks innervasyon ile sperm transportunun oldugu saptanmakla birlikte
vaz deferenslerde yaklasik olarak 130 milyon sperm rezervinin bulundugu

bildirilmistir (Orhan 2006).

Vezikiila Seminalis

Tiibiiler yapida olan ve duvar yapisinin %80’ini kas yapis1 olusturan vezikiila
seminalisler ejakiilasyon sirasindaki 50cm su basincina ¢ikan kontraksiyonlari ile
sperm transportunda etkili olmalar1 yaninda, fruktoz gibi sperm enerji kaynagini

olusturan salgilari ile lireme fizyolojisinde etkin olan organlardir (Orhan 20062).
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4.3.2. Spermatogenezin genetik kontrolii

Saglikli erkeklerin yaklasik %8-10"unda subfertilite goriilmektedir (Bhasin et
al. 1994, Skakkebaek et al 1994, De Kretser et al. 1997). Yakin bir tarihe kadar
cevresel etmenler veya bulasici hastaliklar subfertilitenin ana nedeni olarak kabul
edilmekte idi. Ancak genetik problemlerin erkek subfertilitesinin ana nedeni
olabilecegi yoniinde 6nemli bulgular elde edilmeye baslanmistir. Subfertil erkeklerin
yaklasik %10’unun anormal bir karyotipe sahip oldugu ve bu erkeklerin yarisinin da
47,XXY karyotip nedeni ile Klinefelter Sendromu oldugu bilinmektedir (De
Baraekeleer 1991, Van Assche et al. 1996). Bunun yani sira, translokasyonlar da
erkek tasiyicilarinda subfertiliteye neden olabilmektedir. Glinlimiize daha yakin
tarthlerde yapilan calismalarda ise Y kromozomu iizerinde yer alan ql1.23
bolgesindeki delesyonlar infertil erkeklerin %18’inde saptanmistir(Reijo et al. 1995,
Vogt et al. 1996, Pryor et al. 1997). Fotal donemde gonadal dokularin farklilagmasi

ve ¢ogalmalari tamamen Y kromozomu tarafindan organize edilir. Y kromozomunda
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SRY geni bulunur. Bu gen TDF (testis determining factor) olarak adlandirilan 6zel
bir plazma proteini sentezine sebep olur. Testislerin morfogenezi TDF tarafindan
saglanir. TDF proteininde olusacak genetik defektler fenotipte ve fertilizasyonda
degisik tablolarla kendini belli eder.

Y kromozomunun uzun kolu (Yq) lizerinde spermatogenezden sorumlu 3 adet
bolge vardir: Azoospermia Factor (AZF) olarak adlandirilan AZFa, AZFb ve AZFc
(DAZ) bolgeleri. Bu bolgelerde spermatogenezi saglayan ¢ok sayida gen yer alir.
AZFa bolgesindeki genlerin kaybinin Sertoli cell only sendromundan (SCOs), AZFb
matiirasyon arrestinden, AZFc ise degisik derecede oligo-azoospermiden
sorumludur. Her ne kadar, genotip/fenotip arasinda kesin bir iliski kurulamamis olsa
da, cogu caligmalar bu goriisii desteklemektedir. Son olarak online veri tabanlarinda
(OMIM) mendelyan tipi kalitim ve erkek subfertilitesi ile iliskilendirilen 60 ya da
daha fazla tanimlanmis kalitsal bozukluk yer almaktadir.

Spermatogenezin bozulmasiin veya azalmasinin nedenleri erkek infertilite
kliniklerine giden hastalarin %40’inda hala belirsizdir (Bhasin et al. 1994,
Skakkebaek et al. 1994, De Kretser et al. 1997, Aitken et al. 1995). Bu tiir hastalar
normospermik, oligospermik, veya azoospermik olabilir, immotil veya anormal
morfolojili spermlere sahip olabilirler. Hatta bazi hastalarda germ hiicreleri hig
olmayabilir. Bu hastalar normal karyotipe, normal seviyelerde testosterona ve
gonadotropinlere sahip olabildikleri gibi, sperm otoimmunitesi veya genital sistem
anomalileri gibi problemlere de sahip olmayabilirler. Bu kisilerde genital
sistemlerine ait cerrahi 0ykiisti, testis kanseri, genital infeksiyon, ila¢ kullanimi ya da
radyasyona maruz kalma Oykiisii sikilikla bulunamamaktadir. Buna benzer
aciklanamayan obstriiktif olmayan erkek infertilite bicimlerinin nedenlerinin ¢evresel
faktorler degil, kalitsal nedenler olabilecegi yoniinde kanitlar mevcuttur. Czgyllik ve
arkadaslar1 subfertil erkeklerin kardeslerinde de diisiik sperm sayis1 ve azalmis sperm
motilitesi oldugunu gdzlemlemistir (Czyglik et al. 1986). Istedigi halde ¢ocugu
olmayan erkekler lizerinde yapilan kontrollii bir arasgtirmada, Lilford ve arkadaslari
olgularin yarisindan fazlasinda, erkek subfertilitesinin ailesel komponentinin
otozomal resesif kalitim gosterdigini tespit etmistir (Lilford et al. 1994). Ancak bu
durumla ilgisi olan genler hala tanimlanamadigi gibi, insan genomunda kac tane

genin, erkekte nasil steril allele doniistiigline dair hicbir bilgi bulunmamaktadir. Buna
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ek olarak, erkek infertilitesine neden olan otozomal resesif mutasyonlar nedeniyle

olusan genetik yiike ait bilgi de bulunmamaktadir.

4.3.3. Spermatogenezi etkileyen faktorler

Spermatogenik hiicreler, ozellikle spermatositler toksik ajanlara karsi ¢ok
duyarlidir (Ross et al. 2003, Barratt 1995, Syed et al. 2002). Beslenme bozukluklari,
sistemik hastaliklar, yaygin ya da lokal enfeksiyonlar, genetik bozukluklar, testikiiler
1sinin yiikkselmesi, steroid hormonlar ve onlara benzer ilaglar, kemoterapoétik ilaglar,
antimetabolitler, kadmium tuzlari, kursun ve pestisitler gibi toksik ajanlar, mutajenler
ve radyasyon spermatogenezi etkileyen faktorler arasinda sayilabilir. Bu ajanlar
sperm iiretimini azaltirlar, kromozomal ve morfolojik anolmalilere yol acarlar (Ross
2003, Barratt 1995, Cooke et al. 1998, Parks et al. 2003, Syed et al. 2002, Adler
2000, Gazvani et al. 2000, Meistrich et al. 2003).

4.3.3.1. Endokrin faktorler

Hipofizden salgilanan gonadotropinler olan FSH ve LH spermatogenezin esas
diizenleyicileridir (Barratt 1995, Parks et al. 2003, Syed et al. 2002, Sairam et al.
2001, Hedger & Meinhardt 2003). LH Leydig hiicrelerini testosteron sentezlemesi
icin uyarir (Ross et al. 2003, Barratt 1995, Parks et al. 2003, Sairam et al. 2001).
Testosteronun testiste dolasimdakinin en az 200 kat1 konsantrasyonda bulunmasi,
spermatogenik hiicrelerin ¢ogalmas1 ve farklilasmasi icin gereklidir (Ross et al.
2003). FSH ve Testosteron normal spermatogenez i¢in yasamsal onem tasir (Ross et
al. 2003, Parks et al. 2003, Sairam et al. 2001). Germ hiicreleri1 FSH ve testosteron
reseptorli igermediklerinden, bunlarin esas etki alani Sertoli hiicreleridir (Ross et al.
2003, Barratt 1995, Hedger et al. 2003). FSH’in spermatogonial proliferasyonu
uyarict etkisi sayesinde sertoli hiicreleri spermatogenezde primer diizenleyici olarak
rol alirlar (Ross et al. 2003, Parks et al. 2003). Testosteron, Sertoli hiicrelerinin
spermatidlere yapismasini, dolayisiyla spermiyogenezi indiikler, ayrica peritiibiiler
hiicreleri de etkiler (Parks et al. 2003, Hedger & 2003, Carreau et al. 2001). Hem
FSH, hem de testosteronun, germ hiicre apoptisisini Sertoli hiicreleri aracilifiyla

indirekt olarak baskiladig1 gosterilmistir (Parks et al. 2003, Print CG, Lakoski et al.
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2000). Seminifer epitelin hormonal uyartya yanit1 lokal testikiiler faktorlerin etkisiyle
diizenlenir (Barratt 1995).

Primer spermatositler ve spermatidler hem o hem de B Ostrojen reseptorii
icermektedirler (Parks et al. 2003, Hedger & Meinhardt 2003, Carreau et al. 2001).
Ostrojen reseptor fonksiyonu, normal spermatogenezin ger¢eklesmesi igin gereklidir,
tiroid hormonlarinin da sertoli hiicreleri aracilifiyla indirekt olarak spermatogenezi

etkiledigi bilinmektedir (Niederberger 1997).

4.3.3.2. Diger faktorler

Endokrin kontroliin yani sira, bir¢ok parakrin sinyalinin germ hiicresinin
kaderinin belirlenmesinde 6nemli oldugu diisiiniilmektedir (Niederberger 1997,
Hedger 2003, Print et al. 2000). Spermatogenezin kontroliinde, hiicreler arasi iligkiler
(sertoli hiicresi, leydig hiicresi, germ hiicresi, peritiibiiler miyoid hiicreler), sitokinler,
biiyiime faktorleri, enzimler, transport proteinleri ve adhezyon molekiilleri etkilidir
(Parks et al. 2003, Niederberger & Lamb 1997).

Biiyiime faktorleri; embriyonik gelisim sirsinda germ hiicre gociinde, germ
hiicrelerinin yenilenmesi ve c¢ogalmasinda, mayozun ve farklisama asamalarinin
diizenlenmesinde rol oynarlar (Niederberger & Lamb 1997). Spermatogenezde rol
oynayan biiyiime faktorleri arasinda epidermal biiytime faktord, transformik biiylime
faktorii B, bazik fibroblast biliylime faktori, testikiiler néropeptitler, sinir biiyiime
faktorii, insiilin benzeri biiylime faktorii sayilabilir (Niederberger & Lamb 1997,
Print et al. 2000).

Ayrica interlokinler (IL1, IL-2, IL-4), kok hiicre faktorii, 16semi inhibitor
faktor (LIF), kemik morfogenetik proteini-4 de spermatogenezde etkilidir (Hedger
2003, Print et al. 2000). Bunlardan bagka peritiibiiler hiicrelerin germ hiicrelerinin
cogalmasin1 uyardigr ve germ hiicreleri farklilagsmasi i¢in gerekli olan retinoliin
seminifel tiibiile ulagsmasina aracilik ettigi gosterilmistir.

Insan sperm membran proteini-1(hSMP-1), insan sperm basmnin akrozom
bolgesinin ylizeyinde lokalize olan bir proteindir. Testiste, spermatogenezin her
asamasinda, hemen hemen biitiin germ hiicrelerinden salinir. Bu proteinin germ
hiicre farklilasmasinin erken dénemlerinde rolii olduguna inanilmaktadir (Zhang et

al. 2000).
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Kalsiyum, magnezyum, bakir ve ¢inkonun spermatogenez i¢in énemli oldugu
bilinmektedir. Cinko, spermium nukleusunun kromatin yogunlasmasinda iglev goriir
(Wong et al. 2001).

RhoGTPase’lar hiicre hareketi, aktin reorganizasyonu, baglant1 dinamikleri,
hiicre siklusu ve adhezyonu da dahil olmak tizere GTP aracilifiyla gergeklesen pek
cok hiicresel olayda gorev alan, 20-40 kDa molekiiler agirliga sahip bir monomerik
G proteini ailesidir. Bunlarda RhoB, Rac2 ve Cdc42’nin hem sertoli hiicresi hem de
germ hiicresi tarafindan salindig1 ve spermatogenez i¢in 6nemli oldugu bilinmektedir
(Lui et al. 2003).

Testikiiler ~makrofajlar, direkt ve indirekt yoldan sertoli hiicresi
aktivasyonunu ve germ hiicrelerinin yasamini etkiler. Spermatogenezin hasarlandigi
olgularda, testisteki makrofaj sayisinin arttigi bildirilmistir (Frungieri et al. 2002).
Artan yas ile birlikte spermatogenezde bazi degisiklikler meydana gelir (Plas et al.
2000). Koyu ve acik tip A spermatogoniumlarinin sayisinda azalma, genetik
bozukluklar ve spermatidlerde goriilen malformasyonlarin yani sira, yasla birlikte
sertoli hiicrelerinin sayisinda da azalma goriiliir (Barratt 1995, Plas et al. 2000).
Spermatositler, spermatidler ve spermiyumlar spesifik antijenler salarlar. Bu
antijenler puberteye kadar olusmazlar, dolayisiyla immun tolerans gelismez. Daha

sonra oto antikorlarin gelisimini ise kan- testis briyeri engeller (Barratt 1995).

4.4, Erkek infertilitesi ve nedenleri

4.4.1. Erkek infertilitesi
- Total spermin 1 ml semende 5 milyondan daha az olmas1 durumunda,
- %150’den fazla anormal morfolojiye sahip sperm bulundugunda,
- Spermin, yumurtayr delme yeteneginin bulunmamast durumunda infertilite tanisi
konabilir.
Erkek infertilitesi nedenleri su sekilde siralanabilir:
1)Pretestikuler nedenler
a- Hipotalamik hastaliklar:
- Izole gonadotropin yetmezligi (Kallmann sendromu)

- izole LH yetmezligi
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- izole FSH yetmezligi
- Dogumsal hipogonadotropik sendromlar
b- Hipofizer hastaliklar
- Hipofiz yetmezIligi (Tiimorler, infiltratif siiregler, operasyon,
1sinlama)
- Hiperprolaktinemi
- Hemokromatoz
-Eksojen hormonlar (6strojen-androjen fazlaligi, glikokortikoid
fazlalig, hiper/hipotiroidizm)
2) Testikiiler nedenler:
a- Kromozom anomalileri (Klinefelter sendromu,vs)
b- Noonan sendromu (Erkek Turner sendromu)
c- Izole Sertoli hiicre sendromu (SCOS)
d- Gonadotoksinler (ilaglar, 1ginlama)
e- Orsit
f- Travma
g- Sistemik hastaliklar (bobrek yetmezligi, orak hiicre hastaligi, vs)
h- Defektif androjen sentezi veya aktivitesi
1- Kriptorsidizm
i- Varikosel
3) Posttestikiiler nedenler:
a- Sperm iletim bozukluklari
- Dogumsal bozukluklar
- Edinsel bozukluklar
- Fonksiyonel bozukluklar
b- Sperm motilite veya fonksiyonu bozukluklari
- Sperm kuyrugunun dogumsal defektleri
- Olgunlagma defektleri
- Immunolojik defektler
- Cinsel disfonksiyon

- Enfeksiyon (Tanagho 1995).
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44.1.1. Sperm bulgularina gore
Aspermi

Psikojenik bozukluklar, retrograd ejakulasyon, emisyon yetersizligi, vaskiiler,
hormonal ve ereksiyon bozukluklari nedeniyle seminal sivinin olmamasidir

(Anafarta ve ark. 1998).

Hipospermi

Prostat, seminal vezikiiller ve vaz deferens enfeksiyonlari, travma ve
tiimdrler, androjen eksikligi, kanal tikanikliklari, emisyon bozuklugu ve retrograd
ejakulasyon nedeniyle toplam ejakulat hacminin 2 ml’ den az olmasi durumudur

(Anafarta ve ark. 1998).

Hiperspermi
Prostat ve seminal vezikiillerin enfeksiyonu ile ejakulat voliimiiniin 8 ml’ den

fazla olmasidir (Anafarta ve ark. 1998).

Azoospermi
Genetik, hormonal nedenler, ilaglar, radyasyon, kanallarin tikanikligi,
germinal aplazi, enfeksiyon ve gecirilmis operasyonlar sonucu ejakulat i¢inde hig

germinal hiicre bulunmamasidir (Anafarta ve ark. 1998).

Oligozoospermi
Kromozomal nedenler, idiyopatik, inmemis testisler, bazi ilaclar, genital
enfeksiyonlar, koit sikligi, stres, beslenme, 1s1 vb. Faktorlere bagl olarak sperm

sayisinin 20 milyon / ml’ den az olmasi halidir (Anafarta ve ark. 1998).

Astenozoospermi

Genital enfeksiyonlar, antisperm antikorlarin varligi, varikosel, Kartagener
sendromu, toksik maddelerle temas, 1s1, genetik anomaliler, ilaglar, androjen
yetersizlik, epididim fonksiyon bozukluklari, koit sikliginda azalma, ejakulat

viskozite bozukluklari, prostat ve seminal vezikiil fonksiyon bozukluklari nedeniyle
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normal motilitedeki sperm sayisinin yarisindan fazlasinin azalmasidir (Anafarta ve

ark. 1998).

Teratozoospermi

Kromozomal nedenler, toksik maddelerle temas, seminal kanallarda
deformasyon, emisyon bozuklugu ve epididim enfeksiyonu nedenleriyle WHO
kriterlerine gore morfolojisi bozuk sperm sayisinin % 40’tan fazla olmasi durumudur

(Anafarta ve ark. 1998).

Oligoastenoteratozoospermi (OAT)
Varikosel, inmemis testis, 1s1, ilaglar veya cevresel toksinler nedenleriyle

sperm dansite, motilite ve morfoloji bozukluklarinin bir arada goriilmesi durumudur.

Nekrozoospermi

Kadina ait faktorler, immiinolojik nedenler, genital enfeksiyonlar, travma,
seminal kanallarda obstriiksiyon, varikosel, ge¢irilmis operasyonlar ve yetersiz cinsel
egitim nedenleri ile WHO’ya gore sperm parametreleri normal degerde olmasina

ragmen tiim spermlerin lmesi halidir (Anafarta ve ark. 1998).

Sperm konsantrasyonuna gore siniflama:

Sperm Oranina Gére Isimlendirme Sperm Miktar: milyon/mL
Azoospermi 0

Siddetli Oligoospermi <1

Orta Diizey Oligoospermi 1-5

Hafif Oligoospermi 5-20

Normal >20

Tablo 1. Sperm Miktar Degerlendirmesi
Sperm kalitesini diisiiren bir ¢ok neden oldugu i¢in tek basina semen analizi yeterli
degildir. Ancak, c¢iftlerin dogru degerlendirilmesi igin gerekli parametrelerden

biridir.
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4.4.1.2. Etiyolojisine gore
Tim infertilite olgularinin %30-50’sinde erkek faktorii bulundugu ve

erkeklerin  %30-40’inda anormal sperm {iretim nedeni tam olarak ortaya
konamadigindan, genetik degiskenlerin agir infertilite olgularin biiylik kismindan
sorumlu oldugu diistiniilmektedir (Rucker et al. 1998).
Spermatogenez hiicre proliferasyonu, mayoz ve farklilagmasini kapsayan uzun ve
karmasik bir islevdir. Erkek germ hiicre liretimi islevinde yer alan ¢ok siki kontrol
altindaki sinyal akisini etkileyen genetik degisiklikler bazen olumsuz sonuglara yol
acabilmektedir. Insanlarda erkek infertilitesine neden olan pek ¢ok genetik etiyoloji
tanimlanmistir.

1. Kromozomal bozukluklar,

2. Y kromozom mikrodelesyonlart,

3. Hipotalamik-hipofizer-gonadal aks bozukluklart,

4. Steroid ve reseptor defektleri,

5. Ekstratestikiiler duktal ve ejakulatdr sistem anomalileri,

6. Sperm {iretim ve fonksiyon bozukluklart olarak siralanabilir.

Neden Sikhk

Idiyopatik erkek faktor %31
Varikosel %15.6
Hipogonadizm %8.9

Urogenital enfeksiyonlar %8
Inmemis Testis %7.8
Koitus ve ejekiilasyon bozuklugu %5.9
Immiinolojik Faktorler %4.5
Sistemik Hastaliklar %3.1
Obstriiksiyon %1.7
Diger %S5.5

Tablo 2. Erkek Faktor infertilitesi Etiyolojik Nedenleri ve Siklig1
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Kromozomal bozukluklar

Infertil ve subfertil erkeklerde kromozomal bozukluklar sik olarak
bulunabilmektedir. Normal populasyonda %0.5 civarinda bulunan bu durum 9766
infertil erkegin degerlendirildigi bir analizde %5.8 civarinda bu tip bir anomalinin
bulunabilecegi bildirilmistir. Bu erkeklerin %4.2’sinde seks kromozom anomalileri,
%1.5’inde otozomal kromozomal anomaliler saptanmistir (Johnson 1998). Ote
yandan 94465 erkek yeni doganda yapilan benzer bir analizde kromozomal anomali
oran1 %0.38, seks kromozomal anomali oran1 %0.14, otozomal kromozomal anomali
orani ise %0.25 olarak bulunmustur (Van Assche et al. 1996). Kromozomal
anomaliler seks kromozomu anomalileri veya otozomal kromozomal anomaliler
yaninda sayisal ve yapisal kromozomal anomaliler olarak da alt gruplarda
degerlendirilebilir.

Sayisal anomaliler hiicre basina diisen kromozom sayisinda goriilen
deviasyonlardir. Poliploidi, kromozom sayisinin katli oranda arttigin1 ifade eder ve
andploidi ise bir veya daha fazla kromozomun kaybi veya fazlaligin1 ifade eder.
Poliploidi genellikle yasamla bagdasmaz veya belli tip kanserlerde karakteristik
olarak goriiliir. Andploidi ise yasamla bagdasir, ancak klinik olarak siddeti hangi
kromozomun etkilendigine gore degismektedir.

Yapisal kromozomal anomaliler bir veya daha fazla kromozomun
delesyonunu veya duplikasyonunu icermektedir. Ayni zamanda kromozomal yeniden
diizenlenme ve translokasyonlar1 da igcermektedir. Otozomal ve seks kromozomlar
bu tip diizensizliklerden etkilenmektedirler ve her iki durumda da erkek
infertilitesiyle iliskisi bulunabilmektedir. Infertil ve subfertil erkeklerde kromozomal
bozukluklar sik olarak bulunmaktadur. Normal popiilasyonda % 0,5 olarak bulunan
kromozomal anomali orany, infertil erkeklerde yaklagik % 5 civarina ylikselmektedir
(Vegetti et al. 2000). Kromozomal anomaliler, sayisal ve yapisal anomaliler seklinde
degerlendirilmektedir. Sayisal anomaliler, hiicre basina diisen kromozom sayisinda
goriilen degisikliklerdir. Yapisal kromozom bozukluklart ise bir veya daha fazla
kromozom segmentinin delesyonu veya duplikasyonunu icermektedir.

Infertiliteye neden olan sayisal ve yapisal kromozom bozukluklart asagidaki
gibi siniflandirilir (P.May-Paloup et al. 2003 ).

Sayisal kromozom bozukluklart:
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a. Kleinfelter sendromu

b. XYY erkek

c. Miks gonadal disgenezi

d. Otozomal andploidiler
Yaptsal kromozom bozukluklart:

a. Robertsonian translokasyon

b. Resiprokal translokasyon

c. Otozomal Inversiyon

d. XX erkek sendromu

Sayisal kromozom anomalileri

Baz1 infertil erkeklerin normal fertil popiilasyon ile karsilastirildiginda diisiik
kalitedeki spermatozoalarinda kromozomal ‘“nondisjunction” (mayozun birinci
anafaz asamasinda ¢ift degerlikli kromozomlarin anormal hareketleri sonucu olusan
anomali) sikliginin yiiksek olmasi da bu spermlerle olusacak cocuklarda onemli
problemlere yol acabilir (Finkelstein et al. 1998). Ancak bu erkeklerin somatik
dokularinda “nondisjunction” gostermemeleri somatik ve non-somatik dokularda
mozaizmin olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu goriis periferik kan 6rneginden elde
edilen karyotip analiz sonucunun gametten farkli olabilecegi fikrini uyandirmaktadir.
Ayrica sperm morfolojisi de normal kromozomal yapidaki spermatozoay: da ayirt
etmekte kullanilamamaktadir. infertil erkeklerin ejakiilatindan elde edilen morfolojik
olarak normal spermlerde multikolor floresan in-situ hibridizasyon (FISH) yontemi
ile mitotik ve mayotik nondisjunction gdsteren spermlerin seviyelerinde artis
saptanmistir (Huang WJ, Lamb DJ 1999). Ek olarak TESE-ICSI aday1 azospermik
erkeklerin testis biyopsi materyaline uygulanan FISH analizinde, germ hiicrelerinde
seks kromozom andploidisi artmis siklikta saptanmistir (Levron et al. 2001). ICSI
sonrast olusan gebeliklerde otozomal trizomiler ve seks kromozom andploidileri
daha yiiksek oranda bulunmustur (Martin RH 1996). Klinefelter sendromu, XYY
erkek, miks gonadal disgenezi, otozomal aneuploidiler erkek infertilitesine neden

olan sayisal kromozom anomalileri arasinda yer alirlar.
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Yapisal kromozomal bozukluklar

Erkek infertilitesinin siddetli sekilde goriildiigii azospermi ve ciddi
oligospermili hastalarda otozomal ve seks kromozomlarinda veya her ikisinde
kromozomal yeniden diizenlenmeler goriiliir. Ozellikle Robertsonian ve resiprokal
translokasyonlar rastgele secilmis erkek yenidoganlara gore infertil erkeklerde 8.5
kat daha fazladir (Van Asche et al. 1996). Benzer sekilde, otozomal inversiyonlar da
genel populasyona gore infertil erkeklerde 8 kat daha fazladir. Tutulan
kromozomlara bakilmaksizin, Robertsonian translokasyonlari olan hastalarin ¢ogu
anormal seminal parametreler gostermektedir. Resiprokal translokasyon tasiyan
erkekler normalden azospermige kadar degisen semen Ozelliklerine sahip olabilir.
Normal bir fenotipe karsin, 46,XX karyotipli bir erkek (XX erkek sendromu)
infertildir. Bu nadir durum yaklasik 20.000 canli dogumda bir goriiliir. Daha 6nce
tanimlandig1 gibi, bu sendrom i¢in en olast agiklama, ¢cok az hastada olmasa da,
testisin Y kromozomu uzun kolunda bulunan seks belirleyici bolge yani SRY nin X
kromozomuna translokasyonudur. Bu XX erkek hastalar testis biyopsilerinde Sertoli
cell-only patolojisiyle birlikte azospermiktir (Antonelli et al. 2000). Fenotipik
Ozellikleri arasinda jinekomasti, disi killanma modeli ve kiigiik testisler bulunur. XX
erkeklerin yaklagik %10’unda (SRY-negatif) ambigius genitalia veya hipospadias
bulunmaktadir (Antonelli et al. 2000). Robertsonian ve resiprokal translokasyonlar,
otozomal inversiyon, XX erkek sendromu erkek infertilitesine neden olan yapisal

kromozom anomalileri arasinda yer alirlar.

Y kromozomu ve mikrodelesyonlari

1976 yilinda Tiepolo ve Zufardi, karyotip analiz ¢aligmalar1 sirasinda Y
kromozomun sperm iretiminde rol oynadigini belirlemislerdir. Daha sonra 6
azospermili hastada karyotip analizi ile Y kromozomunun uzun kolunda genis bir
terminal delesyon bulmuslar ve bu bdélgenin tamamen spermatogenezden sorumlu
oldugunu rapor etmislerdir. Azospermi Faktor (AZF) olarak adlandirilan bu
bolgedeki delesyonlar fenotipik bozukluk meydana getirmeden oligozoospermi ya da
azospermiye neden olmaktadir (Tiepolo & Zuffardi 1976, Ulug ve ark. 20006).
Glintimiizde Y kromozomunun uzun kolunun spermatogenez icin gerekli oldugu

bilinmektedir. Yq tlizerinde 3 adet birbiri ile Ortlismeyen lokus veya bdlge
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haritalanmistir. Bu bolgeler AZFa (proksimal), AZFb (santral), ve AZFc (distal)
olarak isimlendirilmektedir (Foresta et al. 2001). Kent-First ve arkadaslar1 AZFd
olarak isimlendirilen yeni bir delesyon bolgesi tanimlamistir (Kent- First et al.
1999). Bu calismada AZFd bolgesindeki mikrodelesyonlarin oligospermi veya
normal sperm sayilari ile birlikte anormal morfoloji goriildiigiinii bildirmiglerdir.
Dordiincii bolge olan AZFd AZFc ile iist iiste binmekte ve bu bolgenin farkli bir
bolge oldugu diisiiniilmektedir (Kent-First et al. 1999, Muslumanoglu ve ark. 2005).
Bu bolgeler olasilikla spermatogenezin degisik sathalari i¢in gerekli olan multipl
genleri saptamaktadir. AZFa lokusu i¢in aday genler USP9Y (ubiquitin spesifik
proteaz-9) ve DBY (deadbox), AZFb i¢in RBMY (RNA-binding motif) ve AZFc i¢in
DAZ (Deleted in Azospermia) genidir (Foresta et al 2001, Kent-First M et al. 1999,
Vogt et al. 1997, Lahn & Page 1997, Reijo et al. 1995). Bu bélgelerin delesyonu agir
oligospermi ile birlikte Ozellikle siddetli azospermi ile ilgilidir ve sikliklar DAZ
genini de kapsamaktadir. Obstriikrik olmayan azospermik erkeklerdeki Y
mikrodelesyon insidanst %8-18 arasinda bildirilmektedir (Foresta et al. 2001). Bu
bolgede otuzdan fazla gen ve gen ailesi tanimlanmistir (Foresta et al. 2001). Birkag
genin spermatogenezde defektle iliskisi ortaya konduysa da ¢ogu genin fonksiyonu
bilinmemektedir. Mikrodelesyonlar fertil erkeklerde de bulunmasina ragmen, infertil
erkeklerde daha sik bulunmaktadir (Pryor et al. 1997 ). Mikrodelesyonlar yaygin
olarak, DAZ genini ¢evreleyen AZFc bolgesinde bulunmaktadir. Bununla birlikte,
DAZ geni delesyonu ve spermatogenez ya da AZFc mikrodelesyonlar1 arasinda zayif
bir korelasyon vardir (Hsu et al. 2006, Pryor et al. 1997). Azospermi ayrica daha
biiyiik AZFb Y mikrodelesyonlu erkeklerde de meydana gelmektedir (Hopps et al.
2003). Genellikle, Y kromozomundaki genler hayati asamalar i¢in gerekli degildir
fakat erkek karakteristiklerini sifrelemektedir. Y mikrodelesyonlar:, farkl
derecelerde spermatogenezin bozulmasi ile iliskilidir (Foresta et al. 2000, Hsu et al.
2006, Kent-First et al. 1999, Reijo et al. 1995, Vogt et al. 1996). AZFc
mikrodelesyonlarin siklig1 fazla olan bireylerin eslerinde yinelenen diisiiklerin
oldugu bildirilmektedir (Dewan et al. 2006 ).

Y Kromozom mikrodelesyonlart spermatogenetik yetmezligin en sik
sebeplerinden biridir (Steirdeghem et al. 1996). Idiyopatik azospermide %15-20,

idiyopatik  oligospermide %7-10 oraninda rastlanmaktadir. 'Y kromozom
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mikrodelesyon insidansi ¢alisilan gruplarin heterojrnitesi, topluluklar arasindaki
varyasyon nedeniyle farkli oranlarda tespit edilmektedir.

Genotip-fenotip iligkisini kurmak tamamiyla miimkiin olmasa da bir dizi
calisma genel egilimi desteklemektedir (Girardi et al. 1997). Vogt ve arkadaslari
1996’da Y kromozom mikrodelesyonlarinin birbiriyle ¢akismayan belirli delesyon
sekilleri izledigini ve herbir bolgenin de belirli histopatolojik yapt ile uyumlu
oldugunu ileri stirdiiler (Vogt et al. 1996). AZFa’nin digerlerine gore seyrek tespit
edildigini ve tipl SCOS ile iligkili oldugunu, ancak agir oligospermi de
gosterebildigini bildirdiler. Bu bilgiyi Krausz ile Mc Elreavey ve Quereshi agir
oligospermik, AZFa delesyonu olan bir hasta bildirerek dogruladilar (Krausz &
McElreavey 1999, Quereshi et al. 1996). Krausz ve Elreavey ayrica AZFc’nin
hipospermatogenez veya tip2 SCOS ile iligkili goriildiigiinii, bu nedenle bu
delesyonun tespit edildigi hastalara TESE/ICSI yerine kriyo-TESE Onerilmesinin
uygun oldugunu ileri siirdiiler. AZFb delesyonlarinda ise (sY113-sY 143 sinirlari
aras1 tiim delesyonlar) spermatositik arrest tanimladilar (Krausz & McElreavey
1999).

Kent-First 1996°’da AZFb ve AZFb-c aras1 delesyonlara daha sik rastladigini,
AZFb’nin matiirasyon arresti, AZFb ve AZFa ve/veya AZFc delesyonlarinda SCOS
matlirasyon arresti histopatolojilerinin siklikla izlendigini bildirdi (Kent-First et al.
1996). Girardi ve arkadaslar1 1997°de ve Brande ve arkadaglar1 1998’de AZFb’nin
spermatositik arrest ile iligkili oldugunu rapor etmislerdir (Girardi et al. 1997,
Brandel et al. 1998). Pryor ve arkadaslar1 1997°de AZFb delesyonu olan bir
oligozoospermik infertil bir erkek hasta bildirmistir (Pryor et al. 1997).

Ozet olarak genotip/fenotip baglantis1 su dogrultuda kabul gérmektedir:
1. Delesyonlar azospermi veya agir oligospermide belirgin olarak
bulunmaktadir,
2. Anormal androlojik bulgusu olan hastalarda daha sik delesyon
bulunmaktadir,
3. Azospermiklerde oligospermiklerden fazla, idiyopatik infertilitede etiyolojisi
bilinenlere gore Yq delesyon frekansi daha fazladir,

4. Biiytik delesyonlar genellikle agir spermatogenetik defekt ile iliskilidir,
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5. AZFa delesyonlar1 daha seyrek (%1-5) goriilmekte ve genellikle tipl SCOS
ile iliskilidir,
6. AZFc ve AZF b+AZFc en sik rastlanan delesyonlardir.

AZFc delesyonlar1 ve parsiyel AZFb delesyonu olan hastalarin %50’sinden
TESE/ICSI ile sperm elde edilebilirken, komplet AZFb delesyonunda matiir
spermatazoa bulunma sansi neredeyse yok kabul edilmektedir. Bu nedenle Y
mikrodelesyonunun pozisyonu ve biiyiikliigii énem tasimaktadir. AZFc bolgesini
igeren veya bu bolgeye uzanan delesyonlarda (AZFb+AZFc ve AZFa+AZFb+AZFc)
testikiiler spermatozoanin total yoklugu ile iligkili bulunmustur (Silber et al. 1998).
Fertil bireylerde de Y kromozom mikrodelesyonlair arastirilmistir. Kent-First ve
arkadaslar1 yaptiklar1 bir calismada ilk grupta 200 fertil bireyde hi¢ delesyon
saptamamistir (Kent-First et al. 1996). Sonraki 700 fertil bireyde yapilan calismada
2 bireyde sY272, 3 bireyde sY207 saptanmistir (%0.7). Pryor ve arkadaslar1 200
fertil erkegin 4’tinde distal AZFb kisminda delesyon saptamistir (Pryor et al. 1997).
Kent-First ve arkadaslar1 920 fertilde yapilan calismada 8 kiside delesyon tespit
etmistir (Kent-First et al. 1999).

Y Kromozomunun Fonksiyonel Haritasi

insan Y Kromozomu Genleri ve Alt Gruplari
Rekombine olmayan bolge
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Pseudo otozomal bolgeler (PABY1, PABY?2)

Pseudootozomal (PABYI ve PABYII) bolgeler Y kromozomunun ug
kisimlarinda bulunmaktadir ve eslesme sirasinda X kromozomu ile tutunma bu
bolgelerde gergeklesmektedir . Haritalandirilmis birgok gen, Yp’nin 2.7 milyon baz
¢ifti uzunlugindaki pseudootozomal boliimiinde bulunur. PABY1 (pseudootozomal
boundry region on Y chromosome) ve PABY?2 bolgelerinin X kromozomu iizerinde
ayni sirada homologlart mevcuttur. Y kromozomu iizerinde sadece bu iki bolge
mayotik boliinmeye katilir. Mayotik boliinmeye katilmayan bolge Y kromozomunun
%95’ini olusturur. Bu bolgeler erkege spesifik 6zellikleri belirleyen bolge (MSY)
ismini alir. Bu bolgeler ti¢ farkli 6kromatik (X transposed, X degeneratif ve
amflikonik sekanslar) ve heterokromatik bolgeden olusur. Pseudootozomal bolgeler
toplam 156 transkripsiyon iiniti ve 78 proteini kodlayan bir bdlgedir. Gilinlimiize
kadar bu bolgelerle ilgili 27 ayr1 protein tanimlanmistir (Sun et al. 1999, Prasanth &
Ali 2003).

Cinsiyet belirleyici bolge Y (SRY)

Bu gen testis belirlenmesinde gorev almaktadir (Kent-First et al. 1999, Reijo
et al. 1995, Vogt et al. 1996). Testis gelisimini belirleyen faktor ya da faktorlerin
arastirilmasi sirasinda birgok gen incelenmistir. Bunlar arasinda H-Y antijeni ve ZFY
geni de vardir. Ancak bugiin i¢in bu faktorlerin testis belirlenmesinde rolleri
olmadig1 kabul edilmistir. Bipotansiyel gonadin testis yoniine farklilagsmasi igin
gerekli gen, “Y kromozomunun cinsiyeti belirleyen bolgesindeki SRY genidir (Vogt
et al. 1996, Tiepolo et al. 1976). Bu gen farklilasma i¢in gerekli olmakla beraber
yeterli degildir.

Yp 11.3 bandinda tanimlanan ve intronsuz olan SRY’nin tek ekzonunun
olusturdugu 1.1 kb boyutundaki transkriplerin irettigi proteinler, 204 aminoasit
uzunlugundadir. HMG-BOX (High mobility group) homolog dizi igerir. HMG—
BOX ileri diizeyde korunan 79 aminoasitlik DNA baglayict bir motiftir. DNA’nin
kivrilmasina yardimci olarak, hedef genin aktivasyonu veya baskilanmasini ve
gendeki transkripsiyonun hizlanmasi veya yavaslamasini saglar. 46, XY kadinlarda
yapilan ¢aligmalarda X kromozomunun kisa kolu tizerinde (xp21.2 — p22.11) SRVX

(X — linked sex reversed locus: cinsiyet doniistiiriicli gen) adl1 bir gen haritalanmistir.
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Ogata ve Matsuo SRY geni ile SRVX ve testis olusturan otozomal genlerin iligkisi
hakkinda bir hipotez 6ne stirmiislerdir. Buna gére SRY, SRVX’i baskilamak iizere
islev gormekte, SRVX ise otozomal genlerin baskilanmasinda rol oynamaktadir. 46
XY disilere seks reserved disiler denir ve bu disilerde yetersiz SRY veya SRY
yoklugu bulunmaktadir (Berta et al. 1990). XY seks reserved disilerde SRVX
duplikasyonundan bahsedilmektedir (Pao et al. 1993).

Normal 46, XY erkekler ve bir kisim 47, XXY Klinefelter erkeklerde SRY
geni, SRVX’in aktif tek kopyasini baskilayabilir. Boylece serbest kalan otozomal
lokus testis formasyonunu gerceklestirebilir. 46, XX disilerde SRVX aktiftir ve
otozomal genleri baskilayarak, bipotansiyel gonadin over yoniinde farklilasmasini
saglar. Eger SRVX iki kopya halinde ise ve aktif durumdaysa SRY geni SRVX’in
fonksiyonlarini yeterince azaltmayacak ve testis olusumu engellenecektir. Bu model
gonadal farklilagmada X ve Y kromozomlari ile otozomal genlerin birlikte ¢alistigini

aciklamaktadir.

DAZ geni (deleted in azospermia)

DAZ geni 1995’te Y kromozomu lizerinde tanimland1 (Reijo et al. 1995). Bu
gen normal spermatogenezin tamamlanmasi i¢in gerekli bir gendir. Bu geni igeren
bolge azospermik ve oligospermiklerde delesyona ugramis olarak bulunabilmektedir.
Bu gen gruplar1 Y kromozomunun 6. bolgesindeki AZFc’nin distalinde yer alirlar ve
ardisik tekrarlanan 24 aminoasitlik 7-11 kopyadan olusan bir proteini kodlarlar. DAZ
geni 10 exon igerir ve spermatozoada ifade edilir. DAZ geni en erken germ
hiicrelerinin spermatogonial ¢izgi boyunca farklilasmasina yardim eder ya da onlarin
farklilanip farklilanmayacagini ya da yenilenip yenilenmeyeceklerini belirler. DAZ
genlerinin  Ozellikle spermatogonia ve spermatositlerde transkribe oldugu
gosterilmistir. DAZ geninin tiim kopyalart AZFc bélgesinde bulundugundan, bu
bolgenin delesyonu tiim kopyalarinin kaybina neden olabilmektedir. Y kromozomu
tizerinde daginik olarak bulunan ve ¢ok sayida fonksiyonel kopyasi olan genlerin bir
veya bir kagmin delesyonu fenotipte ortaya cikmayabilir. DAZ geninin tiim
kopyalarinin kaybi, agir klinik belirtilerle ortaya ¢ikabilir.

Farenin Y kromozomu iizerindeki AZF bolgesinde DAZ veya DAZ benzeri

bir gene rastlanmamistir. 17. kromozomun uzun kolu {izerinde DAZ’a benzer DAZL
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genine rastlanmistir. Fakat bu DAZL geni DAZ’1n aksine bir tek DAZ kopyasindan
olusmaktadir. insanda DAZL’a benzer bir gen dizisi 3. otozomal kromozomun kisa
kolunun 3p24 bolgesinde bulunmus ve DAZLA (DAZ like Autozomal) olarak
adlandirilmistir. Yapi olarak tek DAZ kopyasindan olusur. DAZL ve DAZLA, RNA
binding motif iceren bir proteini kodlamaktadir. DAZLA’nin otozomal resesif erkek
infertilitesinin bazi ailesel olgularindan sorumlu oldugu disiiniilmektedir. DAZ
geninin testise spesifik ekspresyon gosterdigi, insanda DAZ proteininin sperm
kuyrugunda toplandigi ve immatiir germ hiicre populasyonunda da bdyle bir

proteinin bulundugu gosterilmistir (Kadioglu ve ark. 2004).

Y kromozom sitolojik bandlari
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Sekil 8. Y Kromozomunun yiiksek rezoliisyon bandlanmasi ve haritalanmasi.

RBM (RNA baglayic1 motif) gen ailesi

Y kromozomunun uzun ve kisa kolu iizerinde yayilmis olarak bulunan 20- 40
kopyadan olusmus bir gen ailesi olan RBM, 32 aminoasitlik bir proteini kodlar.
RBM 1 ve RBM 2 olmak iizere 2 gen ailesinden olusur. RBM 1 gen ailesi Yq
11.23’te kiimelenir ve 15 kopyadan olusur. AZFb bdlgesinde RBM gen ailesinin en
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azindan bir fonksiyonel kopyasinin bulundugu gosterilmistir. AZFb delesyonlu
erkeklerde RBM 1 gen kaybinin kesin olarak infertiliteye neden olup olmadig: heniiz
bilinmemektedir. Japon infertil erkekler iizerinde yapilan molekiiler analizler
sonrasinda RBM2 geninin polimorfik oldugu gosterilmis ve bu genin infertil
erkeklerin babalarinda da delesyona ugramis oldugu saptanmistir. Bu durum
oguldaki infertilitenin RBM2 gen delesyonuna bagli olmadigin1 gostermistir (Arn et
al. 1994). Ozetlenecek olursa Y kromozomunun diger bolgeleri korunmus olmakla
birlikte DAZ bolgesinin korunmadigi ve bu bolgede delesyonlara sik¢a rastlandigi
dikkat c¢ekmektedir. RBM 2 geninin infertil erkeklerde delesyona ugradigi
gosterilmekle birlikte babalarinda da ayni delesyona rastlanmasi bunun infertiliteye
yol acan bir mutasyondan ¢ok fenotipe yansimayan bir polimorfizm oldugunu
diisiindiirmektedir (Kadioglu ve ark. 2004).

Bazi infertil erkeklerde RBM 1 geni delesyonu gosterilmis olsa da DAZ
bolgesinin bu tiir hastalarda daha biiyiik siklikla delesyona ugradiginin gosterilmesi
ve ayni zamanda saglikli fertil erkeklerde de RBM 1 geni delesyonuna rastlanmig
olmasi, AZF’ye en gii¢lii aday genin AZFc bolgesindeki DAZ geni oldugunu ortaya
koymaktadir.

Y kromozomunda mikrodelesyon saptanan hastalarin ejakiilatlarinda veya
testislerinde birka¢ sperm bulunabilir, bu spermler bu hastalarin TESE-ICSI ig¢in
aday olmalarina neden olabilir. Bu spermlerle elde edilen gebeliklerde Y

mikrodelesyon tasiyicilig1 bulunmasi ve sonraki jenerasyona aktarimi miimkiindiir.

Hipotalamik hipofizer gonadal aks bozukluklar

Hipotalamo-hipofizer gonadal aksta erkek fertilitesini etkileyen genetik
diizenleyici faktorler bulunmakta ve bunlarin anormallikleri infertiliteye neden
olabilmektedir (Lahn & Page 1997). Bu nadir bozukluklar seksiiel gelisimi,
fonksiyonu etkileyen veya genetik regulatuar elemanlara ait mutasyon, delesyon
veya polimorfik genislemeler ile ortaya g¢ikmaktadir. Genel olarak mutasyonlar
hormon veya biiylime faktorlerinin, veya reseptdr ve bununla ilgili sinyal iletim
yollarinin biyosentezini etkilemektedir (Lahn & Page 1997).
Hipogonadotropik hipogonadizm, Kallmann sendromu, Prader-willi sendromu bu

grupta yer alan ve erkek infertilitesine neden olan sendromlardir.
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Gonadotropinler

LH ve FSH reseptorlerinin biitiinliigli hipotalamo-hipofizer-gonadal aks
fonksiyonu i¢in onemlidir. FSH spermatogenez icin gerekli bir hormon olarak kabul
edilmektedir. Etkisini sertoli hiicreleri iizerine G protein reseptor ailesinden bir FSH
reseptOrii aracilifiyla yapmaktadir (Minegishi et al 1991). FSH-RS aktivasyonu

erkekte spermatogenezi, kadinda folikiilogenezi aktive etmektedir.

Steroid hormon ve reseptor bozukluklari

Steroid hormon ve reseptor kusurlart nedeniyle olusan infertiliteler ya steroid
biyosentezi ve metabolizmasindaki diizensizliklere ya da androjenlere karst ug
organlarda gelisen dirence baglidur. Kortikosteroid ve androjenik steroid sentezindeki
bozukluklarda konjenital adrenal hiperplazi gibi sendromlar gelismektedir. Ayrica
testosteronun dihidrotestosterona doniismesinde rol oynayan Sa rediiktaz enziminin
eksikliginde gelismemis, anormal dis genital organ ve sperm iletim sorunlar1 ortaya
¢ikmaktadu (Griffin & Wilson 1992). Androjen insensitivite sendromlar1 ve dstrojen
insensitivite sendromlari erkek infertilitesine neden olan baslica steroid hormon ve

reseptor bozukluklaridir.

Ekstraseliiler duktal ve ejakiilator sistem anomalileri
Bu bozukluklar i¢inde, konjenital bilateral vaz deferens agenezisi, persistan
Miillerian kanal sendromu, Young sendromu, myelodisplazi ve Prune-Belly

sendromu bulunmaktadu (Kadioglu ve ark. 2004).

Mesane ekstrofisi ve epispadias

Erektil islev bozuklugu ve ejakiilasyon bozukluklari nedeniyle infertilite
olusmaktadir (Woodhouse 1994). Alt abdominal duvarin gelisim esnasinda kapanma
bozukluklarina bagli olusmaktadir. Yaklasik olarak 1/20000-30000 canli dogumda

goriiliir.
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Sperm iiretim ve fonksiyon bozukluklar
Myotonik distrofi, Noonan sendromu, primer silier diskinezi, orak hiicreli
anemi ve [ talasemi, sperm iiretim ve fonksiyonlarint bozarak infertiliteye neden

olabilmektedir (Fourie et al. 1991).

Infertiliteye neden olan sistemik hastaliklar
Bobrek yetmezligi, karaciger sirozu, defektif androjen aktivitesi, orak hiicreli anemi

infertiliteye neden olan sistemik hastalarin basinda gelir.

Testikiiler infertilite nedenleri
Kriptorsidizm

Yetiskin erkeklerde sik goriilen, inmemis testislerin 2 yasindan sonra deforme
oldugu bir gelisme defektidir. Tek tarafli inmemis testisli erkekler hari¢, inmemis
testisin fertilite potansiyeli ¢ok diistiktiir. Clinkii ¢ift tarafli kriptorsidizm olgularinda

semen kalitesi bozuk olmaktadir.

Varikosel

Varikosel, infertil erkeklerde en sik goriilen nedensel bulgudur. Spermatik
venlerde kapakgiklarin olmamasi veya yetersiz olmasi yiiziinden kanin refliisii
infertiliteye yol agmaktadir. Varikosel siklig1, yetiskin erkek populasyonunda % 10 -
15, infertilite nedeniyle degerlendirilen bireylerde % 21 - 41 arasinda olmaktadir.
Varikoselli erkeklerin yaklasik yarisinda semen kalitesi bozulmus olmasina ragmen,

bircok varikoselli erkek fertil olmaktadir.

Posttestikiiler infertilite nedenleri

Genital kanal obstriiksiyonlari; enfeksiyon, immiinolojik nedenler, cinsel
fonksiyon bozukluklari, penisin koite engel olan veya vajen igine ejakulatin
birakilmasin1  Onleyen anatomik deformasyonlaridir (Hipospadias, retrograd
ejekulasyon, penil egrilikler vb.) (Anafarta ve ark. 1998, Gilirkan 1999 ). Son
zamanlarda erkek infertilitesi icin kromozomal anormallikler, Ykromozom
mikrodelesyonlari, translokasyon, kistik fibroz transmembran konduktans regiilator

mutasyonlar1 ve diger genetik faktorlerin, risk faktorleri olarak belirlendigi rapor
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edilmistir (Dohle et al. 2002, Foresta et al. 2001, Anguiano et al. 1992, Lee et al.
2003). Ayrica DNA metilasyonunun da spermatogenez siirecinde Onemli rol
oynadig1, metilasyon bloke edildiginde testislerde kondense spermatid olusumuna ve

spermatozoa sayisini azaltarak, teratozoospermi ve astenozoospermi’ ye neden

oldugu bildirilmistir (Benchaib et al. 2003, Raman & Narayan 1995).

4.4.1.3. Idiyopatik infertilite

Infertil erkeklerin yaristm1  nedeni bilinmeyen idiyopatik infertilite
olusturmaktadir. Erkek tireme fizyolojisi hakkinda bilgiler arttikca tam olarak
acikliga kavusturulabilecektir (Anafarta ve ark. 1998, Giirkan K. 1999).

4.4.1.4. Erkek infertilitesinin genetik nedenlerinin arastirilmasi icin model
olarak kullanmilan organizmalar

Mendel genetigi ve erkek subfertilitesi

Insan Y kromozomu iizerinedeki mutasyonlar tanimi geregi bir sonraki nesile
gecirilemez, c¢iinkii bunlar spermatozoanin islevini yerine getirememesine neden
olmaktadir. Bununla beraber, Y kromozomal mutasyonlarin disi sayesinde
aktariminin olanaksiz olmast bu mutasyonlarin de novo olusumunu ortaya
cikarmaktadir. Oysa erkek infertilitesine ait otozomal dominant mutasyonlar, eger
disi lireme sisteminde bir patoloji yoksa sonraki nesile transfer edilebilir. X
kromozomu ile erkek sterilitesine ait mutasyonlar heterozigot disi tasiyicilar
tarafindan tasiabildigi gibi otozomal resesif mutasyonlar, heterozigot erkek ve
disiler tarafindan da aktarilabilir. Bu nedenle Y kromozomuna ait erkek steril
mutasyonlart hari¢ olmak lizere, erkek fertilitesini azaltan tiim mutasyonlar insan
popiilasyonlarinin genetik yiikiine katkida bulunmaktadir. Ancak kalitsal yolla
gecebilir  nitelikte olan erkek steril mutasyonlarinin arastirilmasi ve ortaya
konulmas1 biiyiik olciide ailelerdeki subfertil erkek kardeslerin tanimlanmasina
baghdir. Bu nedenle erkek infertilitesinin arastirilmasma yonelik sistematik bir
yaklasim olarak meyve sinegi ve fare gibi mutasyon indiiksiyonuna ve genom

gorilintiillemesine olanak veren model organizmalara dayanmak zorundadir.
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Spermatogenez: hiicresel farklilagsma

Spermatogenezin genetik oalrak incelenmesinde model organizmalarin
kullanilmas ile bu sistemin olaganiistii korunma altinda oldugu ortaya konmustur.
Okaryotlarin ¢ogu flagellali veya siliali hiicre olusturmaktadir. Birkag¢ istisnasi
olmakla birlikte tim erkek hayvanlar yliksek dereede Gzellesmis, flagellasi olan
mobil sperm hiicreleri iretirler (Baccetti & Afzelius 1976). Erkek germ hiicre
gelisimi, embriyogenezin baslangicinda, germ hiicre dizisinin somatik hiicre
soyundan ayrildiginda baslar. Primordiyal germ hiicreleri ekstragonadal bir
lokasyonda ortaya ¢ikarlar ve daha sonra biiyiimekte olan gonadlara gegerler (Denis
& Lacroix 1993, Kierszenbaum 1994, Foe et al. 1993). Hem sineklerde, hem de
memelilerde erkek germ dizisi spermatogonia iireten kok hiicreleri barindirir.

Spermatogonia sinirli sayida mitotik boliinme ile diploid yapidaki primer
spermatositlerin ortaya c¢ikmasini saglar. Biitiin primer spermatositler de 4 adet
haploid yapida yuvarlak spermatid olusumunu saglayan iki mayotik boliinme
yaparlar. Post-mayotik sperm hiicre gelismesi ise spermatidlerin morfolojisinde ve
yapisal organizasyonunda 6nemli 6lgiide ortaya c¢ikan degisimler dizisi seklindedir.
Sperm ¢ekirdegi yogunlasir ve sekil degistirir, haploid DNA siki bir sekilde
paketlenir, golgi aygitindan akrozomik bir sistem gelisir mitokondria “mitokondriyal
tirevleri” denilen yapilari olusturmak i¢in yeniden diizenlenir, aksonem ve diger
kuyruk yapilart birlesir ve sitoplazmanin ¢ogu matiir sperm hiicresinden ayrilir.
Aksonemin 9+2 mikrotiibiil yapisim1  koruyarak olusmasi spermatogenezin
korunmasina ait bilgilerin olugsmasinda 6nemli yer tutar. Bu nedenle spermatazoa
bliytlikliik ve sekil agisindan canli tiirleri arasinda farkliliklar gosterse de, temelde
benzer 6zelliktedir (Guraya 1987, Hackstein 1991).

Drosophila ve memelilerde spermatogenezde mevcut olan benzerlikler sadece
germ glicrelerinin seliiler ve sub-seliiler olarak diferansiasyonu ile siirli degildir.
Post-mayotik olarak spermatidler genetik olarak farklilik gostermektedir. Mayoz
sadece cinsiyet kromozomlarimin dagitilmas: degil, ayn1 zamanda otozomlarin da
ayrismasina, ve bu farkli allellerin farkli spermatidler arasinda dagitilmasini saglar.
Primer spermatosit safhasindaki yliksek oranli transkripsiyon ve translasyon
seviyesinde regiile edilen ekspresyon hem memelilerde hem de drosophilada mayotik

bir boliinme ile olusan tiim yapilarin post-mayotik normal gelisim gdstermesini
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saglar (Erickson 1995). Buna ek olarak, hem memelilerde hem de drosophilada
spermatidler interseliiler kopriiler ile birbirlerine baglanarak sinsityum olustururlar
(Guraya 1987, Braun et al. 1989). Memelilerde bu kopriller mRNA gibi sadece
mayoz sonrasi ortaya c¢ikan sitoplazmik igerigin post-mayotik paylasilmasini saglar
(Braun et al. 1989, Caldwell & Handel 1991). Drosophilada ise bu sistem, post-
mayotik 4 no’lu kromozomun (genomun yaklasik %2’sini temsil eder) fonksiyonel
sperm i¢inde kalmasini saglayarak spermatidlerin diferansiasyonuna olanak verir
(Lindsley & Grell 1969). Erkeklerde ve drosophilada spermatogenez i¢in ortak olan
bir bagka fenomen ise hiicre dongiisii ile diizenlenen histonlarin daha temel
varyantlart ve protaminler gibi daha temel non-histon proteinler ile yer
degistirmesidir.  Hiicre dongiisii ile regilile edilmeyen testis spesifik histon
isoformlar1 kodlayan genler hem sican hem drosophila testisinde yiiksek oranda
trasnskribe olur (Kremer & Hennig 1986, Poccia 1986, Meistrich et al. 1985,
Akhmanova et al. 1995, Akhmanova et al. 1996, Akhmanova et al. 1997).
Spermatozoon sadece paternal genomu yumurtaya tasiyan bir tasiyici degildir.
Drosophila ve kemirgen hayvanlar hari¢ olmak iizere memelilerde sperm hiicresi
oositin fertilizasyon siiresi boyunca mikrotiiblil yapilan ¢ekirdegini olusturan
sentrozomu saglar (Foe et al. 1993, Simerly et al. 1995).

Spermatogenez yiiksek diizeyde korunan bir seliller ve sub-seliiler
diferansiasyon siirecidir. Bu nedenle meyve sineginde spermatogenez i¢in gerekli
olan bir ¢ok gen ve bunlarin iiriinleri memelilerde de korunmustur. Memelilerin
spermlerinin dis yogun fiberlerinde kuyruga spesifik sistin-glisin-prolin’den zengin
protein bulunmaktadir (Burfeind & Hoyer-Fender 1991). Bu fiberlerin sagladig:
gerilme giliciiniin sperm hiicrelerini ejekiilasyon sirasinda zarar gérmekten korudugu
diistiniilmektedir (Baltz et al. 1990). Drosophilada sperm kuyruguna spesifik bu
proteinler Mst(3)CGP gen ailesi tarafindan kodlanmaktadir (Schafer et al. 1995,
Schafer et al. 1993). Sican ve drosophila homologlar1 karboksi-terminal i¢indeki
yapinin %42’si benzerdir, proteinin tamamu i¢in ortak amino asit orani ise %?22’dir

(Schafer et al. 1993).
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Meyve sineklerinde ve insanlarda erkek sperm hiicresi farkhlasmasinin
karsilagtirmali genetigi

Drosophiladaki spermatogeneze ait ayrintili genetik degerlendirme ¢ok fazla
sayida genin erkek steril allellerine doniisebilecegini ortaya koymustur. Bu rakama
iligkin olarak yapilan tahminler 600-2400 arasinda degismektedir. Genlerin ¢ogu
otozomal resesif allellerle temsil edilir. Bunlarin yaklasik %901 disi fertilitesini
etkilemez. Erkek steril mutasyonlarinin 1sik mikroskobu altinda ve molekiiler ve
genetik yontemlerle analiz edilmesi bu genlerin ¢ogunun erkek germ hiicrelerinde
gerekli oldugunu ve birgok genini pleotropik oldugunu gostermistir. Tanimlanan
mutasyonlar spermatogenezin gelisimsel arrestinin mayoza giriste ortaya ¢iktigini

gostermektedir.

Insandaki fertilite genleri

Insasnda spermatozoa olusturmak icin gerekli olan gen sayis1 drosophilada
spermatazoa olusturmak icin gerek gen sayisindan daha diisiik degildir. Ote yandan
insan spermatozoasi drosophila ile karsilastirildiginda daha az karmagsik degildir
(Linsley 1980, Fawcett 1975). insandaki gonial ve mayotik boliinmenin kontrolii igin
gerekli olan genler drosophiladaki kontrol icin gerekli olandan daha az sayida
degildir. Bunun sebebi hiicre siklus kontrolliiniin evrim boyunca yiiksek derecede
korunmasidir (Page & Orr-Weaver 1997). Ornegin D.Melanogaster ve insanlarda
mayoz i¢in gerekli oldugu bilinen genler twine/cdc25 fosfataz, cdc2 hiicre siklus
kinazi, pelota ve boule genleridir (Alpley et al. 1992, Courtot et al. 1992, White-
Cooper et al. 1993, Sigrist et al. 1995, Eberhart et al. Wasserman 1995, Eberhart et
al. 1996). Bu gnelere ait utasyon tasiyan erkek sineklerde mayotik boliinmeler
gerceklesmez, ancak bu mutant erkekler sinirli bir Slgliye kadar elongasyon ve
diferansiasyon gosteren 4n niikleusu olan anormal spermatidler olusturabilmektedir.
19 boule geninin iiriini RNA-baglayict proteinin hnRNPG ailesinin iiyesidir ve
faredeki 17 kromozom {izerindeki dazla geni ile ve insan Y kromozomu izerinde
AZF bolgesinin aday gen ailesi olan DAZ geni ile 6nemli dl¢lide amino asit
benzerligi bulunmaktadir (Cooke & Elliott 1997). Azospermik erkek hastalarin %13-
16’sinda bu bolgede delesyonlar bulunmaktadir (Reijo et al 1995, Najmabadi et al.

1996). Birinci mayotik safhada olusan matiirasyon duraklamasi azospermik
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erkeklerin %10’undan daha fazlasinda mevcuttur. Bu nedenle erkek sineklerde
mayoza girisi kontrol eden genler insanlarda korunmus olabilir.

Insanda sterilite fenotip spektrumu sineklerdekine ¢ok benzemektedir. Ayrica
drosophiladaki spermatogenez tanimi insanlar i¢in de gecerli olabilmektedir
(Hackstein 1991, Hackstein et al. 1990). Ornegin Florke-Gerlof ve arkadaslari
akrozomsuz ama normal motilitesi bulunan yuvarlak basli spermatozoasi olan iki
infertil kardes tanimlamistir (Florke-Gerloff et al. 1984). Buna ek olarak bassiz
spermi olan ve yine yiiksek derecede motil kuyrugu bulunun bazi steril erkek
tanimlar1 da mevcuttur (Zamboni 1987). Bu yapida sperm hiicreleri drosophilada da
sperm flagellast sperm niikleusu bulunmadan olusabilmektedir. Goriildiigii gibi
sineklerde ve insanlarda spermatogenezin genetik kontroliinde ©nemli Olgiide
benzerlikler bulunmaktadir. Bu bilgileri g6z 6niinde bulundurarak, meyve sinegi i¢in
yapilan minimum tahminden insan erkek fertilite genlerinin sayisi i¢in bir tahmine
ulagilabilecegi diisiiniilebilir. Ekstrapolasyon yontemi kullanilarak, insan genomunun
erkek steril allellere doniismek i¢in en az 600-2400 arasinda genin mutasyona
ugramas1 gerektigi hesaplanabilmektedir. Bu rakamin gercegin altinda bir tahmin
olmas1 yiiksek bir ihtimaldir, ¢iinkii insanlarda drosophiladakinin yaklasik 5-6 kati
fazla gen bulunmaktadir. Cesitli genom sekans projelerinden elde edilen sonuglar
Okaryotik model organizmalar arasindaki farklarin nadiren “yeni” genlerin varligini
gosterdigini ortaya koymustur. Daha biiyilk genomlarin daha yiiksek genetik
karmagikliga sahip olmasimin gen duplikasyonlarindan kaynaklandigi ve bununda
bazi islevsel c¢esitlilige olanak sagladig diisiiniilmektedir (Cooke 1997, Mewes et al.
1997). Bu evrimsel strateji memeliler gibi yiiksek diizeyli canlilarda morfogenez ve
organogenezi kontrol eden homeotik genlerin varlifi i¢in bir kamit olarak
diisiiniilebilir (Carrol 1995).

Memelilerdeki spermatogenez drosophilada oldugundan ¢ok daha karmasik
olmas1 nedeniyle steril allellere doniisen gen sayisinin insanlarda daha fazla oldugu
diisiiniilebilir. Oncelikle insan testisi drosophila testisinden ¢ok daha karmasiktir.
Memelilerin testisinde sertoli hiicreleri, leydig hiicreleri, miyoid hiicreler,
fibroblastlar ve kan damari1 hiicre tipleri gibi ¢ok sayida somatik hiicre ¢esidi
bulunur (Guraya 1987, Grisswold 1995). Buna ek olarak germ hiicrelerine besin ve

endokrin faktorleri ileten, germ hiicreleri ile sertoli hiicreleri arasinda fonksiyonel
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interaksiyonlar bulunmaktadir (Kierszenbaum 1994, Grisswold 1995). Erkek
farelerde RXR-retinoid reseptor geni gibi steriliteye neden olan bazi gen eksiklikleri
sertoli hiicrelerinde goriilmektedir (Elliott & Cooke 1997, Sassone-Corsi 1997).
Drosophila testisindeki tiim somatik hiicreler kist hiicre dizisine aittir. Bu nedenle
sertoli hiicreleri ile karsilastirilabilir hiicreler bulunmamaktadir (Lindsley & Grell
1969, Goénczy et al. 1992). Ozellikle somatik kist hiicrelerinde eksprese olan
genlerdeki steril mutasyonlar heniiz drosophilada tanimlanmamustir. Ote yandan
drosophila ve insanlardaki mayotik olaylar arasinda da bazi temel farkliliklar
bulunmaktadir. Drosophila erkeklerinde rekombinasyon olmamaktadir (McKee &
Handel 1993). Mayotik profaz sirasinda pasif bir hale gelmeyen X ve Y
kromozomlarmin ¢iftlestirilmesi her iki kromozom fiizerinde yer alan ribozomlar
icindeki 240 baz c¢iftinin intergenik spacer tekrari ile gergeklesir. Otozomlarin
eslesmesi Okromatin boyunca dagilmis, ancak halen tam olarak taninmlanamamis
olan ciftlesme alanlart ile saglanmaktadir (McKee 1996). Memelilerde en az 8
protein iceren sinaptonemal kompleksler mayoz esnasinda olusmaktadir (Heyting
1996). Memeli mayozu ¢esitli proteinler iceren rekombinasyon nodiilleri
icermektedir (Plug et al. 1998). Ornegin mlh1 geni tarafindan kodlanan bir protein,
mismatch onartm geni olan E.Coli mutlDNA genine o©nemli bir benzelik
gostermektedir. Bu gende ve diger konservasyon genlerinde olusan mutasyon erkek
farelerde kromozom eslesmesine, kiasma formasyonunu etkilemekte ve mayotik
arreste neden olabilmektedir (Sassone-Corsi 1997). Bu tiir genlerin de drosophilada
karsilig1 olmayabilir.

Memelilerde maternal ve paternal kalitim ile gecen metilasyon sekilleri
primordiyal ~germ hiicrelerinde  kullanilmamak iizere silinir, ve seks
diferansiasyonuna ait spesifik sitozin metilasyon paternleri oogenez ve
spermatogenez esnasinda yeniden yazilir (Chaillet et al. 1991, Ariel et al. 1994).
Oysa drosophilanin DNA’sinda sitozinlerin metilasyonunua iliskin bir bulgu
bulunmamkta ve belirli genlerin metilasyon paterninde paternal farklilagmanin
getirdigi imprint igleminin spermatogenez sirasinda olustugu yoniinde bir bulgu da
bulunmamaktadir. Bu nedenle memelilerde bulunan seks spesifik kalitilan alleller
icin gereken genler drosophilada eksik olabilir. Sonu¢ olarak, insan genomunun

allellerinin sterilte yoniinde mutasyona ugrayan binlerce gen icermesi olasilig
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oldukca yiiksektir. ~ Sineklerde oldugu gibi, bu genlerin ¢ogunlugunu X
kromozomu ve otozomlar iizerindeki umtant alleller tarafindan presente
edilmektedir. Spermatogenez i¢in gerekli olan sadece birka¢ gen Y kromozomu
tizerinde yer almaktadir. Yaklasik 10 tane kadar ve tiimii testise spesifik gen ailesi,
insan Y kromozomu iizerinde rekombine olmayan Skromatik parca iizerinde yer
almaktadir (Affara et al. 1996, Lanh & Page 1997). Oligozoospermik ve azospermik
hastalarin %18’inde Y kromozomunun uzun kolu iizerinde kiiciik delesyonlar
saptandig1 i¢cin bu genlerin 6neminin biiyiik oldugu bilinmektedir (Reijo et al. 1995,

Vogt et al. 1996, Pryor et al. 1997, Najmabadi et al. 1996).

Spermatogeneze katilan genler

Insanda kalitsal bozukluklar1 derleyen OMIM veritabanindaki kayitlarin
yaridan fazlasi erkek subfertilitesi ile ilgilidir. Neden bu kadar ¢cok genin testis i¢cinde
tanimlandigr ve neden bu kadar ¢ok mutantin diger hiicre tiplerinde 6liime neden
olmadig1 halde erkek germ hiicrelerinin islevini yitirmesine neden oldugu
bilinmemektedir. Bu soruya iliskin olarak yapilan spekiilatif bir aciklama
transkripsiyon ve DNA onarimi arasindaki baglantiya dayanmaktadir.
Kemirgenlerin erkek germ hiicrelerinde yiiksek RNA polimeraz II ve TATA-
baglayici proteinin akiimiilasyonu ile gosterildigi gibi testis i¢inde yiiksek seviyede
premayotik transkripsiyonel aktivite mevcuttur (Buratowski 1993). RNA pol II
kompleksi DNA hasar icin trasnkribe edilmis bolgeleri taramaktadir (Buratowski
1993). Transkripsiyon ve DNA onarimi arasindaki baglantinin varligia ait destek
noktast TFII H insan transkripsiyon inisiasyon faktoriiniin 89kDa’luk alt biriminin
ERCC3 geni ile kodlanan bir DNA helikazi oldugu yoniindeki bulgulardan
gelmektedir (Schafer et al. 1993). ERCC3 geni bir DNA eksizyon onarimi bozuklugu
olan kseroderma pigmentosum hastalarinda mutasyona ugrar. ERCC3 geni amino
asit benzerligi yoniinden drosophila haywire genlerinin insan homologudur (Moinkes
et al. 1992). Haywire erkek steril allelleri spermatogenez sirasinda mayozu etkiler ve
olasilikla P2-tiibiilin geni gibi spermatogenez sirasinda ortaya ¢ikan genlerin
transkripsiyonuyla etkilesir (Regan & Fuller 1990). Eger transkripsiyon tek basina
onarim amacli degil ise, erkek germ hiicre gelisimi sirasinda meydana gelen

transkripsiyonun biiyiilk bir kismi genom boyunca DNA onarim etkinligini de
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gerceklestirir. Bu iki ozellik D.Melanogaster’in RB97D geninin ve insan Y

kromozomu tizerinde yer alan RBM ve DAZ genlerinin iiriinleri gibi RNA baglayici

proteinleri gerektirir (Cooke & Elliott 1997, Karsch-Misrachi & Haynes 1993). Bu

iriinler sadece erkek germ hiicrelerinde eksprese edilir. RB97D genine ait

mutasyonlar erkek sineklerde steriliteye neden olurken, azospermik erkeklerin

yaklasik %13-16’sinda DAZ ve RBM delesyonu mevcuttur (Reijo et al. 1995, Pryor

et al. 1997, Najmabadi et al. 1996). Buna ek olarak, spontan mutasyon oraninin erkek

germ hiicrelerinde kadin germ hgcrelerine gére daha yliksek olma olasiligir vardi.

Bunun nedeni erkek germ hiicrelerinin spermatozoa haline gelebilmek i¢in yiliksek

sayida boliinme gagirmek zorunda olmasi olabilir (Vogel &Motulsky 1997).

4.5.

45.1.
l.
2.

Infertil Erkegin Degerlendirilmesi

infertilite degerlendirmesinde erkekte yapilan arastirmalarin amaci
Potansiyel olarak diizeltilebilecek nedenlerin ortaya ¢ikarilmasi,

Tedavi ile diizeltilemeyecek ve iiremeye yardimc1 tedavi yontemleri

(UYTY) nin kullanilmasini gerektirecek bir durumun varliginin belirlenmesi,

. UYTY’den de fayda gormeyerek dondr inseminasyonu ya da evlat edinmenin

disinda bir ¢6ziim kalmadiginin saptanmast,

UYTY kullanilacaksa, ¢ocugun saghgina etki edebilecek genetik faktdrlerin
saptanmast (Jarow et al. 2002). Eger diizeltilebilir bir durum saptanir ve
tedavi edilirse fertilizasyon miimkiin olabilir ve dogal yolla gebelik
saglanabilir. Fakat tedavi edilemeyecek bir durumun varlig kanitlanabilirse,
etkinligi olmadig1 gibi olas1 yan etkilerin de bulunabilecegi gereksiz tedavi
yontemlerinin verecegi stresten ciftler korunmus olur. Eger infertilite nedeni
genetik ise, ¢ocukta ortaya ¢ikabilecek olast anomaliler konusunda c¢iftlerin
bilgilendirilmesi saglanabilir.

Infertilite ile birlikte goriilen ve tedaviyi gerektiren hayati tehdit eden
durumlarin belirlenmesi: infertilite erkekte testis kanseri ya da hipofiz tiimorii
gibi altta yatan ve hayati tehdit eden bir hastaligin tek gostergesi olarak
ortaya c¢ikmis ta olabilir (Jarov 1994). Bunlarin atlanmasi o6lim ile
neticelenebilecek ya da dogabilecek c¢ocukta problem g¢ikarabilecek c¢ok

onemli sonuglar dogurabilir.
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4.5.2. Temel degerlendirme

Erkek faktorlii infertilitenin arastirilmasina genel iireme hikayesi alinarak ve

pes pese iki semen analizi yapilarak baslanilir. ki semen analizi arasinda en az bir ay

siire bulunmalidir. Ureme hikayesinde

Tablo 3. Infertil Erkegin Sorgulanmasinda Oykii

Infertilite Oykiisii:

Stiresi

Onceki Gebelikler

Onceki Tedaviler

Esin Durumu ve Aldig1 Tedaviler
Kontrasepsiyon (Vazektomi)

Cerrahi Oykii:

Orsiyektomi (Testis Kanseri, Torsiyon)
Retroperitoneal yaralanma

Pelvik Yaralanma

Pelvik, Inguinal, Skrotal Cerrahi
Mesane boyunu Operasyonlari
Prostatektomi

Seksiiel Oykii: Enfeksiyonlar:

Potans Viral- Febril
Kayganlastiricilar Mumps Orsiti

Seksiiel ilski Zamanlamasi Veneral

Miski Siklig1 Tiiberkiiloz

Masturbasyon Siklig1

Cocukluk Cagi: Gonadotoksinler:
Genitoiiriner Anomaliler Kimyasallar (Pestisitler)
Inmemis Testis ve Orsiyopeksi Maglar

Herniorafi Termal

Mesane Boyun Y-V Plasti Radyasyon

Testikiiler Torsiyon Sigara

Testikiiler Travma Keyif Vericiler

Puberte Baglangici

Tibbi Oykii: Aile OyKkiisii:

Sistemik Hastaliklar Kistik Fibrozis

Diyabetes Mellitus Androjen Reseptor Eksikligi
Multipl Skleroz Birinci Derece Yakinlarda infertilite
Hipo-Hipertiroidi

Tedaviler

Sistemlerin Gozden Gegirilmesi:
Solunum Yolu Enfekssyonlari
Anosmi

Galaktore

Gorme Alant Bozuklugu
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4.5.3. Medikal ve iireme hikayesi

Pubertenin baslangici, ses degisiklikleri, sakal c¢ikmasi kaydedilmelidir.
Inmemis testis hikayesi ve bunun tedavisinde ila¢ kullanimi (hCG, GnRH) veya
ameliyat (orsiyopeksi) yast onemlidir. Sonradan testislerde dejenerasyon yapabilecek
fink ameliyati sorgulanmalidir. Diyabet, karaciger ve bobrek hastaliklart gibi
sistemik hastaliklarda hipogonadizm ve/veya infertilite nedeni olabileceklerinden,
ilgili semptomlar kaydedilmelidir. Sik tekrarlayan bronsit ve siniizit ataklari;
Kartagener sendromu, Young sendromu, ya da kistik fibrozis gibi infertiliteye eslik
edebilen solunum sistemi hastaliklarina isaret edebilir. Orsit veya epididimit,
androjen yetmezligine ve neticede infertiliteye yol agabilir. Cinsel yolla bulasan
hastaliklar (sifiliz, gonore, AIDS, vb.) ve tedavileri 6grenilmelidir. Diger aile
bireylerinde hipogonadizm ve infertilite nedeni olabilecek genetik hastaliklarin
varligi sorgulanmalidir.

Kisinin kullandig1 ilaglar (siilfosalazin, antihipertansifler, antibiyotikler,
sitostatikler, anabolik hormonlar, vb.) infertilite nedeni olabilir. Calisma ortaminda
asirt sicaga ya da kimyasal maddelere maruz kalinmasi infertiliteye yol agabilir.

Atletik aktiviteleri, 6zel aligkanliklari, sigara ve alkol alisgkanliklar1 sorgulanmalidir.

4.5.4. Fizik muayene

Genel fizik muayeneye ek olarak, 6zellikle penis, liretra agzi, testislerin
yerlesimi ve boyutlari, vas deferenslerin varligi, ve epididimlerin kivami, varikosel
ve sekonder seks karakterleri (viicut durumu, sag¢-kil dagilimi, meme gelisimi, rektal
tuse) muayene edilir. Viicut oranlari, iskelet yapisi, ve yag dagilimi, ses, koku
algilamasi, sag, deri degisiklikleri, jinekomasti, testisler, epididimler, pampiniform

pleksus, vas deferensler, penis, prostat ve seminal vezikiillerin muayenesi yapilir.
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Genel Viicut incelemesi

Vicut Killarinda Azalma Jinekomasti Enukoid Orantilar

Skrotum

|¢

Hemi-Spermatosel

Testis Hacmi Epididim Vaz Deferens Varikosel ;
Hidrosel

|¢

Konjenital Penil

Kruvatiir Hipospadias Epispadias Mikropenis

Peyroni

Parmakla Rektal inceleme

Prostat/Seminal Kese Kitleleri

Bulbokaverndz Refleks
veEndurasyonu

Prostat BuyGkIGgi

Tablo 4. infertil Erkegin Sorgulanmasinda Fizik Muayene

4.5.5. Semen analizi

Hikaye ve fizik muayeneden sonra, erkege ait laboratuvar testleri
yapilmalidir. Her hastanin iki ay araliklarla yapilan, en az iki ya da {i¢ semen analizi
bulunmalidir. Infertil erkegin degerlendirilmesinde semen analizi ok 6nemli bir yer
tutar. Azoospermi diginda semen analizi, hastalarin steril ve fertil gruplar seklinde
kesin ayiriminin yapilmasini saglamaz. Semen parametrelerinin kalitesi azaldikca
istatistiksel olarak gebelik sansi da azalir ama sifira inmez. Buna ragmen dogru
sekilde yapilmig bir semen analizi infertil erkegin degerlendirilmesinde 6nemli bir

aractir (Sigman et al. 2005).



Hacim 1.5-5.0 ml.

Sperm agliitinasyonu <2 (Skala 0-3)
Vizkolite <3 (Skala 0-4)
pH =72
Konsantrasyon >20x10%/ml
Total sperm sayis1 >40x10% ejakiilat
Ileri-hizli motilite (a+b) >%350

Normal morfoloji =%14

Tablo 5. Semen analizinin referans degerleri

Normal sperm morfolojisi i¢in Diinya Saglik Orgiitii (WHO) niin tanimladig
degerler, Kruger (Tygerberg) kesin kriterleri ile aynidir (Kruger et al. 1998). Sperm
morfolojisinin kesin kriterlere gore degerlendirilmesi standart IVF ile fertilizasyon
sansinin diisiik ya da ICSI ile daha iyi fertilizasyon sansina sahip erkeklerin sec¢ilmesi
amacina yoneliktir (Pisarska et al. 1999). Kesin kriterlere goére normal morfolojinin
<%4 oldugu ve bunun daha biiyiik kismimi bas anomalisinin olusturdugu olgularda,
ICSI basaris1 daha diisiik kalmaktadir (Osawa et al. 1999). Boyle olgularda sperme
ait kromozom anomalilerinin fertilizasyon bozuklugundan sorumlu olabilecegi
diisiiniilmektedir. Ozellikle amorf ve uzamis bas anomalisi tasiyan spermlerde

yapisal kromozom anomali siklig1 da artmaktadir (Lee et al 1996).

45.5.1. Semen toplanmasi

Semen en az 48 saatlik cinsel perhiz sonrasi toplanmali ve bu siire 7 giini
gecmemelidir. Semen laboratuar yaninda 6zel olarak hazirlanmis bir odada gorsel
cinsel uyar1 ve masturbasyon yontemi ile toplanmalidir (Kandirali ve ark. 2004, Emir

2008).

455.2. Semenin makroskopik degerlendirmesi
Semen toplandiginda koagiilum halindedir ve 5-25 dakika arasinda PSA ve
plazminojen aktivatdr gibi prostat kokenli proteazlar nedeniyle likefiye olur.

Koagulasyondan seminal vezikiillerden salgilanan bir madde sorumludur. CBAVD’li
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hastalarda seminal vezikiiller ya yoktur ya da hipoplaziktir. Boyle hastalarda semen
koagiile olmaz, asidik ve diisiik hacimlidir.

Semen o6rneginde likefaksiyon bozuklugu var ise bunun, likefaksiyondan
sonra hipervizkéz kalan semenden ayirt edilmesi gerekir. Likefiye olmamis semen
koagiilum halinde kalirken, hipervizkdz semenin koagutium hali azalir fakat kivami
normalden daha koyu kalir (Sigman & Jonathan 2005).

Semen voliimii WHO’ ya goére 2 ml.” nin {izerinde olmalidir (Kandirali 2004).

455.3. Spermin mikroskopik degerlendirmesi
Sperm sayisi

Fertil popiilasyonda bildirilen ortalama sperm sayisi1 mililitrede 70-100
milyondur. WHO’nun referanslarina goére olmasi gereken en az sperm sayis1 20
milyon/ml’dir. Bu degerin alti oligospermi olarak adlandirilmaktadir. izole
oligospermi nadirdir, ¢ogu zaman sebebi bilinmez ve bazen androjen eksikligine
bagli olabilir. Sayr 10 milyon/ml’den az olursa testosteron ve FSH diizeylerinin
bakilmasi Onerilmektedir. Sadece FSH yiiksekligi spermatogenezdeki sikintiy1
gosterir ve tam bir endokrinolojik degerlendirmeye gerek yoktur. Oligospermiye
neden olabilecek saptanabilir en sik neden varikoseldir, bunda da seminal
parametrelerde multipl defekt wvardir. Ejakiilatta spermatozoa hiicresinin hig
goriilmemesi azoospermi olarak adlandirilir. Azoospermi; yetersiz hormonal
stimiilasyon (hipogonadotropik hipogonadizm), spermatogenez anormallikleri ya da
obstriiksyon nedeniyle meydana gelebilir. Azoospermik hastanin degerlendirilmesi,
azoosperminin spermatogenez eksikliginden mi yoksa duktal obstriiksyondan mi
kaynaklandigini saptamaya yonelik olmalidir.

Santrifiij edilmis semen Orne8inde sperm saptanmasi bilateral duktal
obstriikksyonu ekarte ettirir. Fizik muayenede testisin blytkligi ve kivam,
epididimin dolgunlugu ve vazlarin varlig1 veya yoklugu yol gostericidir. Obstriikte
testisler genellikle normalden biiyilik, epididimler belirgin olmaktadir. Genel bir
kaide olmamakla birlikte, testikiiler yetmezligi olan hastalarda testisler normalden
kiigiiktiir. Hipogonadotropik hipogonadizmli olgularda virilizasyon ve sekonder seks
karekterleri azalmistir, testisler oldukca kiigiiktiir. Bu olgularda serumda LH, PRL ve

testosteron diizeyi mutlaka bakilmalidir (Emir 2008).
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Sperm motilitesi

Motilite  kuyruk hareketi goOsteren sperm ylizdesidir. Motilitenin
degerlendirilmesi likefaksiyondan sonra 1 saat icinde yapilmalidir. Bu siire icerisinde
semen oda sicakliginda saklanmalidir. Spermin ileri hareketinin kalitesi
degerlendirilerek kaydedilmelidir. Sik kullanilan bir metoda gore sperm hareketleri 5
skalaya ayrilir. 0 hi¢c motilitenin olmadigin1 gdsterir; 1 ileri progresyon gostermeyen,
tembel hareketi; 2 yavas, dogrusal olmayan, dolambagh ileri hareketi; 3 oldukca
dogrusal ama orta hizda hareket eden spermi; 4 ise dogrusal ve hizli hareketi belirtir
(Amelar et al. 1973). Spermde en fazla goriilen hareket kategorisi degerlendirmeye
alinir. Alternatif bir sistem spermi 4 kategoride ele alir: A ileri hizli hareketi; B yavas
ya da tembel ileri hareketi; C ileri olmayan hareketi ve D hareketin bulunmadiginm
belirtir. Bu sistemde, her bir kategoriye giren sperm yiizdesi degerlendirmeye alinir.
WHO ‘a+b’ motilitenin %50’nin, sadece ‘a’ kalite motilitenin ise %25’in iizerinde
olmasi gerektigini belirtmigtir (WHO 1999).

Sperm hareket bozuklugu (astenospermi) motilitede ya da ileri harekette veya
her ikisinde birden azalmayi ifade eder. Bu olgularda spermatozoanin yapisal
defektlerinden, uzamis cinsel perhiz siiresi, genital sistem enfeksiyonlari, antisperm
antikorlar, parsiyel duktal obstriiksyon, varikosel ve idiopatik faktorler sorumlu
olabilir.

Astenospermi bulgusu ya da siddetli sperm agliitinasyonu immunolojik
infertilite olasiligin1 akla getirir. Bu durumda antispeerm antikor testi yapilmalidir.
Semen analizinde 16kosit sayisi artmigsa enfeksiyondan siiphe edilmelidir ve bu
durumda gerekli ileri tetkikler yapilmalidir. Varikosel, infertil erkeklerde cerrahi
olarak diizeltilebilen en sik anomali olup, sperm say1 ve sekil bozukluklarinin yani
sira sperm motilite bozuklugundan da sorumlu olabilir. Astenospermik hastalarda,
ozellikle ejakiilat volimii diisik ve sperm canliligi azalmis olgularda, parsiyel
ejakulator kanal tikaniklig: diistintilebilir. Bu hastalarda TRUS yapilabilir.

Sperm motilitesinin hi¢ bulunmadigi ya da motilitenin %5’ in altinda oldugu
olgular sperm canlilik testleri ile degerlendirilmelidir. Motilitenin hi¢ olmadig1 ya da
azaldig1 durumlarda yiiksek fraksiyonda canli sperm bulunmasi, immotil silia
sendromu ve Kartagener sendromunda oldugu gibi ultrastriiktiirel bir anomaliye

isaret eder. Spermatozoanin elektron mikroskopik tetkiki bdyle olgular1 ayirt eder.
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Bazen cinsel perhiz siiresinin fazla uzamasi da motilitede ciddi azalmayla
sonuclanabilir. Son olarak, sperm toplama kaplarindaki toksik kalintilar ya da sicak

veya soguk ortam azalmis motiliteden sorumlu olabilir.

Yuvarlak hiicre sayisi

Semendeki yuvarlak hiicreler immatiir spermatozoalar, genitoiiriner sistem
epitel hiicreleri, prostatik hiicreler ve lokositlerden olusur. Normal semende yuvarlak
hiicre sayis1 < 5 milyon/ml olmalidir. Yuvarlak hiicrelerden klinik olarak 6énemli olan
l6kositlerdir. Yuvarlak hiicre sayisi >1 milyon/ml. oldugunda lokosit sayisini
degerlendirmek i¢in myeloperoksidaz testi (Endtz testi) yapilmalidir. Normal
semende 16kosit sayis1 <1 milyon/ml olmalidir (Kandiral1 ve ark. 2004).

Artmis yuvarlak hiicre sayisi olanlarin ancak 1/3’ilinde gergekten pyospermi
vardir ve semende bakteri bulunan olgularda her zaman pyospermi
saptanmamaktadir. Bu nedenle pyospermili bir¢ok hastada genital trakt enfeksiyonu
yoktur (Emir 2008). Semende 16kosit enfeksiyon haricinde, anormal spermatogenez,
cevresel faktorler, seks aligkanliklar1 ve cinsel perhiz siiresi ile ilgili olabilir

(Kandirali ve ark. 2004).

Sperm morfolojisi

Sperm morfolojisi degerlendirmesi, taze semende elektron mikroskop ile,
taze semende faz kontrast mikroskop ile ve spermleri cesitli yontemlerle boyayarak
yapilabilir. Post-koital mukustan ya da zona pellusida ylizeyinden elde edilen
spermler normal kabul edilir.

Dogru bir morfolojik degerlendirme i¢in spermin boyanmasi gereklidir.
Bunun i¢in en fazla kullanilan boyama yontemleri “Papanicolau” yontemi ve “Diff-
Quick” yontemidir. Degerlendirmede bir¢ok kriter kullanilmasmna karsin en fazla
kullanilanlar WHO kriterleri ve Kruger’in kesin kriterleridir (Ombelet et al. 1997).

Bir spermin normal kabul edilebilmesi i¢in bas, boyun, orta kisim ve
kuyrugun normal olmas1 gereklidir. Normal sperm basi, oval, boyu 5-6p, eni 2.5-
3.5u, boyunun genisligine orani 1.5- 1.75 olmalidir. Bas bolgesinin %40-70’ini
kapsayan akrozomal bolge olmalidir. Orta kisim ince uzun ve genisligi <lp , boyu

basin 1.5 kat1 ve basa aksiel olarak baglanmis olmalidir. Sitoplazmik artiklar normal
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bas alaninin yarisindan az olmalidir. Kuyruk diiz, orta kisimdan ince ve yaklasik 45u
uzunlugunda olmalidir. WHO kriterlerine gore ara formlar normal, Kruger’in kesin

kriterlerine gore anormal kabul edilir (Tablo 6).

Bas
Uzunluk: 5-6 mikron

Genislik: 2.5-3.5 mikron

Akrozom

Basin % 40-70"ini olusturmal

Orta parca
Genislik 1 mikron

Uzunluk 1.5 x bas uzunlugu

Kuyruk
Boyu yaklasik 45 mikron
Uniform
Orta parcadan daha ince
Kivrilmanus

Kirik icermeyen

Sitoplazmik artik
Bas alaninm % 30-70"inden az

Sadece orta parcada lokalize

Tablo 6. Kruger kesin kriterlerine gore sperm morfolojisi.

Spermde yaygin goriilen defektler
Bas defektleri: Biiyiik, kiiciik, yassi1 filiform, yuvarlak, amorf, vakuollii, kiigiik
akrozomlu, ¢ift bas ve bunlarin kombinasyonlari.
Boyun ve orta kisim defektleri: Biikiik boyun, basa diizensiz baglanma, kalin
boyun, ince boyun ve bunlarin kombinasyonlari.
Kuyruk defektleri: Kisa, birden fazla, ince, kirik, kivrik, diizensiz genislikte ve
bunlarin kombinasyonlar1 seklindedir.

Spermde normal morfolojiye sahip sperm orant WHO’ya gore > %30,
Kruger’ in kesin kriterlerine gére > %14 olmalidir (WHO 1999). Kruger’in kesin

kriterleri kullanilarak yapilan c¢alismada, sperm konsantrasyonu 20 milyon/ml.
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tizerinde ve hareket % 30’un {izerinde olan popiilasyonda, normal morfolojili sperm
oran1 % 14’{in {izerinde olanlarda IVF’de % 91, % 14’iin altinda olanlarda ise % 37
oraninda fertilizasyon saptanmistir. Bir bagka ¢alismada ise % 4’iin altinda % 7.6, %
4-14 arasinda % 63 fertilizasyon oranlar1 bildirilmistir (Kruger et al. 1986).

Rutin semen analizlerinde genelde bakilmayan fakat klinik olarak
kullanilabilen ¢ogul sperm defekti indeksleri de vardir. Teratospermik indeks
(multipl anomali indeksi) (TZI) defekt sayisinin, defektli sperm sayisina boliinmesi
ile elde edilir. TZI > 1.6 ise gebelik sans1 diisiiktiir. Defekt sayisinin toplam sperm
sayisina boliinmesi ile de sperm deformite indeksi (SDI) hesaplanir. SDI > 1.6 ise
fertilizasyon orani diismektedir (WHO 1999). Ozellikle amorf ve bas anomalisi
tagityan spermlerin yapisal kromozom anomali siklig1 da artmaktadir. Boyle olgularda
sperme ait kromozom anomalilerinin fertilizasyon bozuklugundan sorumlu
olabilecegi diisliniilmektedir.

Normal sperm degerleri, gebeligi saglamak icin gerekli olan minimum
degerler degildir. Bu degerlerin disinda da olunsa erkek fertil olabilir. Aksine sperm
parametreleri normal sinirlar icinde bulunan erkeklerde infertil olabilirler (Aydos

2007).

45.6. Diger tetkikler

Infertilite etiyolojisini aydinlatmak amaciyla yapilabilecek diger tetkikler
sperm analizinin tekrarlanmasi, endokrin inceleme, ejakiilasyon sonrasi idrarda
sperm aranmasi, ultrasonografi, sperm ve semene ait spesifik testler ile genetik

analizdir.

4.5.7. Erkek infertilitesinde endokrin degerlendirme

Infertil bir erkegin endokrin degerlendirmesinde amag¢ spermatogenezi
olumsuz etkileyecek endokrinolojik bir hastalifin olup olmadigini saptamaktir.
Spermatogenez direkt olarak endokrinolojik kontrol altinda olmasina ragmen primer
hormonal etiyoloji iinfertil erkeklerin %3’iinden daha azinda bulunmaktadir (Berek
et al. 1996).

Erkek iireme sisteminde etkili olan 6nemli hormonlar GnRH, LH, FSH,

testosteron ve Ostradioldiir. Erkek infertilitesinin endokrin sebepleri pretestikiiler
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nedenler olarak adlandirilir ve hormon fazlas1 ya da azligina bagli olarak fertilite
etkilenir. Erkekte istenecek temel hormonlar serum FSH, testosteron ve Ostradioldiir
(Pavlovich et al. 2001). Testosteron diisiik bulunursa total ve serbest testosteron
Olctimlerinin tekrar1 yani sira LH, ve prolaktine de bakilmalidir.

Spermatogenezi bozuk olan erkeklerin ¢ogunda serum FSH degerleri normal
bulunmakla birlikte, FSH asir1 yiikselmis ise biiyiikk olasilikla spermatogenez
bozukluguna isaret eder. Her ne kadar serum gonadotropin diizeyleri pulsatil
salinimlarindan dolayr degiskenlik gostermekteyse de, olgunun endokrinolojik
yonden klinik durumunu aydinlatmada sabah tek oOl¢iimleri yeterli olabilir.
Testosteron, FSH, LH ve prolaktin arasindaki iliski klinik durum hakkinda bilgi verir
(Aydos 2004).

Klinik durum FSH LH T Prolaktin
Normal spermatogenez Normal Normal Normal Normal
Hipogonadotropik Diigiik Digiik Diigitk Normal
Hipogonadizm
Spermatogenez Yiksek/Normal Normal Normal Normal
Bozuklugu*
Total testikiiler yetmezlik
(Hipergonadotropik Yiiksek Yiiksek Normal/Diigik  Normal
hipogonadizm
Prolaktin salgilayan Nommal/Diisik  Normal/Diigiik Diigiik Yiiksek
hipofiz timérii

Tablo 7. Serum hormonlari ile erkekte klinik bulgular arasindaki iligki
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4.5.8. Ejakiilasyon sonrasi idrarda sperm aranmasi

Bilateral vas deferens agenezi ya da klinik olarak hipogonadizm belirtileri
bulunmayan erkeklerde, ejakiilat voliimii <1ml ise ejakiilasyon sonrasi idrarda sperm
aranmalidir. Azospermik veya aspermik bir hastada idrarda sperme rastlanilmasi
retrograd ejakiilasyona isaret eder. Diisiik ejakiilat voliimlii oligospermik erkeklerde
retrograd ejakiilasyon tanisi koymak i¢in idrarda bol miktarda sperm goriilmesi

gerekir (Aydos 2004).

4.5.9. Radyolojik degerlendirme
Transrektal ultrasonograti (TRUS) ve skrotal ultrasonografi/doppler
ultrasonografi ile inceleme yapilir. Radyolojik degerlendirmenin amaci parsiyel veya

total duktal obstriiksyonu saptamaktir.

4.5.10. Testis biyopsisi

Obstriiktif azospermi olgularinda sperm elde edilmesi amaciyla biyopsi
uygulamalari yapilabilmektedir. Bununla birlikte 6zellikle son yillarda mikrocerrahi
konusunda saglanan gelismelerin ardindan, testisten mikrodiseksiyon yontemi ile
sperm elde edilmesi ve elde edilen bu hiicrelerin mikroenjeksiyonda kullanilmasi

giindeme gelmistir (Turek 1997).
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Diisiik Ejakiilat Azospermi Oligoastheno |  Normal Sperm Asthenospermi
Voliimii teratospermi
Tlaglar Hipogonadotropik Hipogonadizm Varikosel Jinekolojik Spermatozoanin yapisal
bozukluklar defekti
Retroperitoneal veya 1.Kallman sendromu Kriptorsidizm Koitus Uzamus cinsel perhiz
mesane boyun aliskanligindaki
operasyonlart bozukluklar
Ejakiilatuvar kanal 2.Hipofiz tiimorleri Idiyopatik = Akrozom defektleri =~ Genital sistem enfeksiyonu
tikanikliklari
Diyabetes Mellitus Spermatogenez Bozukluklari Ilaglar Antisperm antikorlar Antisperm antikorlar
Spinal kord yaralanmasi 1.Kromozom bozukluklar1 Is1 Idiyopatik Varikosel
Psikolojik Hastaliklar 2.Y kromozom mikrodelesyonu Toksinler Parsiyel Obstriiksiyon
Idiyopatik 3.Gonadal toksinler Sistemik Idiyopatik
enfeksiyonlar
Ornek toplama hatas 4.Varikosel Edokrinopati

5.Viral orsit

6.Torsiyon

7.Idiyopatik

Duktal Obstriiksiyon

1.Konjenital vas deferens agenezisi

2.Vasal obstriiksiyon

3.Epididim obstriiksiyonu

4.Ejakiilatuar kanal obstriiksiyonu

Tablo 8. Erkek infertilitesi ile birlikte goriilebilecek durumlar

4.5.11. Sperm ve semene ait spesifik testler

Aciklanamayan infertilite olgularinda erkek faktoriiniin de eslik edip

etmedigini ortaya koymak igin ya da UYTY ile tedavi segimi yapilmasinda sperm ve

semene ait spesifik testler yararli olabilir. Bu testler arasinda; semende I6kosit

konsantrasyonunun tayini, anti-sperm antikor tayini, sperm vitalite testleri, sperm-

servikal mukus etkilesim testleri, zonas1 ¢ikarilmig hamster oositleri penetrasyon

testi, spermin kompiiterize analizinin yani sira akrozom reaksiyonunu dlgen testler,
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insan zonasina baglanma oraninin 6l¢iilmesi (HZA), sperm kreatin kinaz ol¢iimii,
ROS tayini, sperm yiizeyinde mannozreseptor tayini gibi diger nadiren gereken
testler bulunur (WHO 1999, Wolff & Anderson 1988, Ayvaliotis et al. 1985,
Glatstein et al. 1998, Smith et al. 1987, Fenichel et al. 1991, Frenken et al. 1989,
Huszar et al. 1992, Kim & Parthasarathy 1998, Benoff et al. 1993).

4.5.12. Genetik arastirma

Azospermi ve siddetli oligospermi ile birlikte genetik bozukluklar da
bulunabilir. Genetik bozukluklar sperm yapimini bozarak veya spermin tagimasini
engelleyerek erkekte infertiliteye neden olabilirler. Erkek infertilitesi ile iligkili
olarak 3 genetik faktor bilinmektedir:

1. Konjenital vas deferens agenezisi nedeni olan kistik fibrozis gen

mutasyonlart,

2. Testis fonksiyonlarini bozan kromozom anomalileri,

3. lizole spermatogenez defekti yapabilen Y-kromozom mikrodelesyonlari.
Konjenital bilateral vas deferens agenezisi ile kistik fibrozis transmembran
kondiiktans regiilator gen (CFTR) mutasyonlar1 arasinda anlamli iliski bulunmaktadir
(Chillon et al 1995).

Azospermik erkeklerin%10-15’inde oligospermik erkeklerin %5’inde, normal
erkeklerin ise <%1’inde karyotip analizinde bozukluk bulunur (De Braekeleer & Dao
1991). Y-kromozom mikrodelesyonuna azospermik veya siddetli aligospermik
erkeklerin %10-15’inde rastlanilir (Pryor et al. 1997). Bu nedenle, obstriiktif
olmayan azospermisi ya da siddetli oligospermisi bulunan erkeklerin, kromozom
anomalisi veya Y-kromozomu mikrodelesyonu tasiyabilecekleri konusunda

bilgilendirilmeleri gerekir.
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GEREC ve YONTEM

5.1.

Hasta Grubu

Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dali Androloji

Poliklinigine bagvuran primer infertilite tanisi almis olan 6 azospermik, 14

oligozoospermik hastanin retrospektif taramasi ile hastalardan alinan periferik kan

ornekleri EDTA'l1 tiip igerisinde laboratuarimiza ulastirilmistir.

Calismamiz i¢in Marmara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Klinik

Arastirmalar  On Degerlendirme Komisyonu’ndan 23.09.2011-1 sayili onay

alinmistir.

5.1.1.

Calismaya dahil etme Kriterleri

Marmara Universitesi Uroloji Anabilim Dali Androloji polikliniginde
ayrintili anamnez, fizik muayene (testis boyutlar1 ve varikosel muayenesini
igeren), semen analizi, hormon analizini igeren tam bir infertilite
degerlendirmesi olmasi,

Idiyopatik erkek faktor infertilitesi olmast,

Agir Oligoastenozoospermi veya Azospermi olmasi,

Primer infertil olmasi,

Semen analizlerinin, infertilite polikliniginde ilk degerlendirilmesi sirasinda
en az 15 giin arayla, en az iki kez bakilmasi,

Erkek bireyin soy agacinda akraba evliliklerinin bulunmasi,

Ailede en az infertil bir bireyin daha bulunmasi,

Ailede tekrarlayan diisiiklerin bulunmasi

Calisma dis1 birakma Kriterleri

Erkek faktor infertilitesi nedeniyle daha 6nceden medikal tedavi alanlar,
Y mikrodelesyonu bulunanlar,

Es zamanli birden fazla medikal tedavi alanlar,

Infertiliteye yol acacak sistemik veya endokrinolojik hastalig1 olanlar,

Kriptorsidizm Oykiisii olanlar,
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5.2.

5.2.1.

Genital sistem obstriiksiyonu olanlar,
Varikosel ile iligkili testikiiler atrofisi olanlar,

Ciddi ¢ift tarafli kabakulak orsiti gecirmis olanlar,

Hipogonadotropik hipogonadizmi olan veya kromozom anomalisi saptanan

hastalar,

Eslerinde ICSI sonuglarini etkileyebilecek infertilite patolojileri olanlar.

Gerecler

Kullanilan aletler

Insan CGH Mikroarray Kiti 8x60K (Agilent G4450A SurePrint G3)
Mikroarray Tarayicist (Agilent p/n G2565CA)

Hibridizasyon Haznesi (leke tutmayan ozellikte, Agilent p/n G2534A)
Hibridizasyon Haznesi Contali Lam1 (Agilent p/n G2534-60014)
Hibridizasyon Firin1 (Agilent p/n G2545A)

Hybridization Firin1 Rotatoru (Agilent p/n G2530-60029)

Ozon bariyer lam kapag1 (Agilent p/n G2505-60550)

Manyetik Karistirict Cubuk (Corning p/n 401435)

Cam Tabak (1.5 L) (Borcam)

Lam Yikama Plakalar1 (250 ml) (Wheaton p/n 900200)

Lam Tutucusu (Agilent G2505-60525)

Pipet Takimi (Gilson)

Jel Gortintiileme ve dokiimantasyon sistemi (Gene Genius)
Mikrosantrifiij, [EC Micro-MB (A.B.D.)

Mikrosantrifiij, Heraeus Biofuge® B (Almanya)

Sogutmal1 Santrifiij [IEC, MP4R (A.B.D.)

Is1 Blogu, Techne DB-ZA (ingiltere)

Ph Metre, WTW (Almanya)

Manyetik Karistirici, Elektro-Mag (Ttirkiye)

Hassas Terazi, Mettler AT261 (Isvigre)

Hassas Terazi, Mettler PJ6000 (Isvigre)

Etliv, Heraeus (Almanya)
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5.2.2.

Laminar Flow, Ozge A.S (Tiirkiye)

Otoklav, All American (A.B.D)

Kirik Buz Makinasi, Scotsman (A.B.D.)

Vorteks, Elektro-Mag (Tiirkiye)

Biyolojik Giivenlik Kabini (A.B.D)

Is1 dongiileyicisi (PE GenAmp PCR System 9700)
Ceker Ocak (LaminAir)

Su Banyosu (Niive)

Vorteks (Heidolph)

Buz Dolabi, Argelik (Tiirkiye)

Derin Dondurucu -200C, Philco (Tiirkiye)

Derin Dondurucu -800C, Thermo 702 (A.B.D.)
Mikrodalga Firin (Argelik)

Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000)

Amicon Ultra-0.5, Ultracel-30 Membran, 30 kDa Filtresi (Milipore p/n
UFC503096)

Kullanilan kimyasal maddeler
DNA Ekstraksiyon Kiti (Qiagen p/n 69504)
RNase A (100 mg/mL) (Qiagen p/n 19101)
Proteinaz K soliisyonu (>600 mAU/mL) (Qiagen p/n 19131)
Insan gDNA's1 [Promega p/n G1521 (disi) ve p/n G1471 (erkek)]
Alu1 (10 U/uL) (Promega p/n R6281)
RsaI (10 U/uL) (Promega p/n R6371)
Agaroz (Scjarlou)
Borik Asit (Sigma)
Etidyum Bromid (Sigma)
Molekiiler Agirlik Belirteci (Fermantas)
6X Jel ylikleme tamponu (Sigma)
Genomik DNA Enzimatik Etiketleme Kiti (Agilent p/n 5190-0449)
[Niikleazdan arindirilmis su, Exo (-) Klenow, 5X Reaksiyon tamponu,

Cyanine 5- dUTP, Cyanine 3-dUTP, 10X dNTP, Rasgele Primer
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icermektedir. ]

1 X TE (Tris EDTA) (pH 8.0) (Promega p/n V6231)
Asetonitril (%100, 1L) (Sigma p/n 271004)

Oligo aCGH Yikama Tamponu 1 ve 2 (Agilent p/n 5188-5226)
Oligo aCGH Hibridizasyon Kiti (Agilent p/n 5188-5220)
Human Cot-1 DNA (Agilent p/n 5190-3393)

PBS (Fosfat Tampon Soliisyonu)

Distile Su

Etanol (%95-100) (Tekel)

5.2.3. Kullanilan sarf malzemeleri

1.5 ml'lik mikrofiij tiipleri (Ambion p/n AM1240)

PZR tiipleri (strip) (Perkin Elmer)

Toplama tiipii (Qiagen)

Spin kolonu (Qiagen)

Ependorf Tiip 1.5 mL, Axygen (A.B.D.)

Ependorf Tiip 2.0 mL, Axygen (A.B.D.)

Falkon Tiip 50 mL, TPP (Isvigre)

Falkon Tiip 15 mL, TPP (Isvigre)

Mikropipet Uglar1 (Mavi, Sar1, Beyaz), Axygen (A.B.D.)
Filtreli Mikropipet Uglar1 (Mavi, Sar1, Beyaz), Axygen (A.B.D.)
Serolojik Pipetler (SmL, 10mL, 25 mL), Axygen (A.B.D.)
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5.3.  Yontemler

5.3.1. Periferik kan drneklerinden DNA elde edilmesi

Periferik kan orneklerinden DNA elde edilmesinde Roche High Pure PZR
Template Preparation Kiti kullanilmistir. DNA izolasyonu igin iiretici firmanin
onerdigi protokol aynen uygulanmistir:

- Su banyosunun sicaklig1 70 °C'ye getirildi.

-Elution Buffer Soliisyonu 70 °C su banyosuna konuldu.

- Kan 6rnekleri ve diger malzemeler oda sicakligina getirildi.

- 1,5 ml ependorf tiipiine 200ul periferik kan konulup {iizerine protokol
numarasi yazildi.

- Kanlarin koyuldugu tiiplerin ilizerine 200 pl Binding Buffer Soliisyonu
eklendi.

- Her bir tiipe 40 pl Proteinaz K eklendi ve 20 dakika 70°C’de inkiibasyona
birakildi.

- Inkiibasyon bitiminde &rneklerin iizerine 100 pl izopropil alkol eklendi.

- Toplama tiipiiniin tizerine filtreli tiip yerlestirildi.

- Filtreli tiipiin kapagina protokol numaras1 yazildu.

- Ependorf tiipiindeki karisim dikkatlice filtreli tiipe aktarildi.

- 8000g‘de 1 dakika santrifiij yapildu.

- Santrifiij yapilan tiiplerdeki filtreler yeni toplama tiiplerine yerlestirildi.

-Uzerine 500 pl Inhibitor Removel Buffer Soliisyonu eklendi.

- 8000g’de 1 dakika santrifiij yapild: .

- Filtreli tiip yeni toplama tiipiine konuldu.

- Uzerine 500 plWash Buffer Soliisyonu eklendi.

-8000g’de 1 dakika santrifiij yapildi.

- Filtreli tiip yeni toplama tiipline konuldu.

- Uzerine 500 pl Wash Buffer Soliisyonu eklendi.

- 8000g’de 1 dakika santrifiij yapildu.

- Filtreli tiip yeni toplama tiipline konuldu.

-13000g’de 10 saniye santrifiij yapildi.

- Filtreli tiip yeni toplama tiipiine konuldu.
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-Uzerine 200u1 70°C Elution Buffer Soliisyonu eklendi.
-8000g’de 1 dakika santrifiij yapildi.
-Toplama tiiplinde bulunan genomik DNA igeren sivilar ependorf tiiplerine

alind1 ve -20°C’de saklandi.

5.3.2. Genomik DNA'nin niceliksel ve niteliksel analizi

Oligo aCGH deneyimizin basarisi i¢in gDNA'nin (genomik DNA) niceliksel
ve niteliksel degerlendirmesinin dogru big¢imde yapilmasi son derece Onemlidir.
Yiiksek kalitede gDNA karbohidratlar, proteinler ve organik c¢oziiciiler gibi
atiklardan armmis olmali ve minimal degredasyona ugramis olmalidir. gDNA
konsantrasyonunun ve safliginin degerlendirilmesi i¢in NanoDrop ND-1000 UV-VIS
Spektrofotometresi kullanilmistir:

- NanoDrop Program meniisiinden Niikleik Asit Olgiimii segildikten sonra
ornek tipi DNA-50 olarak ayarlanmustir.

- Cihazin Ol¢im ayarim1 sifirlamak igin eliisyon tamponundan 1.5 pL
kullanilmuistir.

- Her gDNA oOmeginden 1.5 pL kullanilarak her 06rnegin DNA
konsantrasyonu &l¢iilmiistiir. Uriin miktarlar1  asagidaki formiil kullanilarak

hesaplanmistir:

DNA konsantrasvonu (ng/uL) x Omek Hacmi (ulL)
1000 ng/ ng

Uriin (ug) =

- Yiksek kalitedeki gDNA'nin A260/A280 orani 1.8-2.0 arasinda olmasi
kontamine proteinlerin yokluguna isaret etmektedir. Dolayis1 ile A260/280 orani

kaydedilmistir.

5.3.3. Genomik DNA enzimatik etiketleme kiti ile restriksiyon kesimi

Buffer C ve Asetillenmis BSA (10 mg/pL) [Rsa I (10 U/ pL) enzimi ile
birlikte -20 °C'de bulunmaktadir] oda sicakliginda ¢ozdiiriildiikten sonra vorteks
karistiricidda hizlica sonra mikrosantrifiijde dondiiriildii. Biitiin malzemelerle buz

tizerinde iken calisildi ve isi bitince tekrar -20 °C'ye kaldirildi.
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Her reaksiyon i¢in PZR tiipiine Tablo 9.1'de belirtilen uygun miktarda gDNA

eklendi ve distile su ile Tablo 9.1'de belirtilen hacme tamamlanda.

Mikroarray Baslangi¢c gDNA miktar: (ug) Restriksiyon Kesimli
Formati ¢DNA Hacmi (pL)
4x mikroarray 0.5-1.5 20.2

Tablo 9.1. Mikroarray basina gerekli baglangic gDNA miktari

Ana Kesim Karisimi (AKK) Tablo 9.2'te verildigi sira ve miktarlarda buzun

uzerinde hazirlandi.

Bilesen Reaksiyon basina 16 reaksiyonluk
(uL) (fazlas1 dahil) (uL)

Distile Su 2 34

10X Buffer C 2.6 44.2
Asetillenmis  BSA (10 0.2 3.4
mg/uL)

Alu'T (10 U/pL) 0.5 8.5

Rsa | (10 U/uL) 0.5 8.5

Son Hacim 5.8 98.6

Tablo 9.2. Ana Kesim Karigiminin Hazirlanigi

Yirmi olgu gDNA'sinin ve yirmi referans gDNA'sinin oldugu her bir PZR

tiipline (toplamda 40 PZR tiipii) 5.8 puL AKK eklendi. 20.2 pL hacme tamamlanan

PZR tiiplerine 5.8 pL AKK eklenmesi ile toplam hacmi 26 pl'ye ulasan karisima

pipetaj yapildi. Tiiplere Tablo 9.3'te yer alan 1s1sal dongii programi uygulandi.
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Basamak Sicakhik Zaman
1 37°C 2 saat
2 65 °C 20 dakika
3 4°C Beklet

Tablo 9.3. Is1 Dongiileyicisi Programi

Is1 dongiileyicisi programi sonrasinda kesilmis gDNA'dan 2 pL alindi.
Kesimin etkinligi %1 rutin agaroz jelde etidyum bromid ile boyanarak jel
goriintlileme ve dokiimantasyon sistemi kullanilarak degerlendirildi. Kesilen

tiriinlerin biiyiik cogunlugu 200-500 bg arasinda yer aldi.

5.3.4. Genomik DNA'nin floresan isaretlemesi

Is1 dongiileyicisindeki program bittikten sonra 26 pL. gDNA iceren her bir
PZR tiipiine (toplam 40 adet) 5 pL rastgele primerlerden eklendi ve toplam hacim 31
puL'ye ulasti. DNA denatiirasyonu ve fragmantasyonu i¢in Tablo 9.4'te verilen 1s1

dongiileyicisi programi uygulandi.

Basamak Sicakhik Zaman
1 95 °C 3 dakika
2 4°C Beklet

Tablo 9.4. DNA denatiirasyonu ve fragmentasyonu i¢in 1s1 dongiileyicisi programi

Cy3 ve CyS5 etiketleme ana karisimi (EAK) Tablo 9.5'daki sira ile ve buzun

uzerinde hazirlandi.
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Bilesen Reaksiyon basina (pL) 24 reaksiyonluk
(fazlas1 dahil) (nL)

5X Reaksiyon 10.0 250
Tamponu

10X dNTP 5.0 125
Cyanine 3-dUTP veya 3.0 75
Cyanine 5-dUTP

Exo (-) Klenow 1.0 25

Son Hacim 19.0 475

Tablo 9.5. Etiketleme Ana Karisimi1 Hazirlanisi

Referans gDNA'larinin bulundugu PZR tiiplerinin her birine Cyanine 3-dUTP

(boya) eklenen etiketleme ana karigtmindan 19 pL eklendi. Ornek gDNA'larinin

bulundugu PZR tiiplerinin her birine ise Cyanine 5-dUTP (boya) eklenen etiketleme

ana karigimindan 19 pL eklendi. 50 pL. hacime ulasan PZR tiiplerine pipetaj yapildi.

DNA etiketlenmesi Tablo 9.6'deki 1s1 dongiileyici programi kullanilarak yapildi.

Basamak Sicakhik Zaman
1 37°C 2 saat
2 65 °C 10 dakika
3 4°C Beklet

Tablo 9.6. DNA Etiketlemesi i¢in 1s1 dongiileyicisi programi

5.3.5. Etiketlenmis gDNA'nin temizlenmesi
Etiketlenmis gDNA Amicon Ultra-0.5, Ultracel-30 Membran, 30 kDa Filtresi

kullanilarak asagidaki basamaklar takip edilerek temizlenmistir:

- Her bir reaksiyon tiiptine 430 uL 1xTE (pH 8.0) eklendi.
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- 2 pL'lik mikrofiij tiiplerinin i¢gine Amicon Ultra-0.5, Ultracel-30 Membran,
30 kDa Filtreler yerlestirildi ve etiketlenmis olan her bir gDNA (6rnek ve referanslar
dahil toplam 40 adet) filtreden geg¢irildi. Oda sicakliginda 10 dakika boyunca 14,000
g 'de santrifiij edildi. Altta kalan kisim atild1.

- Her bir reaksiyon tiiptine 480 pL 1xTE (pH 8.0) eklendi. Oda sicakliginda
10 dakika boyunca 14,000 g 'de santrifiij edildi. Altta kalan kisim atildu.

- Filtreler yeni 2 uL'lik mikrofiij tiiplerinin i¢ine ters cevirilerek yerlestirildi.
Oda sicakliginda 1 dakika boyunca 1,000 g'de santrifiij edilerek temizlenmis 6rnek
elde edildi. Temizlenme islemi sonunda her bir tiipte yaklasik olarak 20-32 pL hacim
kaldi.

5.3.6. Uriin miktan ve spesifik aktivite hesaplanmasi

Uriin miktar1 ve spesifik aktivite hesaplanmasi i¢in NanoDrop ND-1000 UV-
VIS Spektrofotometresi kullanilmistir:

- NanoDrop Program meniisiinden MikroArray Olgiimii segildikten sonra
ornek tipi DNA-50 olarak ayarlanmistir.

- Cihazin 06l¢iim ayarint sifirlamak icin TE tamponundan 1.5 pL
kullanilmastir.

- Temizlenmis etiketli her gDNA 6rneginden 1.5 pL kullanilarak her 6rnegin
Azeonm  (DNA), Assonm (cyanine 3), Agsonm (cyanine 5) absorbansi, gDNA
konsantrasyonu ve hacmi 6l¢iilmiistiir.

- Spesifik Aktivite asagidaki formiile gore hesaplanmistir:

Spesifik Aktivite __ uL boya basma pmol
{ug gDNA basma pmol bova) ul gDNA basma pg

- Uriin miktar1 asagidaki formiile gore hesaplanmustir:

. . DNA konsantrasyvonu (ng/uL) x Omek Hacmi (uL)
Uriin miktar (ul.) =

1000 ng/ug
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- Spesifik aktivite ve iiriin miktar ile ilgili beklenen degerler Tablo 9.7'de

verilmistir.

Giris gDNA (ng) | Uriin Miktar (pg) | Cyanine-3 isaretli Cyanine-5
Referanslarin isaretli
spesifik aktivitesi Orneklerin
(pmol/pg) spesifik aktivitesi
(pmol/ng)
0.5 5-7 25-40 20-35

Tablo 9.7. Beklenen spesifik aktivite ve tiriin miktar degerleri

- Etiketleme sonras1 Cy3 ve CyS5 iirlin miktarlar1 birbirinin ayni olmasi
gerekmektedir. Cy3 ile etiketlenmis referanslarin oldugu PZR tiipleri (20 adet) ile
Cys5 ile etiketlenmis orneklerin oldugu PZR tiipleri (20 adet) tek bir PZR tiitiipiinde

bu prensip dogrultusunda birlestirildi.

5.3.7. Etiketlenmis gDNA'nin hibridizasyona hazirlanmasi

Hibridizasyon ana karistminda kullanmak tizere Oligo aCGH Hibridizasyon
Kiti igerisinde liyofilize halde olan 10X bloke edici ajana 1.350 uL distile su eklendi
ve oda sicakliginda 60 dakika bekletildi, vorteks karistiricida dondiiriildiikten sonra -
20 °C'de kullanima hazir sekilde kaldirildi.

Hibridizasyon ana karistmi Tablo 9.8'deki sira ile ve buzun iizerinde

hazirlandi.
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Bilesen Hibridizasyon basina 24 reaksiyonluk
hacim (pL) (fazlas1 dahil) (nL)

Cot-1 DNA (1.0 mg/mL) 5 125
10X aCGH Bloke Edici 11 275
Ajan
2X HI-RPM Hibridizasyon 55 1.375
Tamponu
Son Hacim 71 1.775

Tablo 9.8. Hibridizasyon Ana Karisimi1 Hazirlanmasi

Her bir PZR tiipiinden (toplam 20 adet) 39 pL, hibridizasyon ana
kartistmindan 71 pL alinarak toplam 110 pL yeni PZR tiipiinde birlestirildi. Tablo

9.9'da yer alan 1s1 dongiileyicisi programi uygulandi.

Basamak Sicakhik Zaman
1 95 °C 3 dakika
2 37°C 30 dakika

Tablo 9.9. Is1 dongiileyicisi programi

1.3.8. Mikroarray hibridizasyonu

Hibridizasyon haznesine agikliklari iiste bakacak sekilde temiz bir contali lam
yerlestirildi. Contali lamin haznenin tabani ile tam olarak oturdugundan emin olundu.

Conta ile c¢evrelenen ve dort adet olan O6rnek koyma kisminin igine
hibridizasyon 6rnek karistmindan 100 pL "siirikle ve dagit" usuliine uygun olarak
eklendi.

Problar, cam lamin "Agilent" etiketli yiiziine basimistir. Bu yiiz "aktif
kisim"; numerik barkodun oldugu kisim ise "inaktif kisim" olarak adlandirilmaktadir.

Aktif kismi contali lamin {ist ylizeyine; numerik barkod kismi yukari, Agilent etiketli
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barkod kismi asagi bakacak sekilde yerlestirildi. Cam lamlar mikroarraye zarar
vermemek icin kenarlarindan dikkatlice tutuldu ve lamlarin yiizeyine hig¢ bir suretle
dokunulmadi. Hibridizasyon haznesi kapagi kapatildi, mandal kaydirildi ve
dondiiriilerek sikildi. Hazne dik olarak dondiiriilerek lamlar tamamen karisim ile
temas ettirildi, baloncuklar kontrol edildi. Kapatilmis lam haznesi 65 °C'ye
ayarlanmis hibridizasyon firmindaki rotator yuvaya yerlestirildi. Denge i¢in yuvanin
simetrigine ayr1 bos bir hibridizasyon haznesi yerlestirildi. Santrifiij hizi 20

devir/dakika'ya ayarlandi. 65 °C'de 16-24 saat hibridizasyona birakildi.

1.3.9. Hibridizasyon sonrasi yikama

Yikama tamponu 1'i igeren iki adet cam tabak, yilkama tamponu 2'yi i¢eren
bir adet cam tabak, lam yikama plakalar1 ve manyetik karistirict ¢ubuk yikama
oncesinde %100 asetonitril ile 5 dakika boyunca oda sicakliginda ve g¢eker ocak
icinde manyetik karistirici yardimi ile yikandi. Daha sonra ¢eker ocakta bekletilerek
kurutuldu. Yikamada kullanilacak olan asetonitril ile yikanmis olan malzemeler
distile su ile en az bes defa durulandi.

16-24 saatlik hibridizasyon siiresinin bitimi sonrasinda hibridizasyon haznesi
yikama tamponu 1'in bulundugu cam tabak icinde birbirlerinden ayrildi. Mikroarray
lam1 hemen sonrasinda yikama tamponu 1'in bulundugu ve manyetik karistirict
tizerinde bulunan cam tabaktaki lam yikama plagina yerlestirildi ve 5 dakika boyunca
bekletildi. Sonrasinda lam yikama plagi, yikama tamponu 2'min bulundugu ve
37°C'ye ayarli manyetik karistirici tizerinde bulunan cam tabaga aktarildi burada da 1
dakika bekletildikten sonra emdirme kagidinin iizerine alind1 (Optimum performans
icin bir gece boyunca 37 °C'ye ayarlanmis su banyosuna beher i¢inde birakilan
yikama tamponu 2, yikama isleminin hemen oncesinde 37 °C'ye ayarli manyetik
karistirict plakaya yerlestirildi).

Mikroarray lami, lam tutucusuna "Agilent" etiketi dis ve st tarafa bakacak
sekilde yerlestirildi, ozon bariyer lam kapagi da Sekil 9°da gosterildigi gibi lamin

tizerine yerlestirilerek lam tutucusunun tirnag1 yardimi ile kapatildu.
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Sekil 9. Mikroarray laminin lam tutucuya yerlestirilmesi ve ozon-bariyer lam

kapaginin kapatilmasi islemi

1.3.10. Mikroarray taratilmasi

Lam tutucu taratict cihaz karuseline yiiklendi. Bilgisayardan "Scan Control"
programi acildi ve asagida belirtilen ayarlar yapildi:

- 4x180K mikroarrayi i¢in Profile AgilentG3 CGH segcildi.

- Slide ID <Auto Detect> olarak seg¢ildi.

- Channels R+G olarak ayarlandi.

- Scan Region Agilent HD (61x21.6 mm) olarak ayarlandi.

- Resolution (um) 3 um'ye ayarlandi.

- Tiff 16 bit'e ayarlandi.

- R PMT ve G PMT %100'e ayarlandi.

- XDR ayar1 <No XDR>'ye ayarlandi.

- Imaj dosyasinin ¢ikartilacag klasér dizini segildi.

- Tarayict durum meniisiinden "tarayici hazir" ifadesi goriildiikten sonra
mikroarrayin karuselde yerlestirildigi yuva "Slot m-n" (m ilk yuva n son yuva) olarak

belirtilip tarama baglatildi.

5.3.11. imaj dosyalarinin analizi

Tarama islemi bittikten sonra aberasyonlar1 analiz etmek i¢in 1maj
dosyasindan (.tiff) veri ¢ikartma ve log oranlarina doniistiirme islemini yapmak
amaciyla Feature Extraction 10.5.1.1 ve Agilent CytoGenomics 2.0.6.0 yazilimlar
kullanild1. Feature Extraction yaziliminin ayarlari Sekil 10°da gosterildigi gibi

yapildi.

86



ﬂi Project Properties |ﬂ Extraction Set Configuration

=
Operator Unknown
=
Mumber of Extraction Sets Included a
=]
‘B Outputs
MAGE Mone
JPEG Mone
B TEXT Local file only
Qutpuk Package Cormpack
visual Results Local file only
Grid Mone
QC Report Local POF File only
FTP Send Tiff File False
‘[= Local File Folder

Samne As Image True

‘[ FTP Setting

=]
Highest Priority Default Protocol Grid Template Default
Project Default Pratacal
El
Lse Grid file if available False
External Dyehlorm List File
Orverwrite Previous Results False

Sekil 10. Feature Extraction 10.5.1.1 Yaziliminin Standart Ayarlari

Feature Extraction 10.5.1.1 yazilim1 deneyin kalitesi ile ilgili Sekil 11°de ve
Sekil 12'de 6rnek verildigi lizere kalite kontrol raporu vermektedir. Ayrica enzimatik

etiketleme icin kalite kontrol metrik esik degerleri Tablo 9.10 'da verilmistir.

Metrik Deger Miikemmel Iyi Degerlendir
Arka Plan
Giiriiltiisii <10 10-20 >20
(BGNoise)
Sinyal Yogunlugu

Y s 8 >150 50-150 <50

(Signal intensity)

Sinyal/Giiriiltii

_ ] >100 30-100 <30
(Signal to Noise)
Tekrarlanabilirlik
o <0.05 0.05.-0.2 >0.2
(Reproducibility)
DLRSpread <0.2 0.2-0.3 >0.3

Tablo 9.10. Enzimatik etiketleme i¢in kalite kontrol metrik esik degerleri
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QC Report - Agilent Technologies : 2 Color OGH

Date Fritay, Movember 07, 2008 - 2003 Sampie{reggresn)

User Maene wrishealant_bwarahi 7 Vardon 105043
Image USZIS0IPO5_ISAFAPIIIEC S01 GG Methad Demened o (Hagl)
Preeccd CGH_105_Howdd (head Orly)  Muliplcative Demend e
Diye Moam wirrar

CGH_QCMT_NovOE : (10 of 10) QCMetrics InRange

Metric Name Walue Uplim  Lowlim
AnyCalarProntFeathion LnfoL HA
DenvativelR_Spread A
gRepra NA
9_BGNais= NA
30.00
50.00
N
A
r_Signaizi 30.00
Outlier with Spatial R .
206 rows x 215 mumns Sgnaliniensiy 50.00
i N ’ ' C ____Histogram of Signais Piot (Red)
5 . . o
1 Al 26 . 160
<., 1430

[ s .. E::

| i

- HEER

...|I‘ “h'lm...
2 2

Loy 0 B3 ksl

Histogram of Signals Plot [Green)
R FontursP opuiation g Fed Fatar e Rankinlibm

e FaafuraPoriasion o Gren Faars onnfom

1600
Faature and Green Amy % Outlier 1400
L 13
Nan Uinifarm 13 14 1% 004 ﬁ ]
Population 3z - [ 018 5 am
Spatial Distribution of the Positive and Negative i L]

LogRatios =
-
B | hl
a ..|| |II| -
0 1 2 ] '

Loy o Bl BuinSigred

o sz

Sekil 11. Feature Extraction 10.5.1.1 yaziliminin verdigi CGH Kalite Kontrol
Raporu Ornegi - 1

Red and Green Background Corrected Signals (Non-
Control Inliers)

100000

10000
]
5

@ 1000
i

n 30334

fod
G

100

10

10 100 1000 10000 100000
gBGSubSignal

# Features (NonCtrl) with BGSubSignals < 0: 1 (Red); 1 (Green)

Sekil 12. Feature Extraction 10.5.1.1 yaziliminin verdigi CGH Kalite Kontrol

Raporu Ornegi — 2
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Ornek no: | Sperm sayi ve miktarina
gore tanilari:

1 Azoospermi

2 Azoospermi

3 Azoospermi

4 Oligozoospermi
5 Oligozoospermi
6 Oligozoospermi
7 Azoospermi

8 Azoospermi

9 Oligozoospermi
10 Oligozoospermi
11 Oligozoospermi
12 Oligozoospermi
13 Oligozoospermi
14 Oligozoospermi
15 Oligozoospermi
16 Oligozoospermi
17 Azoospermi

18 Oligozoospermi
19 Oligozoospermi
20 Oligozoospermi

Tablo 10. Hasta numaralar1 ve sperm sayi- miktarina gore tanilari
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6. BULGULAR

6.1.DNA Konsantsrasyon Sonuclari

Infertil erkek hastalarin periferik kan drneklerinden izole edilen DNA’larin

konsantrasyon ve safliklar1 deneyde kullanilabilir araliktadir. Baz1 6rneklere ait liste

asagida verilmistir.

Ornek no 260/280 |[DNA] ng/ul
1 1,80 35,6
2 1,80 48,3
3 1,78 27,3
4 1,81 35,6
5 1.84 26,7
6 1,86 32,5
7 1,82 29,9
8 1,85 32,3
9 1,87 36,8
10 1,90 37,5
11 1,89 33,2
12 1,81 37,5
13 1,82 44,5
14 1,84 30,6
15 1,80 344
16 1,82 29,1
17 1,85 33,2
18 1,84 27,7
19 1,81 42,3
20 1,78 30,4

Tablo 11. Orneklerin DNA Absorbans Olgiimleri
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6. 2. Mikroarray Sonuclari

Mikroarray asamasmin ardindan elde edilen sonuclar, Feature Extraction
10.5.1.1 yazilimimnin verdigi CGH Kalite Kontrol Raporu alinarak, analiz i¢in uygun
kalitede olup olmadiklar1 kontrol edildi. Tiim orneklerin kalite kontrol raporlari
sonucu ¢aligsma agisindan uygun bulundu. Bir kag hastanin elde edilen Kalite Kontrol

Rapor 6rnekleri Sekil 13°te verilmistir.

Spot Finding of the Four Corners of the Arra

+ 4 ++ ++ +++
4+ +rlF+++

S++++l+++8
F++++H|++++

Grid Normal
Outlier Numbers with Spatial Distribution
1064 rows x 170 columns

va B
? S dls -4 .
06&
X, .
. v , R e =
.
L » .
-
L ]
- 4 L
L ]
. k) -
L)
“ .
M . ¢ = ® .
. B
s e %
4_.0 Pl PR M e
r .
" . ,
. o
* .
«* " > * o - . )
. * *s . ot .
* + -
“
e * + ® o wig .
. . . .
. , .
- * -
~ . .
;1 . . = 2 .
= - o . . .0

#Red FeaturePopulation wRed Feature NonUniform

#Green FeaturePopulation @ Green Feature MonlUniform

Sekil 13. Hibridizasyon isleminin dogru yapilip yapilmadigini kontrol edebildigimiz
rapor.
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Evaluation Metrics for CGH_QCMT_Juli1l :
Excellent (6) ; Good (6)

Metric Name Value Excellent Good Evaluate

1sGoodGrid 1.00 =1 NA =1
AnyColorPrentFeatNonUn... 0.032 =1 1to 3 =3
DerivativelLR_Spread 0.17 <0.20 0.20 to 0.30 =0.30
gRepro 0.09 0to 0.05 0.05 to 0.20 <=0 or =0.20
g_BGHNoize 6.28 =3 Sto 13 =15
g_Signal2ZNoise 535.82 =100 30 to 100 =30
g_Signallntensity 502.06 =150 50 to 150 <50
rRepro 0.10 0 to 0.05 0.05 te 0.20 <0 or =0.20
r_BGNoise 4.00 <5 5to 15 >15
r_Signal2Noisa 82.86 =100 30 to 100 <30
r_Signallntensity 331.78 =150 50 to 150 <50
RestrictionControl 0.94 0.80 to 1 <0.80 or =1
gDDN - -15to 15 <-15or >15
rDDON - -15te 15 =-15or =15

# Excellent 4 Good 4 Evaluate
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Sekil 14. Kirmizi ve yesil sinyallerin dagilimi



Feature Red Green Any % Outlier

Non Uniform 37 41 52 0.03
Population 117 210 261 0.14

Spatial Distribution of the Positive and Negative LogRatios

u”‘ “ ’ ‘Ai. ol
fgnis o FaWRILS
14 agm s ats i‘ e
o L4 o N
’ .4 - - “) t:*“

oy 2 .
LTt

I#Positive:919 (Red) ; #Negative:1282 (Green)l

APositive {JNegative

Positive: 0.81% of NonCtrl Features : Random (Value 1.02)
Negative: 1.13% of NonCtrl Features : Random (Value 1.02)

Red and Green Background Corrected Signals {Non-Control
Inliers)

100000

10000

1000

rBGSubSignal

10 100 1000 10000 100000
gBGSubSignal

Sekil 15. Kirmizi ve yesil sinyallerin dagilimi



Sekil 16. 2 Renk Microarray sonucu
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Yapilan array CGH analizi sonucunda daha oOnce erkek infertilitesi ile
iligkilendirilmis olan pek ¢ok gende delesyon, amplifikasyon ve LOH (heterozigosite

kaybi1) saptandi. Bu genler ve saptanan gen kusurlar1 Tablo11-20’de gosterilmistir.

Hasta TFAM | THEG | TTTY11 | TTTY18 | TTTY19 | UBE2B | UGT2B | UGT2B17 WASL
no: 15

1 LOH

2 del del
3 del del
4 amp amp amp del del
5 del del
6 del del
7 del del
8 LOH
9

10

11

12 amp

13 del del
14 LOH amp amp amp del del
15 del del
16

17

18 amp amp amp

19 LOH

20 amp amp amp

Tablo 12. Hastalarda gozlenen infertilite ile ilgili bazi gen kusurlart
(del: delesyon, amp: amplifikasyon, LOH: heterozigosite kayb1)
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Hasta SOX2 SOX5 SOX6 SOX8 SOX9 SOX10 | SOX14 | SOX21
no:

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10 amp amp

11 amp

12 LOH LOH
13

14

15 del

16 amp

17 amp LOH LOH
18

19 amp

20

Tablo 13. Hastalarda gozlenen infertilite ile ilgili baz1 gen kusurlari
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Hasta | SPACA3 | SPACA4 | SPAG1 | SPAG4 | SPAG5 | SPAGS | SPAGY | SPAG11A/ | SPAG16
no: SPAG11B
1 LOH LOH del/del

2 LOH LOH del/del

3 LOH LOH del/del

4 del/del del
5 del/del
6 del/del
7 del/del
8 del/del
9 del/del
10 del/del
11 del/del
12 LOH del/del
13 -/del

14 LOH LOH del/del
15 del/del
16 del/del
17 LOH LOH LOH del/del
18 del/del
19 del/del
20 del/del

Tablo 14. Hastalarda gozlenen infertilite ile ilgili baz1 gen kusurlari
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Hasta

>
e

SPATA

SPATA

SPATA
511

SPATA

SPATA
12

SPATA
16

SPATA
17

SPATA
20

SPATA
21

SPATA
24

SPATS2L

LOH

LOH

LOH

LOH

OO INON|DIWIN|(F-

[ER
o

[uny
[y

[ERN
N

LOH

[EEN
w

[y
'S

LOH

LOH

LOH

[ERN
Ul

[EEN
(e}

[ERN
~N

LOH

LOH

LOH

LOH

LOH

[EEN
o

[EEN
Y]

LOH

LOH

LOH

N
o

Tablo 15. Hastalarda g6zlenen heterozigosite kayiplarinin oldugu boélgeler
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Hasta

>
e

SRM

SRY

STRA8

STRBP

TESK1

TEX9

TEX28

TEX101

TEX261

WAPAL

WNT4

LOH

de

LOH

LOH

LOH

de

LOH

del

LOH

OO INON|DIWIN|(F-

de

[ER
o

[uny
[y

[ERN
N

[EEN
w

[y
'S

LOH

LOH

[ERN
Ul

[EEN
(e}

[ERN
~N

LOH

LOH

LOH

LOH

[EEN
o

[EEN
Y]

N
o

Tablo 16. Hastalarda gozlenen infertilite ile ilgili baz1 gen kusurlari
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Hasta

>
e

ACR

BCL2L2

CATSPER2
CATSPER2P1

CATSPER3

CATSBERG

CDC25A

CDKN2D

CEP55

CYP19A1

LOH

LOH

del

LOH

LOH

OO INON|DIWIN|(F-

[ER
o

[uny
[y

[ERN
N

[EEN
w

del

del

[y
'S

LOH

LOH

[ERN
Ul

[EEN
(e}

[ERN
~N

LOH

LOH

[EEN
o

[EEN
Y]

LOH

N
o

LOH

Tablo 17. Hastalarda gozlenen infertilite ile ilgili baz1 gen kusurlari
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Hasta | CFHR1\ | DMPK | DPY19L3 | DZIP1 | ELAVL1/3 | ELAVL2 | ESR1 | ESR2 | FSHR | HTT
no: CFHR3

1 del LOH LOH LOH

2 amp

3 amp LOH
4

5

6 amp

7 amp LOH

8 amp LOH

9 del

10

11

12 amp LOH

13 amp

14 LOH

15 ampl

16

17 LOH LOH
18 amp

19 amp

20 amp

Tablo 18. Hastalarda gozlenen infertilite ile ilgili baz1 gen kusurlari
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Hasta

>
e

GGNBP2

GNRHR

HSPA2

INHBB

LDLR

LHCGR

MEA1

MERTK

MLH1

MORC1

LOH

LOH

LOH

LOH

LOH

LOH

OO INON|DIWIN|(F-

LOH

[ER
o

amp

[uny
[y

[ERN
N

LOH

[EEN
w

[y
'S

[ERN
Ul

[EEN
(e}

[ERN
~N

LOH

LOH

LOH

LOH

LOH

[EEN
o

[EEN
(Y]

N
o

Tablo 19. Hastalarda gozlenen infertilite ile ilgili baz1 gen kusurlari
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Hasta | NROB1 | ODF1 | ODF3 | PABPN1 | PEX3 | PEX6 | PEX14 | PFN3 | PIWIL4 | POLG | PLAGL1/
no: HYMAI
1

2 amp
3 LOH

4

5

6

7 amp
8 LOH amp
9

10 amp
11 amp amp
12 del LOH | amp
13 del

14 LOH LOH
15

16 amp
17 LOH amp
18

19 del amp
20 LOH LOH del

Tablo 20. Hastalarda gozlenen infertilite ile ilgili baz1 gen kusurlari
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Hasta

>
e

PTCHD3

RAB8SB

RB1

RBMY1A3P/
RBMY3AP

RFPL4A

RNF8\
RNF39

ROPN1

SMCP

SRD5A2

LOH

LOH

del

OO INON|DIWIN|(F-

amp

[ER
o

LOH

[uny
[y

[ERN
N

LOH

[EEN
w

del

[y
'S

LOH

[ERN
Ul

[EEN
(e}

[ERN
~N

LOH

LOH

LOH

[EEN
o

amp

[EEN
Y]

N
o

amp

Tablo 21. Hastalarda gozlenen infertilite ile ilgili baz1 gen kusurlari
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GEN KROMOZOM
ACR 22q13.33
BCL2L2 14q11.2
CATSPER2\CATSPER2P1 | 15
CATSPER3 5q31.1
CATSPERG 19¢13.2
CDC25A 3p21.31
CDKN2D 19
CEP55 10g23.33
CFHR1/ CFHR3 1931.3
DMPK 19
DPY19L3 19q13.11
DZIP1 3
ELAVLI\3 19p13.2
ELAVL2 9p21.3
ESR1 6925.1
ESR2 14
FSHR 2pl6.3
GGNBP2 17912
GNRHR 4ql13.2
HSPA2 14923.3
LDLR 19p13.2
LHCGR 2pl6.3
MEA1 6p21.1
MERTK 2ql3
MLHI1 3p22.2
MORCI 3ql13.13
NROB1 X

ODF1 8g22.3
ODEF3 11pl5.5
PABPNI1 14
PEX14 1p36.22
PEX3 6924.2,
PEX6 6p21.1
PLAGLI\HYMAI 6924.2
POLG 15926.1
PTCHD3 10pl12.1
RABSB 15

RB1 13q14.2
RBMYI1A3P\RBMY3AP Y
RFPL4A 19913.42
RNF39 6p22.1
RNF8 6p21.2
SMCP 1g21.3
SOX10 22ql3.1
SOX14 39223
SOX2 3926.33
SOX21 13g32.1
SOXS5 12pl2.1
SOX6 11pl15.2-p15.1
SOX8 16p13.3
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http://omim.org/geneMap/22/330?start=-3&limit=10&highlight=330
http://omim.org/geneMap/14/58?start=-3&limit=10&highlight=58
http://omim.org/geneMap/5/342?start=-3&limit=10&highlight=342
http://omim.org/geneMap/19/470?start=-3&limit=10&highlight=470
http://omim.org/geneMap/3/200?start=-3&limit=10&highlight=200
http://omim.org/geneMap/10/301?start=-3&limit=10&highlight=301
http://omim.org/geneMap/1/1112?start=-3&limit=10&highlight=1112
http://omim.org/geneMap/19/398?start=-3&limit=10&highlight=398
http://omim.org/geneMap/19/163?start=-3&limit=10&highlight=163
http://omim.org/geneMap/9/92?start=-3&limit=10&highlight=92
http://omim.org/geneMap/6/751?start=-3&limit=10&highlight=751
http://omim.org/geneMap/2/179?start=-3&limit=10&highlight=179
http://omim.org/geneMap/17/336?start=-3&limit=10&highlight=336
http://omim.org/geneMap/4/191?start=-3&limit=10&highlight=191
http://omim.org/geneMap/14/227?start=-3&limit=10&highlight=227
http://omim.org/geneMap/19/212?start=-3&limit=10&highlight=212
http://omim.org/geneMap/2/178?start=-3&limit=10&highlight=178
http://omim.org/geneMap/6/406?start=-3&limit=10&highlight=406
http://omim.org/geneMap/2/404?start=-3&limit=10&highlight=404
http://omim.org/geneMap/3/117?start=-3&limit=10&highlight=117
http://omim.org/geneMap/3/382?start=-3&limit=10&highlight=382
http://omim.org/geneMap/8/337?start=-3&limit=10&highlight=337
http://omim.org/geneMap/11/14?start=-3&limit=10&highlight=14
http://omim.org/geneMap/1/106?start=-3&limit=10&highlight=106
http://omim.org/geneMap/6/717?start=-3&limit=10&highlight=717
http://omim.org/geneMap/6/404?start=-3&limit=10&highlight=404
http://omim.org/geneMap/6/721?start=-3&limit=10&highlight=721
http://omim.org/geneMap/15/376?start=-3&limit=10&highlight=376
http://omim.org/geneMap/10/79?start=-3&limit=10&highlight=79
http://omim.org/geneMap/13/119?start=-3&limit=10&highlight=119
http://omim.org/geneMap/19/832?start=-3&limit=10&highlight=832
http://omim.org/geneMap/6/181?start=-3&limit=10&highlight=181
http://omim.org/geneMap/6/363?start=-3&limit=10&highlight=363
http://omim.org/geneMap/1/820?start=-3&limit=10&highlight=820
http://omim.org/geneMap/22/222?start=-3&limit=10&highlight=222
http://omim.org/geneMap/3/502?start=-3&limit=10&highlight=502
http://omim.org/geneMap/3/634?start=-3&limit=10&highlight=634
http://omim.org/geneMap/13/202?start=-3&limit=10&highlight=202
http://omim.org/geneMap/12/193?start=-3&limit=10&highlight=193
http://omim.org/geneMap/11/157?start=-3&limit=10&highlight=157
http://omim.org/geneMap/16/42?start=-3&limit=10&highlight=42

SOX9 17924.3
SPACA3 17911.2
SPACA4 19913.33
SPAGI 8q22.2
SPAGI1A 8p23.1
SPAG11B 8p23.1
SPAG4 20q11.22
SPAGS5 17
SPAGS 9pl13.3
SPAG9 17¢g21.33
SPATA1 1
SPATAI12 3pl4.3
SPATA16 3926.31
SPATA20 17¢921.33
SPATA21 1
SPATA24 5
SPATASLI 15
SPATA9 5
SPATS2L 2g33.1
SRD5A2 2p23.1
SRY Ypll1.31
STRASR 7933
STRBP 9qg33.3
TESK1 9pl13.3
TEX101 19913.31
TEX28 Xq28
TEX9 15
TFAM 10g21.1
THEG 19
TTTY11 Y
TTTY17 Y
TTTY19 Y
UBE2B 5qg31.1
UGT2B15/ UGT2B17 4q13.2
WAPAL 10g23.2
WASL 7
WNT-4 1p36.12

Tablo 22. Orneklerde gdzlenen gen kusurlarmin bulundugu kromozom bélgeleri
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http://omim.org/geneMap/17/673?start=-3&limit=10&highlight=673
http://omim.org/geneMap/17/288?start=-3&limit=10&highlight=288
http://omim.org/geneMap/19/661?start=-3&limit=10&highlight=661
http://omim.org/geneMap/8/328?start=-3&limit=10&highlight=328
http://omim.org/geneMap/8/28?start=-3&limit=10&highlight=28
http://omim.org/geneMap/8/28?start=-3&limit=10&highlight=28
http://omim.org/geneMap/20/175?start=-3&limit=10&highlight=175
http://omim.org/geneMap/9/142?start=-3&limit=10&highlight=142
http://omim.org/geneMap/17/574?start=-3&limit=10&highlight=574
http://omim.org/geneMap/3/300?start=-3&limit=10&highlight=300
http://omim.org/geneMap/3/620?start=-3&limit=10&highlight=620
http://omim.org/geneMap/17/568?start=-3&limit=10&highlight=568
http://omim.org/geneMap/2/651?start=-3&limit=10&highlight=651
http://omim.org/geneMap/2/114?start=-3&limit=10&highlight=114
http://omim.org/geneMap/Y/11?start=-3&limit=10&highlight=11
http://omim.org/geneMap/7/524?start=-3&limit=10&highlight=524
http://omim.org/geneMap/9/358?start=-3&limit=10&highlight=358
http://omim.org/geneMap/9/132?start=-3&limit=10&highlight=132
http://omim.org/geneMap/19/569?start=-3&limit=10&highlight=569
http://omim.org/geneMap/X/697?start=-3&limit=10&highlight=697
http://omim.org/geneMap/10/153?start=-3&limit=10&highlight=153
http://omim.org/geneMap/5/338?start=-3&limit=10&highlight=338
http://omim.org/geneMap/4/196?start=-3&limit=10&highlight=196
http://omim.org/geneMap/10/258?start=-3&limit=10&highlight=258
http://omim.org/geneMap/1/188?start=-3&limit=10&highlight=188
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Sekil 17. Ikiz kardes azoospermik &rneklerin gen kusurlarinin kromozomlar iizerinde

bir arada goriintiillenmesi (Hasta numaralar1 2 ve 3).
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Sekil 18. ikiz kardes azoospermik drneklerin ayn1 kromozomun ay1 bdlgesinde
bulunan gen kusurlarinin bir arada goriintiilenmesi(Hasta numaralar1 2 ve 3).
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Sekil 19. Tiim 6rneklerin amp/del/LOH bolgelerinin bir arada goriintiilenmesi

BREREFRTELERER Bk
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7. TARTISMA ve SONUC

Bugiine kadar, spermin yapisini ve fonksiyonunu etkileyen ¢evresel faktorler
de dahil birgok faktor iizerinde durulmus ancak buna ragmen bir¢ok vakada

infertiliteye neden olan faktor (ler) aydinlatilamamuistir.

Erkek infertilitesi genetik agidan ele alindiginda; kromozomal diizensizlikler
ve gen mutasyonlarinin Onemli etkenler olabilecegi bilinmektedir. Erkek
infertilitesine neden olan otozomal gen kusurlarinin bildirildigi az sayida ¢alisma
literatiirde bulunmaktadir. Bu c¢alismada da azospermik ve agir oligozoospermik
vakalarda erkek infertilitesine neden olan ve otozomal resesif kalitim oOzelligi

gbsteren gen mutasyonlariin belirlenmesi amaglanmaistir.

Calismamizda 14 agir oligozoospermili, 6 azospermili toplam 20, Tiirk, erkek
hastaya ait kan drnekleri array teknolojisi ile incelenmistir. Bu teknik ile incelenen
20 infertil erkek hastanin tiim genomlar1 standart olarak kabul edilen erkek referans
DNA oOrnekleriyle karsilastirildi. 7 numarali 6rnekte “Sex-determining region”
(SRY) gen delesyonu gozlendi. 1995 yilinda Lahr ve ark tarafindan tanimlanan SRY
geninin embryonik donemde cinsiyetin belirlenmesinde 6nemli rolii oldugu
gosterilmigtir. 1996 yilinda da Silva ve ark. “SRY related HMG-Box gene 9”
(SOX9) geninin SRY geni ile birlikte memelilerde cinsiyet belirlenmesinde anahtar
rol oynadigin1 gostermislerdir. Bizim ¢aligmamizda 7 numarali hastada SRY gen
delesyonu ve 10 numarali hastada SOX9 geninde amplifikasyon saptandi.

Spermatogenezle iliskili oldugu bilinen “Spermatogenesis-associated protein”
(SPATA) gen ailesinden SPATA1, SPATA2, SPATASL2, SPATA9, SPATAI12,
SPATA16, SPATA17, SPATA20, SPATA21, SPATA24, SPATS2L genlerinde
heterozigosite kayiplar1 saptanmistir. Xu ve ark.’nin ¢alismalarinda SPATA 16
geninin testis gelisimiyle iliskili oldugu ve disi farelerde ekspresyonunun olmadigi
gostermistir. Cheng ve ark. ise SPATA9 geninin SCOS hastalarinda ekspresyonunun
olmadigin1 gostermislerdir. Calisgmamizda SPATA gen ailesinde ¢ok sayida gen
kusurunun saptanmasi, bu gen ailesinin memeli erkek fertilizasyon yolaginda énemli

bir role sahip oldugunu desteklemektedir.
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“Sperm-associated antigen” (SPAG) gen ailesine ait SPAGI1, SPAG4,
SPAGS, SPAGS, SPAGY, SPAG11A, SPAG11B, SPAG16 genlerinde heterozigosite
kayiplar1 ve delesyonlar gozlendi. Calismaya dahil edilen 20 bireyde de SPAGI1A
ve SPAG11B genlerinde gozlenen delesyonlar, bu gen kusurlarinin karsilagtirmali
genomik hibridizasyon yonteminde kullanilan standart referans Orneginden
kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak SPAG11A ve SPAG11B genlerinini
tirlinlerinin epididimiste sperm olgunlagmasi, sperm motilitesi, kapasitasyonu ve
sperm-yumurta etkilesiminde etkin rol oynadiklar1 Zhou ve ark. tarafindan 2004
yilinda gosterilmistir. Miao ve ark.’nin 1995 yilinda yaptiklar1 calismada SPAGS
geninin testiste eksprese oldugunu, ancak beyin, karaciger, kalp, akciger ve bobrekte
eksprese olmadigmi gostermislerdir. Bu c¢alismanin  devaminda kullandiklar
otoradyografik yontemler ile spermatogonia, spermatosit ve seminifer epitelindeki
spermatidlerde SPAGS transkriptlerinin varligin1 géstermislerdir. Neese ve ark. ‘nin
2007 yilinda yaptiklar1 ¢alismada ise SPAGI geninin testiste sperm hiicrelerinde
eksprese oldugu, ancak diger hicbir memeli dokusunda eksprese olmadig
gosterilmistir. Shankar ve ark.’nin 1998 yilinda yaptiklar1 g¢alisma sonucunda
immunohistokimyasal boyamalar SPAG9 gen {irliniiniin elonge spermatidler ile
iligkili olup, yuvarlak spermatidlerle iligkilerinin bulunmadigi ve bu sayede

ekspresyon ve transkripsiyon arasinda gecikme varligi gosterilmistir.

Memelilerin sperm kuyrugun aksonem haricinde 2 6zel yap: igermektedir. Bu
yapt kuyrugun timii boyunca uzanan “outer dense fibers” (ODF) ve mitokondri
yumagindan baslayip ODF’yi sperm kuyrugunun sonuna kadar saran fibroz kiliftir
(FS). Shao ve arkadaslarmi 1997 yilinda yaptiklar1 calismada SPAG4 geninin
kodladigr iirlinin bir 18sin fermuar yapisi aracilifiyla ODF27 ile yakimn iliskili
oldugunu ve sadece gegici olarak uzayan spermatidlerde eksprese oldugunu
gostermislerdir. Calismamizda 19 numarali hastada ODF3 geninde delesyon ve 20
numarali hastada ODF1 geninde heterozigosite kaybi saptanmistir. Gastmann ve
arkadaglarinin 1993 yilinda yaptiklar1 ¢alismada ODF geninin insan testisinde
eksprese oldugu, fakat insan dalak, bobrek ve beyin dokularinda ekspresyonunun
gozlenmedigini ortaya koymuslardir. Bu dis yogun fibriller aksonem disinda sperm
kuyrugunun orta ve ana parcalarinda yer alir ve sperm kuyruguna pasif elastik

ozelliklerini kazandirir. Carvalho ve arkadaglari 2002 yilinda Odf3 transkriptinin
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Leydig ve Sertoli hiicrelerinde eksprese olmadigini, sadece germ hiicrelerinde

eksprese oldugunu gostermislerdir.

“Sperm acrosome-associated protein” (SPACA) gen ailesinden SPACA3 ve
SPACA 4 genlerine ait gen kusurlar1 calismamizda saptanmustir. 2, 3 ve 17 numarali
hastalarda SPACA3 ve SPAGY heterozigosite kayiplari birarada goriilmiistiir.
Literatiirde bu iki genin kusurlarinin bir arada goriildiigi bildirilmemistir. Mandal ve
ark 2003 tarihli ¢alismasinda SPACA3 geninin zonasiz hamster yumurtalarina sperm
baglanmasinda 6nemli bir roliiniin oldugu gosterilememistir. Calismamizda 3 hastada
birlikte gosterilen SPACA3 ve SPAGY gen kusurlar1 bu konuda daha fazla ¢calismaya

ihtiyag¢ oldugunu diistindiirmiistiir.

SOX gen ailesinin iyelerinden SOX2, SOXS5, SOX6, SOX9, SOX10,
SOX14, SOX21 gen kusurlar1 yaptigimiz ¢aligmada saptanmustir. Bu genlerden
sadece SOX2 geni Kelbermann ve ark. 2006 tarihli ¢alismalarinda hipogonadotropik
hipogonadizm ile iliskilendirilmistir. Bu gen ailesindeki diger genlerin erkek
infertilitesindeki roliine ait ¢alisma literatiirde bulunmamaktadir. Calismamizda 10,
11, 16, 17, 19 numarali hasta 6rneklerinde SOX2 gen amplifikasyonu saptanmistir.
SOX ailesinin yukarida belirtilen diger iiyelerine ait amplifikasyon, delesyon ve
heterozigosite kayiplart da ¢calismamizda gosterilmistir. Bu bulgular esliginde bu gen
ailesinin erkek infertilitesi ile yakindan iligkili oldugu ve bu konuyla ilgili 6rnek

sayist artirilarak yapilacak daha fazla ¢aligmaya ihtiyag¢ oldugu diistintilmiistiir.

“Sperm mitochondria-associated cysteine-rich protein” (SMCP) geni iiriinii
olan mitokondriyal kapsiil selenoprotein, sperm mitokondrisinin hilal yapisinin
olusumu ve korunmasinda Onemli rol oynayan 3 proteinden biridir. Aho ve
arkadaglar1 1996 yilinda yaptiklart ¢alismada sperm mitokondrisinin somatik
hiicrelerdeki mitokondrilerden sekilsel ve diizensel olarak farklilik gosterdigini
belirtmislerdir. Yine ayni ¢alismada selenyumsuz diyet ile beslenen si¢anlarda sperm
motilitesinde azalma ve sperm mitokondrisinde diizensizlik olusumu belirtilmistir.

Caligmamizda 9 numarali hasta 6rneginde SMCP gen kusuru saptanmustir.

Spermatogenez siiresince germ hiicreleri tabandan adluminal komplekse
dogru goc ederler. Bu esnada aktin vasitasiyla Sertoli hiicrelerine baghidirlar. Lau ve

Mruk’un 2003 yilinda siganlarla yaptiklar1 calismada Sertoli hiicre kiiltiirlerinde veya
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Sertoli hiicreleri ile birlikte germ hiicre kiiltiirlerinde hiicre-hiicre baglanmasi
boyunca “Ras-associated protein 8B” (RAB8B) gen iiriini olan Rab8b
ekspresyonunun arttigini gostermislerdir. Yaptigimiz ¢alismada 3 numarali bireyde

RABSB gen kusuru saptanmaistir.

“Patched Domain-Containing Protein 3 (PTCHD?3) gen iiriinlerinin yalnizca
testiste eksprese oldugu, farelerde postnatal gelisimin 16. giinlinde ekspresyonunun
basladigini ve Ptchd3 {iriinlinlin spermatogenezin pakiten sathasinda eksprese
oldugunu Fan ve ark. 2007 yilinda gostermislerdir. Calismamizda bir infertil hastada
spermatogenezle dogrudan iliskili oldugu bilinen PTCHD3 gen kusuru saptanmis

olup literatiir ile paralellik gostermektedir.

Calismamizda 12 numarali hastada “Polymerase, DNA, Gamma” (POLG)
gen kusuru saptanmistir. POLG geninin literatiirde insan erkek infertilitesiyle iligkili
oldugunu gosteren bir ka¢ calisma bulunmaktadir. Bunlardan bir tanesi 2001 yilinda
Rovio ve ark. tarafindan yapilmis olan, azosperminin ¢alisma dis1 birakildigi 99 hasta

ile yapilan ¢aligmada 9 hasta 10 CAG tekrar eksikligi i¢in homozigot bulunmustur.

Krausz ve ark.’nin 2004 yilinda 195 infertil hasta ve 190 normospermik birey ile
yaptiklar1 ¢alismada POLG geninde bulunan 10 CAG tekrar siklig1 iki grup arasinda
istatistiksel olarak benzer bulunmustur. Bu da POLG geni lizerinde yer alan CAG
dizi tekrarlarinin spermatogenezde sanilanin aksine ¢ok da etkili bir rolii olmadigini

akla getirmektedir.

“Pleomorphic Adenoma Gene-Like 17 (PLAGL1) ve Hydatidiform Mole-
Associated and Imprinted Transcript” (HYMAI) genlerinin literatiirde tekrarlayan
diistikler ile iliskilendirilmis olmasinin (Arima et al. 2001) yan1 sira yaptigimiz bu
calismada her iki genin de ayni anda 2, 7, 8, 10, 11, 12, 14, 16, 17, 19 numaral
hastalarda kusurlarinin saptanmasi bu iki genin birlikte erkek infertilitesinde de rol
aldigmi diisiindiirmektedir. Bu konuda hasta sayisinin artirilarak daha ileri

analizlerinin yapilacagi ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Watson ve ark.’nin 1998 yilinda farelerde yaptiklari ¢alisma ile MORCI1
Morc Family CW-Type Zinc Fingerl” geninin otozomal g¢ekinik mutasyonunun

farelerde spermatogenezde erken safhada duraklamaya yol ag¢tigini saptamislardir.
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Ayni ¢aligmada MORC -/- farelerde testiste hiicrelerin yogun olarak apoptotik siirece

girdigi saptanmustir.

Inoue ve ark. ‘nin 1999 yilinda spermatogenezdeki duraklama sathasinin mayozun
profaz I evresinde meydana geldigini gostermislerdir. Calismamizda 17 numarali

hastada MORC1 geninde heterozigosite kayb1 saptanmustir.

“Male-Enhanced Antigen 1”7 (MEA1) geni ile ilgili literatiirde fazla ¢alisma
bulunmamaktadir. Lau ve ark.’nin 1987 senesinde MEA1 gen iirliniiniin 6zellikle
testiste eksprese oldugunu gostermislerdir. Yaptigimiz bu ¢alismada MEA1 gen

kusuru bulunan bir hasta bulunmaktadir.

“Heat-Shock 70 KD Protein 2” (HSPA2) genine sahip olmayan immatiir
sperm hiicrelerinin sitoplazmik birikime sahip olduklari ve zona pellucidaya
baglanma yetenegine sahip olmadiklar1 Huszar ve ark. tarafindan 2000 yilinda
gosterilmistir. Roux ve arkadaglart 1994’te HSPA2 ekspresyonunun kas, kalp,
0zofagus, beyin ve testiste oldugunu gostermislerdir. Son ve ark., ise 1999’da SCOS
hastalarinda HSPA2 geninin testisteki ekspresyonunun c¢ok diisiik oldugunu
belirtmislerdir. Calismamizda 12 numarali hastada HSPA2 geninde heterozigosite
kaybi oldugu goriilmiistiir. Huszar ve ark 2000’de immunohistokimyasal analizler ile
spermatositlerdeki HSPA2 ekspresyonunun diisiikk, olgun sperm kuyrugu ve

spermatidlerde ekspresyonun yiiksek oldugunu gostermislerdir.

Roux ve arkadaslar1 tarafindan 1997 yilinda yapilan c¢alismada
“Gonadotropin-releasing hormone receptor” (GNRHR) geninin heterozigot
mutasyonunu idiyopatik hipogonadotropik hipogonadizm ile iliskili oldugu

gosterilmistir. Calismamizda 17 numarali hastada GNRHR gen kusuru bulunmustur.

“Follicle-stimulating hormone receptor” (FSHR) geni iriinii olan FSH
reseptOrii erkeklerde spermatogenezin pubertal baslangici ve yetiskinlerde normal
sperm iiretimi i¢in gereklidir. Tapanainen ve arkadaglari 1997 yilinda homozigot
FSHR mutasyonu olan erkek bireylerin degisik derecelerde spermatogenik
yetmezlikleri oldugunu, fakat sasirtict bir sekilde azospermi veya mutlak
infertilitelerinin olmadigin1 gostermistir. Calismamizda 17 numarali hasta 6rneginde

FSHR gen kusuru saptanmustir.
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“DAZ-interacting protein 17 (DZIP1) yetiskin memelilerin testisinde
spermatogonia niikleusunda lokalizedir. Primer spermatositlerde Dzipl proteini
bulunmamis, daha olgun germ hiicrelerinde bulunmustur (Nagase et al.1999).

Calismamizda 7 ve 17 numarali hastalarda DZIP1 gen kusuru bulunmustur.

“Cation channel, sperm-associated” (CATSPER) gen ailesi iiyeleri
CATSPER2, CATSPER2P1, CATSPER3, CATSPERG gen kusurlar1 ¢alismamizda
saptanmistir. Bu gen ailesinin literatiirde erkek infertilitesiyle iligkili oldugunu
gosteren yayinlar mevcuttur. Zhang ve arkadaglar1 2007 yilinda yaptiklar1 ¢alismada
akraba evliligi Oykiisii bulunan 3 ailede erkek infertilitesi ve non-sendromik sagirlik
bulgular1 olan bireylerde CATSPER2 gen delesyonunu gdstermiglerdir.
Calismamizda da 3 hastada CATSPER2 ve CATSPER2PI1 gen kusurlar1 bir arada

bulunmustur.

Caligmamizda “Acrosin” (ACR) gen delesyonu bulunan bir hasta
gosterilmigstir. Akrosin eksikliginin erkek infertilitesiyle iliskili oldugunu gosteren
calismalar bulunmaktadir (Florke-Gerloff et al. 1983). Ancak Adham ve
arkadaglarinin 1997 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada IVF deneylerinde akrozine sahip
olmayan spermatozoalarin oosit fertilizasyon yetenegine sahip oldugu, sadece

fertilizasyon hizinin azaldig1 gosterilmistir.

Toshima ve arkadaslar1 2001 yilinda yaptiklart ¢alismada “Testis-spesific
protein kinase 1” (TESK1) geninin sadece postpubertal farelerde pakiten fazindaki
spermatositlerde eksprese oldugunu gostermislerdir. Calismamizda 1 numarali

hastada TESK1 gen kusuru saptanmustir.

Calismamizda “Testis-expressed gene” (TEX) gen ailesinden TEX9, TEX2S,
TEX101 ve TEX261 genlerine ait delesyonlar saptanmigtir. TEX101, Takayama ve
ark.’nin 2005 yilinda yaptiklar1 fare deneylerinde testikiiler germ hiicre antijeni
olarak tamimlanmig, spermatogenezin baslamasindan sonra eksprese oldugu
gosterilmistir. Ayrica embryonik disi germ hiicrelerinde de TEX101 ekspresyonu
saptanmig, fakat post-partum altinct gilinden sonra ekspresyonun kesildigi
bildirilmistir.

2000 yilinda Yanaka ve arkadaglar1 “Testicular haploid expressed gene,

mouse, homolog of” (THEG) gen mutasyonu bulunan transgenik fareler ile yaptiklari
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calismada, bu genin erkek sterilitesi ile iligkili olabilecegini belirtmiglerdir. Mutant
erkekler anormal germ hiicre gelisimi gostermis, seminifer tiibiillerinin liimeninde
uzamis spermatidler bulunmustur. Bu ¢alismanin aksine Mannan ve arkadaslar1 2003
yilinda THEG “knockout” erkek farelerin fertilitelerinin  etkilenmedigini
gostermistir. Calismamizda 1 numarali hastada THEG heterozigosite kaybi

bulunmustur.

RAD6 yolagmin 2 temel elemanindan biri olan “Ubiquitin-conjugating
enzyme E2B” (UBE2B) ile ilgili Roest ve arkadaglarinin 1996 yilinda yaptiklar
calismada bu gen {lirlinlinlin hasarli olmasiyla RAD6B gen yolaginin bozulmasinin
farelerde erkek infertilitesine neden oldugu gosterilmistir. Calismamizda da 19

numarali hastada UBE2B geninde heterozigosite kayb1 gosterilmigtir.

“Wingless-type MMTYV integration site family, member 4” (WNT4) geni
daha once literatiirde miillerian aplazi ve hiperandrojenizm ile iliskilendirilmistir
(Biason-Lauber et al.2004). Calismamizda 17 numarali hastada WNT4 geni
heterozigosite kayb1 bulunmustur. Jordan ve arkadaglar1 2001°de testikiiler Sertoli ve
Leydig hiicrelerinde Wnt4’lin SRY’yi inhibe eden Dax1 genini “up” regiile ettigini
gostermistir. Ayrica Wnt4’lin i¢inde bulundugu kromozom bolgesinin duplikasyonu
insan XY cinsiyet degisimiyle muhtemelen iliskili oldugunu belirtmislerdir. WNT4
geninin agir1 expresyonu disi fenotipi ile sonuglanan DAXT1 up-regiilasyonuna neden

olmaktadir.
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